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RESUMEN

La hipertension esencial es una patologia de causas desconocidas, sin
embargo, existen factores que se han asociado con su desarrollo —por ejemplo,
alteraciones en el sistema simpatoadrenal e incremento en los niveles de
catecolaminas circulantes— tanto en pacientes hipertensos como en las ratas

espontaneamente hipertensas (SHR).

El incremento en la liberacion de catecolaminas en células cromafines (CCs)
—de ratas SHR— se ha asociado a una mayor liberacién de Ca?* de reservorios
intracelulares y la amplificacion de la sefial por medio del mecanismo de liberacion
de Ca?" inducida por Ca?*; este incremento también ha sido reportado en SHR

desde edades prehipertensivas.

Por lo anterior, este trabajo se enfoca en evaluar la liberacién de
catecolaminas tanto de manera espontanea como estimulada, las sefiales de Ca?*
intracelular, asi como el tamafo y densidad de los granulos de secrecion glandular
en las células cromafines de la médula suprarrenal de ratas SHR prehipertensas
(SHRpre) de 4 a 5 semanas de edad y Wistar Kyoto (WKY) de la misma edad.

La liberacion de catecolaminas se estudié por medio de la técnica de
amperometria en CCs en cultivo de SHRpre y WKY. Tras la despolarizacién con
K*, la carga acumulada fue ~2.9 veces mayor en las CCs de SHRpre en
comparacion con WKY. Es interesante notar que, en la mitad de las CCs de SHRpre,
la carga acumulada tras la estimulacion con K* fue indistinguible de las CCs de
WKY:; mientras que en el 29% CCs de SHRpre, la carga acumulada fue ~3 veces
mayor y el resto fue ~6 veces mayor en comparacion con las CCs de WKY y en las
SHR hipertensas (SHRhip) —de 12 semanas— fue ~2.8 veces mayor en las CCs
de WKY. La carga y la amplitud promedio por espiga fueron también mayores en

CCs de SHRpre y SHRhip en comparacion con CCs de WKY de la misma edad.



Al estimular las CCs de SHRpre y WKY con cafeina, la carga acumulada fue
~2 veces mayor en SHRpre. Las sefiales de Ca?* intracelular fueron ~1.5 mayores
tras ser despolarizadas con un pulso de K* y de ~1.4 veces mayor al estimular con
cafeina en CCs de SHRpre. Después de la incubacion con rianodina, la carga
acumulada se redujo un 57% en CCs de SHRpre en comparacion con un 14% en
las CCs de WKY, lo que sugiere una mayor contribucion de la liberacion de Ca?*
intracelular en la secreciéon de catecolaminas en las SHRpre; el tamano de los
granulos de secrecidén podria explicar el aumento en la secrecion de las mismas.
Sin embargo: (i) nuestros resultados no mostraron diferencia en el diametro de los
granulos de CCs de SHRpre o SHRhip en comparacion con CCs de WKY de la
misma edad; y (ii) las CCs de SHRpre y SHRhip tienen una mayor cantidad de
granulos en comparacion con las CCs de WKY, lo cual podria explicar parcialmente

el incremento en la secrecion.

Los resultados de este estudio ayudan a comprender las alteraciones
presentes en ratas SHRpre y la contribucidn del sistema simpatoadrenal en las

etapas iniciales de la hipertensién arterial esencial.



ABSTRACT

Essential hypertension is a pathology of unknown causes; however, several
factors have been associated with its development, such as alterations in the
sympathoadrenal system and increased levels of circulating catecholamines, both in
hypertensive patients and in spontaneously hypertensive rats (SHR). Increased
catecholamine release in chromaffin cells (CCs) of SHR rats has been associated
with increased Ca?* release from intracellular pools and signal amplification via the
Ca?*-induced Ca?* release mechanism. Increased intracellular pool Ca?* release has
also been reported in SHR at prehypertensive ages. Therefore, this work focused on
evaluating both spontaneous and stimulated catecholamine release, intracellular
Ca?* signals, as well as the size and density of secretory granules in adrenal
medullary chromaffin cells of 4- to 5-week-old prehypertensive SHR (SHRpre) and
age-matched Wistar Kyoto (WKY) rats.

Catecholamine release was studied by amperometry in CCs cultured from
SHRpre and WKY. After depolarization with K*, the cumulative charge was ~2.9-
fold higher in SHRpre CCs compared with WKY. Interestingly, in half of SHRpre
CCs, cumulative charge after stimulation with K* was indistinguishable from WKY
CCs, whereas in 29% SHRpre CCs cumulative charge was ~3-fold higher, and the
remainder was ~6-fold higher compared to WKY CCs. While in 12-week
hypertensive SHRs (SHRhip) it was ~2.8-fold greater in WKY CCs. Average charge
and amplitude per spike were also greater in CCs from SHRpre and SHRhip
compared to age-matched WKY CCs.

Upon stimulation in SHRpre and WKY CCs with caffeine, the cumulative
charge was ~2-fold higher in SHRpre. Intracellular Ca?* signals were ~1.5-fold higher
after being depolarized with a pulse of K* and ~1.4-fold higher upon stimulation with
caffeine in SHRpre CCs. After incubation with ryanodine, the cumulative charge was
reduced by 57% in SHRpre CCs compared to 14% in WKY CCs, suggesting a more

significant contribution of intracellular Ca?* release to catecholamine secretion in



SHRpre. The size of secretory granules could explain the increase in catecholamine
secretion. However: (i) our results showed no difference in granule diameter from
SHRpre or SHRhip CCs compared with age-matched WKY CCs; and (ii) SHRpre
and SHRhip CCs have a larger number of granules compared to WKY CCs, which

could partially explain the increased secretion.

These results help to understand the alterations present in SHRpre rats and
the contribution of the sympathoadrenal system in the early stages of essential

hypertension.



. INTRODUCCION

1. El sistema nervioso

El sistema nervioso —formado por el cerebro, la médula espinal y los nervios
periféricos— es una estructura altamente especializada y compleja que procesa
informacion para regular todas las funciones fisioldgicas del organismo (Michael-
Titus et al., 2014; Snell, 2007), conformado por dos partes: el sistema nervioso
central (SNC) y el sistema nervioso periféerico (SNP), ambos separados

anatémicamente pero funcionalmente interconectados.

El SNP esta constituido por fibras nerviosas que transmiten informacion
sensorial y motora especifica al SNC, estas se dividen en aferentes (o sensoriales),
las cuales transmiten informacion de la periferia al SNC y fibras eferentes (o
motoras), que se encargan de transmitir la respuesta del SNC a la periferia. El SNC
esta formado por la médula espinal, el tronco encefalico y el cerebro.(Fernandez,
2015). A su vez, el SNP se divide en sistema nervioso somatico y sistema nervioso
autonomo (SNA). El sistema nervioso somatico, se encarga de inervar el musculo
esquelético e interviene en las funciones controladas voluntariamente. Por su parte
el SNA, regula diferentes funciones corporales involuntarias e inerva 6rganos como

el corazoén, el musculo liso y las glandulas (Michael-Titus et al., 2014).

11. El sistema nervioso autonomo

El sistema nervioso auténomo (SNA) esta dividido en simpatico y
parasimpatico y se encarga de controlar la mayoria de las funciones viscerales en
el cuerpo; es regulado por el sistema nervioso central (SNC) en centros localizados
en la médula espinal, el tronco cerebral y el hipotalamo; a su vez inerva el musculo
liso, el corazodn y las glandulas secretoras (Crossman y Neary, 2015; Hill y Wyse,
2006).



El sistema nervioso simpatico (SNS) se activa, principalmente, durante
situaciones de estrés, emergencia o actividad fisica. Por otra parte, el sistema
nervioso parasimpatico (SNPS) domina durante los procesos vinculados con la
captacion y almacenamiento de energia, como la alimentacion, digestion vy
absorcion (Guyton y Hall, 2010; Lullmann, Mohr, y Hein, 2010). Generalmente, el
SNS y SNPS producen efectos opuestos y la interaccion entre ambos sistemas es
una adaptacion constante para equilibrar las actividades en el organismo. Cada uno
de estos sistemas consta de neuronas preganglionares, que transmiten los
estimulos desde el SNC al ganglio, y neuronas posganglionares, que transmiten los

estimulos desde el ganglio al érgano blanco (Figura 1).

a) Sistema nervioso auténomo

Sistema nervioso Sistema nervioso periférico Efector
central

Neurona posganglionar

Neurona preganglionar 'f’""*_ /"Las vias de control
L A s de
Parasimpatico @ (@ 1 / autonémico de efectores
, o M- incluyen un relevo de dos
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las dos neuronas ubicadas
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Simpatico [

Ganglio simpatico
b) Sistema nervioso somatico

Cuerpo dela Neurona motora somatica - Musculo

célulaneuronal @ CW esquelstico

Las neuronas somaticas motoras
no tienen una sinapsis periférica
neurona con neurona.

Figura 1. Organizacién de los sistemas nerviosos autonomo y somatico de los mamiferos,

con ejemplos de o6rganos efectores. Modificada de Hill y Wyse,2006.

Los cuerpos celulares de las neuronas preganglionares —del SNS— cuyo
neurotransmisor es la acetilcolina (ACh) se situan en la asta intermediolateral de la
sustancia gris de la medula espinal, desde el primer segmento toracico o dorsal
hasta el segundo o tercer segmento lumbar; razon por la cual se denomina también

toracolumbar. A su vez, éstas hacen sinapsis con los ganglios paravertebrales,



situados a ambos lados de la columna vertebral, en los ganglios prevertebrales
(celiaco, mesentérico superior e inferior y aortorrenal) y unas pocas en los ganglios
terminales préximos al 6rgano efector. Después las neuronas postganglionares,
cuyo principal neurotransmisor es la noradrenalina (NA), salen de estos ganglios e

inervan glandulas, 6rganos y tejidos.

Contrario a lo anterior, la médula de la glandula suprarrenal recibe fibras
preganglionares procedentes del nervio esplacnico y se comporta como una
neurona posganglionar que, al ser estimulada, libera catecolaminas. (Fernandez,
2015; Hill y Wyse 2006). Por su parte, el principal neurotransmisor en las neuronas
preganglionares parasimpaticas también es la Ach. Estas neuronas se encuentran
en varios nucleos de los nervios craneales en el tronco encefalico, asi como en la
region intermedia de los segmentos S3 y S4 de la medula espinal sacra. Las
neuronas postganglionares proyectan directamente hacia sus 6rganos blanco y su
neurotransmisor es la ACh (Gibbins, 2013; Guyton y Hall, 2010).

Durante situaciones de estrés o peligro, el SNS y la médula de la glandula
suprarrenal actua para reaccionar adecuadamente; este conjunto anatomico-
fisiolégico es denominado sistema simpatoadrenal (Wilson et al., 1992). EI SNS
actua liberando noradrenalina, que estimula al corazén y produce un aumento de la
frecuencia y fuerza de contraccion del mismo, la contraccion de los vasos
sanguineos, dilatacién de las pupilas, entre otros efectos (Guyton y Hall, 2010).
Asimismo, la médula de la glandula suprarrenal —al ser estimulada por su
innervacion simpatica— libera grandes cantidades de adrenalina (alrededor del
80%) y noradrenalina en menor cantidad (alrededor de 20%) al torrente sanguineo,
provocando casi los mismos efectos que la estimulacion directa por terminaciones
simpaticas, pero con un efecto prolongado ya que la eliminacion de noradrenalina
(NA) y adrenalina (AD) del torrente sanguineo es mas lenta (2-4 minutos), mientras
que la recaptacion de noradrenalina en la hendidura sinaptica —Iliberada
directamente en el 6rgano blanco—, ocurre en segundos. De manera que el SNS y
la médula adrenal actuan en conjunto, permitiendo la estimulacion a los érganos por

dos vias, potenciando la respuesta. Ademas, la médula suprarrenal puede estimular



organos que son indirectamente inervados por nervios simpaticos (Guyton y Hall,
2010).

2. El sistema simpatoadrenal y la presion arterial

La presion arterial esta determinada por dos factores: la propulsidén de sangre
por el corazoén y la resistencia del flujo sanguineo a través de los vasos. La
estimulacion nerviosa simpatica —junto con la noradrenalina y adrenalina circulante
en el torrente sanguineo— incrementa ambos parametros, produciendo un aumento

de la presion arterial (Guyton y Hall, 2010).

El sistema simpatoadrenal se activa durante situaciones de ejercicio fisico,
estrés o peligro, teniendo —entre otros efectos—, un aumento de la presion arterial.
Se han asociado alteraciones del sistema simpatoadrenal con el desarrollo y
mantenimiento de hipertension arterial tanto en humanos como en modelos
animales (Currie et al., 2012; Fisher y Paton, 2012; Goldstein, 1983; Mancia y
Grassi, 2014).

3. La hipertension arterial

La presion sanguinea es la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes de
los vasos, ésta actua tanto en las arterias como en las venas; sin embargo, en el
uso clinico, el término siempre se refiere a la presion en las arterias. El nivel de
presion arterial depende del gasto cardiaco, la resistencia periférica y el volumen
sanguineo; si el corazén bombea sangre a la aorta durante la contraccion ventricular
(sistole), la presidn ahi se eleva hasta alrededor de 120 mm Hg en reposo, este es
el valor de la presion arterial sistolica. El valor de la presion arterial diastolica —de
unos 80 mm Hg— se produce cuando el corazon se relaja entre latidos y la presién
en la aorta desciende (Huch y Engelhardt, 2011). Por lo mencionado anteriormente,
la presion arterial se expresa por sus valores de presion sistolica/diastolica: registros
de presion arterial por debajo de < 90/50 mm Hg se considera como hipotension,
mientras que valores =2 140/90 mm Hg es considerado como hipertension (Guyton y
Hall, 2010).
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La hipertension arterial es una enfermedad crénica y en México se encuentra
entre las nueve principales causas de muerte. Segun la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion de Medio Camino 2016 (Ensanut MC, 2016) la prevalencia de
hipertension arterial en adultos fue de 25.5 % (25.1% en mujeres y 24.9% en
hombres), de los cuales 40% desconocian padecerla (Campos-Nonato et al., 2018).
Su desarrollo en las personas tiene diversas causas: factores genéticos, mala
alimentacion, edad avanzada, vida sedentaria, tabaquismo y otras enfermedades

cronicas, como la obesidad y diabetes (Campos-Nonato et al., 2018).

Esta afeccion, se clasifica en funcion de si se conoce 0 no su génesis. La
hipertension esencial/primaria es aquella donde la causa es desconocida y no tiene
causas secundarias definidas, aunque se han asociado algunos factores genéticos
el sistema simpatoadrenal, el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) y el
manejo de sodio por el rifion (Grassi et al., 2008; Laflamme et al., 1997; Singh et al.,
2010).

Por otro lado, la hipertension secundaria si tiene causas reconocibles (como
enfermedad renovascular, insuficiencia renal, feocromocitoma, aldosteronismo,
etcétera) La hipertensién esencial representa el 95% de todos los casos activos
(Carretero y Opairil, 2000).

En este trabajo nos interes6 estudiar la participacion del sistema
simpatoadrenal en el desarrollo temprano de la hipertension. Existen varios reportes
en humanos y en el modelo animal de estudio de hipertension esencial —rata
espontaneamente hipertensa, SHR -, (de Champlain et al., 1976; Goldstein, 1983;
Pak, 1981), donde se ha demostrado una hiperactividad del sistema
simpatoadrenal, incluso en etapas prehipertensivas (Li et al., 2012). Este hallazgo
sugiere que la hiperactividad del SNA podria ser un marcador temprano de esta

afeccion.

Por lo cual, esta investigacion se enfoca en el estudio de la contribucion del

sistema simpatoadrenal en etapas prehipertensas, especificamente de la médula
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de la glandula suprarrenal; donde se encuentran las células cromafines, encargadas
de la liberacién de noradrenalina y adrenalina a la circulaciéon. Los resultados
mostrados en este trabajo son relevantes para mejorar la comprension de los
mecanismos que se encargan de establecer la hipertension esencial, lo cual podria
ayudar a identificar blancos moleculares para el desarrollo de mejores estrategias

farmacologicas.

4. El modelo de la rata espontaneamente hipertensa (SHR)

El modelo de la rata espontaneamente hipertensa —por sus siglas en inglés
SHR (Spontaneous Hypertensive Rat)—, fue desarrollada en 1963 en la
Universidad de Kyoto, Japon, por Okamoto & Aoki, quienes encontraron una rata
Wistar macho con presién arterial sistélica de 145-175 mm Hg. Esta fue cruzada
con una rata Wistar hembra —con una presion arterial sistélica de 130-140 mm Hg
— y al obtener crias de este cruzamiento —después de reproducciones
endogamicas entre las crias— se obtuvieron ratas con una presion arterial sistélica

uniformemente elevada (>180 mm Hg) (Andn, 1976; Okamoto y Aoki, 1963).

El 100% de las ratas SHR presentan presion alta a las 15 semanas de edad,
ademas tienen caracteristicas similares a las que ocurren en el humano con
hipertension esencial (componente genético). El mecanismo del desarrollo de la
enfermedad no es conocido y el curso temporal de la enfermedad es similar al que
ocurre en el humano, pero con un tiempo reducido a 2 afios. Ademas, las ratas SHR
desarrollan complicaciones cardiovasculares —hipertrofia ventricular, insuficiencia
cardiaca, derrame hemorragico cerebral, nefroesclerosis, necrosis fibrinoide en
arterias pequefas y arteriolas —. El consumo de sal acelera el desarrollo de
hipertension; y por otro lado, la administracion de medicamentos antihipertensivos
reduce la presion arterial y la aparicion de complicaciones en las SHR (Anon, 1976;
Dornas y Silva, 2011; Louis y Howes, 1990). Como cepa control, de estas ratas, se
suele usar la Wistar Kyoto (WKY), endogamica de las ratas Wistar, de la cual se
derivo la cepa de SHR (Anon, 1976).
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5. La glandula suprarrenal

Las glandulas suprarrenales se encuentran localizadas encima de cada uno
de los rifiones, cada una de ellas formada por dos partes: la corteza y la médula
adrenal. La corteza se encarga de secretar hormonas esteroideas y esta formada
por tres capas que producen diferentes hormonas esteroideas —a partir del
precursor colesterol —, dependiendo de la enzima especifica encontrada en cada
zona. La zona glomerular (capa mas externa) secreta mineralocorticoides como
aldosterona; la zona fascicular (capa media) produce glucocorticoides como cortisol
y corticosterona; y la zona reticular (capa mas interna) secreta andrégenos como
deshidroepiandrosterona (DHEA) (Dutt, Wehrle, y Jialal, 2022;Guyton y Hall, 2010).

Por otro lado, en la médula de la glandula suprarrenal, se encuentran las
células cromafines encargadas de secretar catecolaminas, tales como la
noradrenalina y adrenalina —al torrente sanguineo— las cuales actuan como

hormonas y neurotransmisores (Paravati, Rosani, y Warrington, 2022).

5.1. Las células cromafines adrenales

En la médula de la glandula suprarrenal se encuentran las células cromafines
—del griego chroma (color) y del latin affinis (afin)}—, nombre que proviene de su
afinidad para tefirse con sales de cromo (Coupland et al. 1964); (CCs) son de forma
irregular y se organizan en grupos pequefos rodeados por vasos sanguineos, fibras
nerviosas Yy tejido conectivo (Huber, Kalcheim, y Unsicker, 2009; Perlman y Chalfie,
1977).

Las CCs provienen de la cresta neural —de donde también proceden las
neuronas del sistema nervioso autbnomo — y pueden considerase neuronas
simpaticas postganglionares modificadas, que no inervan directamente un 6rgano
blanco, sino que liberan catecolaminas (CA) al torrente sanguineo al ser
estimuladas por el SNS (Diaz-Flores et al., 2007; Wilson, 1992). Las CCs se

clasifican dependiendo de la CA que sintetizan —almacenan y secretan—: las
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células adrenérgicas, las cuales equivalen a alrededor del 80-85% y el resto son
noradrenérgicas (Coupland et al., 1964; Eranko 1955). La diferencia bioquimica es
la presencia de la enzima feniletolamina N metil transferasa —PNMT, por sus siglas
en inglés— en las células adrenérgicas, la cual convierte la noradrenalina en
adrenalina mediante la transferencia de un grupo metilo (a partir de la S-adenosil
metionina) al grupo amino terminal de la noradrenalina (Coupland et al., 1964;
Perlman y Chalfie, 1977).

Las CA de las células cromafines se encuentran almacenadas en granulos
—también llamadas vesiculas grandes de nucleo denso—, que se ven en el
citoplasma con un microscopio electronico, después de ser fijadas con
glutaraldehido/tetroxido de osmio (Douglas, 1968). Los granulos estan
caracterizados por tener un nucleo electrodenso y, dependiendo de la CA que
contengan, presentan un nucleo de mayor o menor densidad, ademas de ser de
diferente tamario. Los granulos de adrenalina tienen un diametro de 50 a 350 nm
con un nucleo de moderada densidad, mientras que los granulos que contienen
noradrenalina son mas grandes: de 185 a 495 nm de diametro y presentan nucleos

con mayor densidad (Diaz-Flores et al., 2007).

6. Generalidades de las catecolaminas

6.1. Sintesis de catecolaminas

Las CA son sintetizadas a partir del aminoacido L-tirosina, el cual proviene
de la dieta y de la hidroxilacion del aminoacido fenilalanina en el higado. En el
citoplasma de las CCs, la L-tirosina es convertida por la enzima tirosina hidroxilasa
(TH) en L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y es convertida en Dopamina (DA) por la
enzima descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos (AAAD), cuya actividad es
dependiente del cofactor piridoxal fosfato. Una vez que la DA se sintetiza, es
captada por los granulos de secrecion, donde es convertida en noradrenalina (NA)
por la enzima dopamina- B-hidroxilasa (DBH). A su vez, la NA es, transformada en
adrenalina (ADR) por la enzima Feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT, por

sus siglas en inglés: phenylethanolamine N-methyltransferase) (Figura 2), la cual
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se encuentra principalmente en el citoplasma de las CCs que producen adrenalina
(Kvetnansky et al., 2009).
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Figura 2. Ruta de la sintesis de catecolaminas. Tomada de Sanchez-Camacho, 2018.

6.2. Secrecion de catecolaminas

Los experimentos realizados por Douglas y Rubin en 1961 —en glandulas
adrenales de gato—, reportan que el neurotransmisor acetilcolina (ACh) es el
principal estimulo para la secrecion de CA por las CCs, Al realizar experimentos
donde las glandulas eran perfundidas —en un medio sin calcio (Ca?*), y para
después ser estimuladas con ACh —, dieron como resultado que las CCs no
liberaran CA. Ademas, encontraron que al cambiar la concentracion de Ca?* en la

solucion de perfusion, se observaba cambios grandes en la cantidad de CA
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secretadas, con lo cual concluyeron que el proceso de liberacion de CA es
dependiente de Ca?* extracelular (Douglas y Rubin, 1961b, 1961a). A la secrecion
de neurotransmisores y hormonas, —dependiente de Ca?*— se le denominé
“acoplamiento estimulo-secrecion“ (Douglas, 1968), donde el Ca?* es el agente

intermediario entre los dos procesos.

El proceso de secrecion de CA —por las CCs — comienza con la liberacién
de acetilcolina (ACh) por las terminales simpaticas preganglionares provenientes
del nervio esplacnico. La ACh actua sobre receptores nicotinicos y/o muscarinicos
que se encuentran en la membrana de las CCs. Esta secrecion se debe,
mayoritariamente, a la accién de los receptores nicotinicos formados por varias
subunidades que conforman un canal i6nico, que se abre cuando la ACh se une a
una de las subunidades; estos permiten la entrada de sodio (Na*) a la célula y en
menor medida Ca?*, produciendo asi la despolarizacion de la membrana, la cual, en
reposo, se encuentra entre -50 y -60 mV y puede alcanzar valores de +30 mV
durante un potencial de accion (Calvo-Gallardo et al., 2016; Wallace, Chen, y
Marley, 2002).

El potencial de accion generado activa los canales de Ca?* dependientes de
voltaje (CCDV). Consecuentemente fluye Ca?* hacia interior de la célula,
aumentando asi la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]). A su vez, el
incremento dispara el proceso de exocitosis de CA mediante la fusién granulos de
secrecion (Kvetnansky et al., 2009; Nassar-Gentina et al., 1988). La siguiente fase
del potencial de accion es la repolarizacion de la membrana mediante la inactivacion
de los canales de Na* y la activacion de canales de K* dependientes de voltaje.
Durante esta fase, el Ca?* continta fluyendo a través de los CCDV, activando la
corriente tipo BK, de canales de K* dependientes de Ca?*. La hiperpolarizacién que
ocurre al final resulta de la activacion de corrientes de K* sensibles a Ca?* (BK y SK)
(Scherubl y Hescheler, 1995).
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6.3. Exocitosis

El proceso mediante el cual las vesiculas liberan su contenido hacia el
exterior se denomina exocitosis y se han descrito dos variantes: constitutiva y
regulada (Kelly, 1985). La exocitosis constitutiva —que ocurre de manera continua
en todas las células — principalmente esta enfocada en la liberacion de moléculas
que formaran parte de la membrana celular o matriz extracelular (Padawer, 1998).
Por otro lado, la exocitosis regulada se desencadena milisegundos después de la
despolarizacion de la membrana y se produce en las células excitables, como son
neuronas y células endocrinas; no es constante y se encuentra restringida en tiempo
y espacio. Para poder llevarse a cabo es necesaria una maquinaria especializada
que permita que tras un estimulo, las vesiculas se fusionen con la membrana de
manera rapida y dependiente de Ca?*, en sitios de secrecién designados (Liang,
Wei, y Chen, 2017).

En las CCs el contenido de los granulos de secrecion es liberado por medio
de exocitosis dependiente de Ca?*. Antes de que una vesicula se fusione con la
membrana, debe de pasar por un proceso de maduracion, comenzando por la
biogénesis, siguiendo por la translocacion —donde las vesiculas son enviadas hacia
la membrana plasmatica—, después de ser reconocidas como vesiculas de
secrecion. Pero antes de que una vesicula pueda fusionarse con la membrana es

necesario pasar por el anclado o “docking” en la membrana plasmatica.

Este proceso depende de varias proteinas en la membrana plasmatica —
sintaxina y SNAP-25—, pertenecientes al grupo SNARE (del inglés, Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptor), las cuales son
componente clave para formar el complejo proteico necesario para llevar a cabo y
regular la fusién de la membrana vesicular con la membrana plasmatica. Se ha
reportado que la eliminacion de la sintaxina o la SNAP-25, suprime el proceso de
anclado (Schaub etal., 2006; Wit etal.,, 2006; de Wit etal, 2009). La
Sinaptotagmina-1 —proteina transmembranal que se encuentra en las vesiculas y

la cual es sensible a Ca?*—, se asocia con SNAP-25 para realizar el anclado; a su
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vez, la proteina Munc18-1, se une a sintaxina, para estabilizar el complejo formado
con SNAP-25 (Lee et al., 2020) Figura 3.

Después de su anclaje, las vesiculas experimentan un proceso de
preparacion o “priming*, el cual depende de ATP y Ca?* (Misonou, Ohara-Imaizumi,
y Kumakura, 1997) y entre las proteinas involucradas se encuentran sensores a
Ca?* como son: Sinaptotagmina-1, isoformas de Munc13 (Munc13-1 y ubMunc13-
2)y CAPS-1y -2 (Borisovska et al., 2005), las cuales cuentan con un dominio C2
que puede unirse a Ca?*, dandoles la capacidad a las vesiculas de entrar en el

proceso de fusion frente a una sefial de Ca?* (Figura 3).

Munc13 se une a la sintaxina —favoreciendo su composicion abierta —, a la
SNAP-25 y la proteina de membrana vesicular sinaptobrevina (VAMP), ambas
partes del complejo SNARE, necesario para que la fusion se produzca (de Wit et al,.
2009). Una vez que las vesiculas han pasado por el proceso de maduracion, estan
listas para ser fusionadas, aunque depende de varias proteinas ancladas a la

membrana, como el ya mencionado complejo SNARE.

La manera en la que se previene la fusion de la vesicula con la membrana —
durante condiciones en reposo—, es a través de la complexina-2, proteina que se
une a la Sinaptotagmina-1 inhibiendo la fusion de la vesicula. Pero en el momento
en que el Ca?" se une a la Sinaptotagmina-1, la complexina-2 es inactivada,

permitiendo la fusién de la misma (Dhara et al. 2014; Krishnakumar et al., 2011).

La maquinaria de fusién se encarga de reconocer las membranas que se
van a fusionar y superar las fuerzas electrostaticas de repulsidén existentes entre
ellas; culminando el proceso con la formacién del poro de fusion y la liberacion de
las CA —en el caso de las CCs— al medio extracelular y luego al torrente sanguineo
(Camacho Pérez et al., 2003).

El proceso de maduracion de las vesiculas es lento y para responder de
manera rapida al estimulo, es necesario contar con vesiculas que ya han pasado el

proceso de maduracion. Se han descrito diferentes grupos o pozas de vesiculas
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que se encuentran en distintas etapas de maduracién: cuando se encuentran a mas
de 200 nm de la membrana plasmatica y si pueden desplazarse hacia la membrana,
en caso de ser necesario, se les denomina vesiculas de reserva —por sus siglas en
inglés RVP, Reserve Vesicle Pool— (Garcia et al., 2006; Plattner et al., 1997;
Stevens et al., 2011).

También podemos diferenciar la poza de vesiculas ancladas —pero no listas
para ser liberadas—por sus siglas en inglés UPP (Unprimed Pool), debido a que

deben de pasar por el proceso de preparacion o “priming “, antes de ser liberadas.

Una tercera variante es la de liberacion lenta —por sus siglas en inglés SRP
(Slowly Releasable Pool)—, estas vesiculas ya han transcurrido el proceso de
anclaje y preparacion, pero no por su segunda (priming 2), donde las proteinas
CAPS estabilizan la forma abierta de la sintaxina, produciendo el ensamblaje con
sinaptobrevina y SNAP-25 (Liu et al., 2008; Pechstein et al., 2015).

La poza de vesiculas listas que ya pasaron los dos procesos de “priming”, se
denominan RRP (Readily Releasable Pool) y se encuentran en espera de la sefial
de Ca?* para entrar en el proceso de fusion. Estas pueden ser liberadas en
milisegundos y a partir de ellas se puede diferenciar otra poza: esta poblacién de
vesiculas —ademas de haber pasado por el proceso de maduracion — se encuentra
mas cerca de los CCDV, lo cual facilita su entrada inmediata en fusion —por sus
siglas en inglés IRP (Immediately Releasable Pool)— (Sorensen, 2004; Voets et
al.,1999).
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Figura 3. Subpoblaciones de vesiculas y el proceso de fusion con la membrana plasmatica
y exocitosis. RVP (reserve vesicle pool), UPP (unprimed pool), SRP (slowly releasable pool)

y RRP (readily releasable pool). Modificado de Marengo y Cardenas, 2018.

6.4. Senales de calcio en células cromafines

Como se menciond anteriormente, la concentracién de Ca?* intracelular
[Ca?*] regula la movilizacion de vesiculas y el proceso de exocitosis de CA en las
CCs. Debido a la importancia del Ca?* como mensajero intracelular, es necesario
que sus niveles se encuentren estrictamente regulados (Liang etal., 2017). En
condiciones de reposo la concentracion de Ca?* extracelular es de alrededor de 2
mM, mientras que el Ca?* intracelular es aproximadamente 100 nM. La baja
concentracion de Ca?* intracelular es determinada por los componentes que se
encargan de remover el Ca®* del citoplasma, como son amortiguadores, bombas e
intercambiadores, en tanto que la elevacion de Ca?* se debe a la entrada de Ca?*
del medio extracelular a través de los CCDV, el Ca?* liberado de los reservorios

intracelulares como el ER y las mitocondrias (Berridge, Bootman, y Roderick, 2003).
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La generacion de potenciales de accion permite la entrada de Ca?* por medio
de los CCDV, y este es uno de los principales factores encargados de promover la
fusidn de las vesiculas y la liberacién de CA (Augustine y Neher, 1992; Mahapatra
et al., 2012). Existen distintos tipos de CCDV y se clasifican dependiendo de su
voltaje de activacion: canales de alto voltaje de activacién (High Voltaje-Activated;
HVA) y de bajo voltaje de activacion (Low Voltaje-Activated; LVA). Los canales HVA

se subdividen en 4 subtipos de canales distintos: tipo L, N, P/Qy R.

Por otro lado los canales LVA, cuentan sélo con un subtipo, el canal de tipo
T (Cuchillo-Ibanez et al., 2002; Garcia et al., 2006). En las CCs de rata, los canales
tipo L contribuyen con un 50% de la corriente total de Ca?*, los de tipo N aportan el

30% mientras que los canales P/Q sélo un 20% (Gandia et al., 1995).

Ademas de los CCDV, las CCs cuentan con otros mecanismos capaces de
incrementar el calcio intracelular, entre lo que estan los reservorios intracelulares —
como el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias—. En el caso del RE la
liberacion de Ca?* se produce a través de dos canales-receptores, el receptor a
rianodina (RyR) (Xu y Forsberg, 1993) y el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato o IP3
(IPsR) (Miyazaki, 1993); en tanto que la captacion de Ca?* por el RE ocurre por
medio de la bomba de Ca?*-ATPasa en el RE (SERCA) (Carafoli, 1987). El receptor
a IP3, se activa con la union del ligando IP3, un segundo mensajero intracelular que
se produce, junto con el diacilglicerol, por hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2), un fosfolipido de membrana, por la fosfolipasa C, acoplada a una
proteina Gq que se activa por la unién de un agonista a alguno de los receptores
metabotropicos de membrana. La union del IP3 a su receptor incrementa la
sensibilidad de IPsR a Ca? y actia de dos maneras: en presencia de
concentraciones bajas de Ca?* es activado produciendo la liberacién de Ca?* del
RE, pero es inhibido en la presencia de Ca?* alto (Garcia et al., 2012; Miyazaki,
1993).

La manera en que los RyRs liberan Ca?* es mediante el fendomeno conocido
como “Liberacion de Ca?* Inducida por Ca?*” — o CICR por sus siglas en inglés:

Calcium Induced Calcium Release)— (Alonso et al., 1999). Los RyR se activan a
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concentraciones menores de Ca?* intracelular que los IP3R, por lo cual es posible
activarlos con el Ca?*, que entra a través de los CCDV. Al ser activados liberan Ca?*
al citoplasma, lo que ayuda a amplificar la sefial de Ca?* y que se propague por el
citosol (Berridge et al., 2003; Cuchillo-Ibafiez et al., 2002; Garcia et al., 2012). El
nombre de RyR proviene de la rianodina, un diterpenoide venenoso aislado de la
planta Ryania speciosa que actua como agonista parcial de los RyRs en el rango
nanomolar, mientras que en el rango micromolar actua como antagonista (J. |. Sutko
et al., 1997).

La mitocondria cuenta con dos mecanismos encargados de la liberacion de
Ca?* hacia el citosol: el intercambiador Na*/Ca?* (NCX)—, el cual sustituye tres
iones de Na?* por cada ion de Ca?', y el intercambiador H+/Ca%* (HCX), que
introduce dos H* por cada Ca?* que libera (Berridge et al., 2003). Ademas existe el
uniportador mitocondrial que transporta Ca?* del citosol a la matriz mitocondrial
(Berridge, 2002; Caride et al., 2001).

Otros mecanismos capaces de capturar Ca?* para poder mantener la
homeostasis de Ca?*, son las bombas Ca?*-ATPasa del RE y la Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA: Plasma Membrane Ca?*ATPase), las cual mueven
Ca?* del citosol al RE o al espacio extracelular, respectivamente y el intercambiador
Na*/Ca?* (NCX) de la membrana plasmatica que puede bombear Ca?* hacia el

exterior o el interior de la célula, dependiendo del voltaje transmembranal.
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Figura 4. Vias de entrada y manejo de Ca?' intracelular. CCDV (Canales de Ca*
dependientes de Voltaje), RE (reticulo endoplasmico), RyR (receptor de rianodina).
Modificado de Garcia et al., 2006.

. MARCO TEORICO

Aunque se desconoce el mecanismo exacto que desencadena el desarrollo
de la hipertensidén esencial, se conocen algunos factores involucrados como los
genéticos, el sistema simpatoadrenal, el sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS) y el manejo de sodio por el rifion (Laflamme et al., 1997; Singh et al., 2010).
En este sentido, se han implicado alteraciones del sistema simpatoadrenal en el
desarrollo de hipertensiéon esencial tanto en humanos como en el modelo de la rata

espontaneamente hipertensa.
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En pacientes con hipertension se ha reportado un incremento en los niveles
de catecolaminas séricas (valores de 0.37 ng/ml) en comparacién con los pacientes
normotensos (el valor promedio fue de 0.218 ng/ml) (de Champlain et al., 1976). En
pacientes con hipertensién esencial también se ha reportado una elevaciéon en la
actividad nerviosa simpatica —la cual se midié por medio de microneurografia—, al
ser comparadas con sujetos normotensos (Grassi et al. 1998). Resultados similares
fueron registrados en pacientes jovenes cuyos padres tienen historial de
hipertension, reportando valores elevados de catecolaminas y un incremento de la

frecuencia cardiaca basal (Julius et al., 1991).

En el modelo de estudio de hipertensién arterial con la rata espontaneamente
hipertensa, se han descrito resultados similares: los valores de adrenalina y
noradrenalina séricos son mayores en las ratas SHR comparadas con las ratas
Wistar Kyoto (WKY), su control normotenso (Goldstein, 1983; Grassi et al., 1998;
Pak, 1981).

Los valores plasmaticos de noradrenalina en SHR fueron de 356 + 67 pg/ml
y de 297 + 61 pg/ml en las ratas WKY;; por otro lado, los valores de adrenalina fueron
de 1079 + 117 pg/ml en las ratas SHR y de 695 + 107 pg/ml en el control normotenso
la rata WKY (Vlachakis et al., 1980). Ademas de los niveles incrementados de
catecolaminas, también se ha reportado un aumento en la actividad nerviosa
simpatica en las ratas SHR (Flaa et al., 2006; Lundin y Hallback-Nordlander, 1980;
Mancia et al., 1999).

En un trabajo realizado en ratas SHR, se demostr6 que al realizar una
simpatectomia quimica, un tratamiento de antisuero contra el factor de crecimiento
neural, (en inglés: Nerve Growth Factor) y guanetidina —durante las primeras 4
semanas de edad)—, se logro prevenir o atenuar el desarrollo de hipertension en
las ratas SHR, presentando entre las 28 a las 30 semanas un valor promedio de
presion sistdlica de 139 + 2 mm Hg; mientras que en las ratas SHR —que no fueron
tratadas en la misma edad— el valor promedio fue de 195 £ 8 mm Hg. Ademas, no

se afectaron los valores de presioén sistélica en el grupo control (las ratas WKY en

24



la misma edad), que fueron de 112 £+ 5 mm Hg, mientras que valores similares se
reportaron en ratas WKY sin tratamiento 115 + 4 mm Hg. Sin embargo, los valores
de presion arterial siguen siendo algo mas elevados en las ratas SHR tratadas que
en el grupo normotenso. Sumado a esto, la hipertrofia cardiaca que se desarrolla
durante la hipertensién se siguio presentando en las ratas SHR tratadas. Esto podria
deberse a que otros sistemas se encuentran también alterados y participan en el

desarrollo de la hipertension (Lee et al., 1987).

Trabajos posteriores demostraron que la simpatectomia quimica, combinada
con la desmedulacién (eliminacion de la medula adrenal) bilateral, a las 4 semanas
de edad, reducia los niveles de la presion arterial sistolica en las ratas SHR (120 +
6 mm Hg) a valores muy similares a los reportados en las ratas normotensas WKY
(108 £ 1 mm Hg), y no se observd hipertrofia cardiaca en las ratas SHR tratadas.
Estos resultados sugieren fuertemente la participacion tanto del sistema nervioso
simpatico como de la glandula suprarrenal en el desarrollo de la hipertension arterial
(Lee et al., 1991).

Varios estudios han sido realizados para poder medir diferencias en la
liberacion de CA por las CCs, en la glandula suprarrenal de las ratas SHR
comparadas con la rata WKY, utilizando ACh o K* para estimular la despolarizacion
de las CCs y con esto, la liberacion de CA. Lim et al. (2002) , observaron que, con
ambos estimulos, las granulas suprarrenales aisladas de ratas SHR (ACh: 533 + 33
ng, K+: 278 + 22 nQg) liberan mas catecolaminas que las ratas control WKY (ACh:
320 £ 21 ng, alto K+: 198 = 16 ng); estos resultados se obtuvieron utilizando la

técnica de flurometria.

Por otro lado, la técnica de amperometria permite medir la cantidad de CA
secretadas por granulo de secrecidon y cuenta con una resolucién temporal para
medir parametros cinéticos que indiquen posibles diferencias en la dinamica de
secrecion de los granulos (Albillos et al. 1997). De esta manera, mediante el uso de
esta técnica, Miranda-Ferreira et al. (2008) demostraron que, tras ser estimuladas

por 2 seg con ACh 1 mM o 70 mM K*, las CCs de ratas SHR de 16 semanas tenian
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un incremento significativo en la cantidad de CA secretadas en comparacion con las
ratas Sprague-Dawley de la misma edad (como control). Mas recientemente, en
nuestro laboratorio, Segura-Chama et al. (2015) observaron que las ratas SHR de
7-12 semanas de edad (en la etapa inicial de la hipertensién) liberan una mayor
cantidad de CA al ser comparadas con ratas WKY de la misma edad como control

normotenso.

Existen varios reportes donde se han investigado diferentes mecanismos que
podrian estar involucrados en el incremento de liberacion de CA en las ratas SHR.
Como se describié anteriormente, las sefiales de Ca?* son una parte fundamental
para el proceso de exocitosis; uno de los elementos mas importantes es la entrada
de Ca?* a través de los CCDV. Segura-Chama etal. (2010), estudiaron las
corrientes de Ca?* por medio de electrofisiologia en CCs en rebanadas de glandula
suprarrenal en ratas SHR y WKY de 7-12 semanas, y no observaron diferencias en
las corrientes de Ca?* registradas en ambas cepas. Esto implica que una mayor
entrada de Ca?* a través de los CCDV no parece estar involucrada en la secrecion

aumentada de CA en las ratas SHR.

Otros mecanismos que también podrian estar involucrados en la entrada y
regulacién de Ca?* intracelular son las pozas intracelulares (RE y mitocondria),
capaces de almacenar y liberar Ca?*. Al respecto, Segura-Chama et al. (2015),
observaron que después de incubar CCs de ratas SHR y WKY de 7-12 semanas en
cultivo celular con 10 uM de rianodina, por 10 minutos —la cual funciona como
antagonista de los receptores de rianodina (RyR) en el RE — y siendo estimuladas
con K* 60 mM, la cantidad de CA liberadas por ambas cepas, fue muy similar. En
las CCs de las ratas WKY no se observé reduccion en la cantidad de CA liberadas
antes o después de la incubacion con Ry, mientras que en las CCs de las ratas
SHR, la cantidad de CA se redujo a valores similares a los detectados en las CCs
de WKY. Estos resultados sugieren con claridad, que los RyR participan en el

incremento de secrecién de CA que acompania a la hipertension.

Otro posible factor involucrado en el aumento de liberacion de CA es el

numero de granulos de secrecion y la cantidad de CA por granulo. En este sentido,
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Musial et al. (2017), encontraron que no existe diferencia en el tamafo de los
granulos entre CCs de ratas SHR hipertensas de 16 semanas, comparadas con
CCs de WKY de la misma edad. Sin embargo, la densidad de granulos en las CCs
de ratas SHR (21.5 + 2.3) resulto ser el doble que en las CCs de ratas WKY (10.7+
0.6).

Por otro lado, Li etal. (2012) midieron las sefiales de Ca?* intracelular en
neuronas simpaticas del ganglio cervical superior de ratas SHR prehipertensas (4-
7 dias de edad) y en ratas jévenes (4-6 semanas), detectando que, al ser
despolarizadas con K*, se producia un aumento significativamente mayor de [Ca?*];
en las neuronas simpaticas de ratas SHR, al ser comparadas con ratas WKY de la

misma edad.

Lo anterior sugiere que la homeostasis del Ca?* en las neuronas de las ratas
SHR se encuentra alterada desde etapas tempranas, pudiendo ser uno de los
factores involucrados en el desarrollo de hipertension esencial. En neuronas
simpaticas del ganglio estelar —de donde derivan fibras posganglionares
simpaticas que inervan el corazon—, en ratas SHR prehipertensas (4-5 semanas)
se encontraron sefales elevadas de Ca?* intracelular y menor actividad del
transportador de noradrenalina —en inglés, Noradrenaline Transporter NET—,
encargado de remover la NA después de la liberacién en la hendidura sinaptica.
Estos resultados podrian estar asociados con alteraciones que contribuyen al
desarrollo de hipertension esencial y complicaciones cardiovasculares asociadas a
la misma en ratas SHR (Shanks et al., 2013; Shanks et al., 2017).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo estudiamos las posibles
alteraciones en la liberacion de CA y sefiales de Ca?* en las CCs de ratas SHR
prehipertensas (4-5 semanas) y su control WKY de la misma edad, asi como
posibles alteraciones en el numero de granulos en las CCs de ratas SHR
prehipertensas, con la finalidad de analizar la contribucion de las CCs en el

desarrollo temprano de la hipertension esencial.
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ll. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La hipertensién esencial es una de las principales enfermedades
cardiovasculares a escala mundial cuya causa sigue sin conocerse, aunque se han
identificado diferentes factores involucrados en su desarrollo. Se han asociado
alteraciones en la liberacion de CA por el SNA y las CC de la glandula suprarrenal

con desarrollo de la hipertension esencial.

En etapas iniciales de la hipertensién se ha demostrado un incremento en la
liberacion de CA por las CCs de ratas SHR (Segura-Chama et al., 2015); mientras
que en neuronas simpaticas, las alteraciones en las sefiales de Ca?* intracelular se
reportan —en esta misma cepa— desde edades neonatales o prehipertensivas (Li
et al., 2012; Shanks et al., 2013).

Por consiguiente, en este trabajo nos enfocamos en estudiar la etapa
prehipertensiva de las ratas SHR, en la que los valores de presion arterial son
normales, con la finalidad de detectar posibles alteraciones tanto en la liberacion de
CA como en las sefiales de Ca®* que podrian ayudar a comprender uno de los

mecanismos involucrados en el desarrollo temprano de la hipertension esencial.

IV. HIPOTESIS

Si en la etapa inicial de la hipertension —en ratas SHR—, se produce un
aumento de la secrecion catecolaminas por una mayor liberacién de Ca?* del
reticulo endoplasmico —en las CCs—, es posible que lo mismo ocurra en la etapa
previa; promoviendo un aumento en la secrecion de catecolaminas previa al

desarrollo de la hipertension.
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V. OBJETIVO

Caracterizar la secrecion de catecolaminas y las sefiales de Ca?* intracelular
en CCs de ratas SHR prehipertensas (SHRpre) en comparacién con las CCs de las

ratas WKY de la misma edad.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar si en las CCs de ratas SHRpre hay una mayor liberacion basal
de CA comparada con CCs de ratas WKY de la misma edad.

e Investigar si en las CCs de ratas SHRpre hay una mayor liberacién
estimulada de CA al ser despolarizadas con una soluciéon de alto K,
comparada con CCs de ratas WKY de la misma edad.

e Analizar si en las CCs de ratas SHRpre hay una mayor liberacion de CA al
estimular la liberaciéon de Ca?* de pozas intracelulares con cafeina, en
comparaciéon con CCs de ratas WKY de la misma edad.

e Estudiar la participacion de los RyR vy la liberacion de Ca?* de las pozas
intracelulares en la secrecién de CA en CCs de ratas SHRpre comparadas
con CCs de ratas WKY de la misma edad.

e Comparar la densidad y tamaro de los granulos de secrecion entre CCs de
ratas SHRpre y WKY de la misma edad.

e Comparar las sefiales de Ca?* intracelular inducidas por despolarizacion o
liberacién de Ca?* de pozas intracelulares entre CCs de ratas SHRpre y WKY

de la misma edad.
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VIl. METODOLOGIA

1. Animales

Los experimentos en animales fueron realizados con apego a la Norma para
la Produccién, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA NOM-
062-Z00-1999) y aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular (CICUAL-IFC: protocolo
#AHC24-141). Las ratas fueron obtenidas de la Unidad Académica Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular; y las colonias de SHR y WKY fueron establecidas
gracias a la Dra. Claudia V. Rivera Cerecedo, Jefa de la Unidad Académica Bioterio,
a partir de un grupo reproductor de cada cepa adquiridos de Charles River
Laboratories; 18 ratas SHR prehipertensas (SHRpre: 4-5 semanas de edad), 15
WKY de la misma edad fueron utilizadas durante este estudio, asi como 15 ratas
SHR hipertensas (SHRhip: 12 semanas de edad) y 12 WKY de la misma edad. Los
animales fueron mantenidos a temperatura controladas de 22 °C y un ciclo de 12

horas de luz-oscuridad, recibiendo agua y alimento ad libitum.

2. Monitoreo de la presién arterial

El monitoreo de la presion arterial se realizé en ratas macho WKY y SHR —
en diferentes edades (4-5 semanas y 12 semanas)— mediante una técnica indirecta
no invasiva, utilizando un pletismégrafo (Modelo LE 5002, Panlab Harvard
Apparatus), disefiado para medir la presion arterial en la cola de roedores. Todas
las mediciones fueron realizadas en un cuarto a 20 °C y en silencio, para reducir el

estrés de los animales y que la medicidén de la presion arterial no fuera afectada.

Para llevar a cabo la medicion de la presién arterial es necesario que exista
vasodilatacién, para lo cual las ratas fueron colocadas en un colchon térmico con
temperatura controlada a 30 °C por alrededor de 30 minutos. Después de la
vasodilatacidon fueron pesadas en una bascula y colocadas posteriormente en un

cepo para mantenerlas inméviles y asi evitar errores en las mediciones.
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Posteriormente, el cepo se posiciond dentro de una camara térmica y se dejo la cola
de la rata expuesta al exterior del cepo, para colocar el sensor conectado al
pletismografo. Después de confirmar que la sefal obtenida por el sensor es estable,

se procedié a medir tres veces la presion arterial y los latidos por minuto.

La evaluacion de la presion arterial de las ratas fue realizada 3 dias antes de
ser usadas para experimentos, de dichas mediciones se calcul6 el promedio (Tabla
1). Se consideraron como hipertensas aquellas con valores de presion sistélica 2
140 mm Hg.

3. Cultivo de células cromafines

Para realizar los cultivos primarios de células cromafines se utilizaron ratas
SHR prehipertensas de 4-5 semanas de edad y WKY de la misma edad, asi como
SHR hipertensas de 12 semanas de edad y WKY de la misma edad. Los cultivos de
células cromafines se realizaron como ha sido reportado (Segura-Chama et al.
,2015). En el ultimo dia en el que se les midid la presién arterial, las ratas fueron
anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal de ketamina (75 mg/kg) y xilacina (5

mg/kg) y sacrificadas mediante decapitacion.

Las glandulas adrenales fueron retiradas y colocadas en una solucion salina
Krebs-Ringer (K-R) con la siguiente composicion (mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 2 CaCla,
1 MgCl2, 26 NaHCOs3, 1.25 NaH2POs4, y 10 glucosa saturada con 95 % O2y 5 %
COg2, para mantener el pH=7.4. Enseguida se limpio el exceso de grasa de las
glandulas, asi como la capsula y la corteza —bajo un microscopio estereoscépico,
para después colocar el tejido restante; en este caso la médula de la glandula
suprarrenal, en un tubo con 10 ml de medio HBSS (Hanks Balanced Salt Solution:
Life Technologies Invitrogen) a un pH=7.4 suplementado con 7.5% de Albumina
Serica Bovina (Life Technologies Invitrogen) y 1% de antibidtico Penicilina-
Estreptomicina (GIBCO), para la digestion enzimatica se le adiciono 2 mg/ml de
enzima Colagenasa tipo 1 (Worthington Biochem Corp) y 2 mg/ml de DNasa tipo 1
(Sigma-Aldrich). Se dejé incubando el tejido por 20 min a 37 °C, con agitacion

continua.
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Después de la digestion enzimatica, el tejido se centrifugé a 1000 rpm por 10
min, se retird el sobrenadante y el tejido fue lavado con medio HBSS dos veces.
Después de los lavados se agregaron 2 ml de medio HBSS vy el tejido fue disociado
mecanicamente con una pipeta Pasteur pulida y siliconizada, para después ser
centrifugado por 5 min a 1000 rpm. Se retir6 el sobrenadante y las células se re-
suspendieron en 0.5 ml de medio HBSS. Las células cromafines fueron sembradas
colocando 50 uL de medio en cubreobjetos redondos de 35 mm de diametro,
esterilizados y previamente tratados con poli-L-lisina (100 ug/ml). La suspension de
células cromafines se dej6 sedimentar por 30 minutos, para después afadir 1 ml de
medio DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, GIBCO) previamente
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (GIBCO), 1% antibidtico Penicilina-
Estreptomicina (GIBCO) y 80 nM de insulina. La placa con el cultivo de células
cromafines se coloco en una incubadora con una atmésfera saturada de humedad
y 5% CO2 a 37 °C. El cultivo fue utilizado para realizar experimentos dentro de las

24-48 horas posteriores.

4. Técnica de amperometria

La técnica de amperometria fue descrita —por primera vez— por el grupo de
Mark Wightman en los afios 90 (Wightman et al., 1991). La técnica consiste en
utilizar un microelectrodo de fibra de carbono —que funciona como aceptor de
electrones— y es polarizado a un voltaje superior al potencial de oxidacion de la
sustancia a detectar (en el caso de las catecolaminas a 700 mV), para después
ponerlo en contacto con la superficie de células capaces de secretar sustancias
susceptibles de sufrir oxidacidon, como es el caso de las CA. Las moléculas liberadas
seran oxidadas produciendo la pérdida de electrones (dos en el caso de la
noradrenalina y adrenalina). La corriente generada tras la liberacion del contenido
de cada granulo de secrecidon genera una espiga amperométrica que tiene
caracteristicas cinéticas y proporciona informacion acerca de la cantidad de

moléculas liberadas y también acerca del proceso de liberacion.
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4.1. Electrodos de fibra de carbono

Se utilizaron fibras de carbono de 10 um de diametro y se introdujeron en la
punta de polipropileno para micropipeta, con la finalidad de reducir la atracciéon
estatica entre la fibra de carbono y el polipropileno. Después, el extremo de la punta
fue colocado en el interior de una resistencia caliente hasta que se ablandara, para
después aplicar traccion en direccion contraria y recubrir la fibra. Enseguida, se
observo bajo un microscopio estereoscopico, donde se hizo un corte de la punta
para eliminar el material restante de polipropileno resultado de la traccién. Para
finalizar se acercé la punta a la resistencia caliente para retraer el polipropileno de

la punta y asi dejar 0.5-1 mm de la fibra de carbono expuesta.

Antes de conectarse con el cabezal del amplificador, se rellené el final del
microelectrodo con mercurio para proveer un medio conductor. Ademas, con la
finalidad de utilizar microelectrodos homogéneos en los registros, fueron calibrados
utilizando un pulso con una solucién de 50 uM de adrenalina y sélo aquellos
microelectrodos que produjeron una corriente de al menos 200 pA, fueron utilizados

en los experimentos.

4.2. Registros amperométricos

Para realizar los registros amperométricos, los microelectrodos se
conectaron al cabezal del amplificador (HEKA EPC-10, HEKA Elektronik,
Lambrecht, Alemania). Los cubreobjetos de vidrio con CCs se colocaron en el fondo
de una camara de registro fijada a la platina de un microscopio vertical (Eclipse FNI,
Nikon, Tokio, Japdn) con un objetivo de 20x. La imagen se obtuvo utilizando una
camara CCD conectada al microscopio y visualizada en un monitor. Los cultivos
fueron mantenidos a perfusion continua con una solucion Krebs Ringer-HEPES con
la siguiente composicion mM: 135 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2POg4, 1.2 mM
MgClz, 2.5 mM CaClz, 10 mM Glucosa y 15 mM HEPES, y pH=7.4 ajustado con
NaOH.

33



Para medir la liberacion de CA por las CCs, el microelectrodo se colocé con

ayuda de un micromanipulador (MPC-200 Sutter Instrument Company, Novato, CA,

USA) hasta hacer contacto con la membrana de las CCs. El microelectrodo se

mantuvo a +700 mV y los registros se adquirieron a una frecuencia de 4 kHz. Las

espigas amperométricas fueron capturadas con el software Patchmaster (HEKA

Electronics, Lambrecht, Alemania).

En este estudio utilizamos diferentes protocolos de registro, con la finalidad

de avanzar en los objetivos planteados. En todos los registros se utilizaron valvulas

electromecanicas para aplicar los estimulos (Modelo ALA-VM4, ALA Scientific

Instruments), como se describe a continuacion:

a)

b)

d)

Se realizaron registros de la actividad basal de secrecion —por 5 minutos
— en las CCs de SHRpre y SHRhip, asi como de sus controles WKY de
la misma edad. Después de cada registro basal se aplic6 uno de los
estimulos, como se explica en los siguientes puntos.

Se expusieron las CCs a un pulso de 5 segundos de una solucion con K*
60 mM, con la siguiente composicion mM: KCI 60 mM, NaCl 80 mM,
CaCl2 2 mM, HEPES 10 mM, y ajustada a pH=7.4, con el objetivo de
despolarizar la célula, activar los CCDV y generar la exocitosis de CA. La
respuesta producida se monitored durante los siguientes 2 minutos.

Para evaluar la influencia de la liberacion de Ca?* intracelular en el
aumento de la secrecion de CA, se aplicé durante 10 segundos un pulso
de 10 mM de cafeina disuelta en Ringer Krebs-HEPES. La respuesta
producida fue también monitoreada por los siguientes 2 minutos.

Para finalizar, se evalu6 la contribucion de los RyR en la liberaciéon de
Ca?* intracelular y con ello el aumento de la secrecion de CA. Se realiz
el registro basal de secrecion en las CCs, seguido por un pulso con alto
K* por 5 segundos, para después ser incubadas con Rianodina (Ry) por
10 minutos a una concentracion 10 uM, la cual antagoniza los RyR.
Pasados los 10 minutos se aplicé un pulso con alto K* por 5 segundos.
Se comparé la respuesta de despolarizacion con alto K* de la misma

célula antes y después de la incubacién con Ry.
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4.3. Analisis de las espigas amperométricas

Las espigas amperomeétricas —obtenidas de manera espontanea o bien
durante la estimulacion con las diferentes sustancias antes mencionadas— fueron
analizadas utilizando el programa Quanta Analysis 8.20, en Igor Pro5.0
(Wavemetrics, Portland, OR., USA). Para calcular los parametros cinéticos, primero
es necesario determinar la linea basal, la cual servira como referencia para detectar
el umbral de una espiga. Para nuestro estudio se colocaron dos cursores (en
espacios) en el registro libre de espigas y se tomaron dos desviaciones estandar
del ruido —como el umbral— para ser considerada como una espiga
amperomeétrica. Los paramétricos cinéticos que se calcularon por espiga

amperomeétrica se describen a continuacion (Figura 5):

e La carga (Q), se expresa en pico Coulomb (pC) y se obtiene a partir
de la integracion del area bajo la curva, la cual se relaciona con el
contenido de CA de una vesicula que fue oxidado.

e La amplitud maxima de corriente (Imax) hace referencia a la
concentracion maxima alcanzada por las moléculas que son oxidadas
en la superficie del electrodo. Para expresar este parametro se utilizan
unidades de pico Amperios (pA).

e Eltiempo medio (t1,2), corresponde al ancho de la espiga a la mitad de
la amplitud maxima, indica el tiempo que tardan en liberarse las CA a
través del poro de fusion. Se expresa en milisegundos (ms).

e Enalgunos casos las espigas presentan un pie, en inglés foot (F), esto
se produce cuando el poro de fusion se abre previamente a la
expansion completa y libera una pequefia cantidad de CA (Mosharov
y Sulzer 2005). Es posible medir parametros cinéticos para el pie
(loot, Toot Y Qfoot), pero para este estudio, en las espigas que contaban
con un pie, se midi6 la carga (Qfoot) Y S€ le sumo a la carga total de la

espiga.
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Figura 5. Registros amperométricos. A) Representacién de un registro amperomeétrico en
células cromafines. B) Representacion mostrando los parametros cinéticos analizados en

una espiga amperometrica.

5. Senales de calcio intracelular

Para realizar los registros de Ca?* intracelular, el cubreobjetos donde se
sembraron las CCs se incub6 con 2 uM del indicador fluorescente sensible a calcio
Fluo-4 AM (Molecular Probes, Life Technologies), a temperatura ambiente por 30
minutos. Transcurrido el tiempo de incubacién, el cubreobjetos se lavé con solucién
Krebs Ringer-HEPES y se colocé en una camara montada en un microscopio
invertido (Nikon Eclipse 80i, Japdn), con un objetivo 40x de inmersion en agua
(Nikon, apertura numérica 0.8), con perfusién continua con Krebs Ringer-HEPES
con la siguiente composiciéon (mM): NaCl 145, KCI 3.0, MgCl> 2.0, NaHCOs3 1.0,
NaH2PO4 0.5, HEPES 5.0, CaCl> 2.0 y glucosa 5.0, ajustado a un pH= 7.4 con
NAOH.

El fluoréfloro Fluo-4 AM es excitado a 488 nm, por lo cual se utiliza un laser
de argdn (Laser Physics, Reliant 100 s488, West Jordan, UT). La fluorescencia
emitida fue filtrada (510 nm) antes de ser captada por una camara CCD (Andor
Technology iXon 897, Oxford Instruments, High Wycombe, UK). Las imagenes

fueron adquiridas con 10 ms de exposicion, 1 imagen cada 500 ms. El protocolo de
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registro se llevd a cabo como se explica a continuacion: se adquirieron 60 s de
actividad espontanea, seguido por un pulso de 5 s con una solucidon de alta
concentracion de K* con la siguiente composicion (mM): KCI, NaCl 90, CaCl: 2,
HEPES 10 mM para producir la despolarizacion de las CCs y con ello la entrada de
Ca?*. Después de 60 s, se aplicé un pulso de 10 s con una solucion de cafeina 10
mM en Krebs Ringer-HEPES, con la finalidad de producir liberacion de Ca?* de
pozas intracelulares. Se continué adquiriendo imagenes por 180 s. En total los

registros tuvieron una duracion de 300 s con 600 imagenes.

5.1. Analisis de las sefales de Ca?* intracelular

Para el andlisis de las sefiales de Ca?* se utilizo el programa Image J version
1.38 (National Institutes of Health). Las imagenes capturadas se convirtieron en
formato TIFF. Las células se seleccionaron mediante regiones de interés en el
registro (ROIs), y por medio de ellos se calcularon los cambios de florescencia (AF)

en cada una de las células en el registro. Para ello se utilizo la siguiente formula.

AF = F;) -Fo
Fo es el resultado de hacer un promedio de las primeras 5 imagenes del registro.

Fi es cualquier imagen que se encuentra en el registro

6. Microscopia electronica de transmision

Las muestras fueron preparadas como en Gimenez-Molina et al. (2017). Se
comienza por retirar las glandulas suprarrenales, para después colocarlas en una
solucion Krebs-Ringer (K-R) con la siguiente composicion (mM): 125 NaCl, 2.5 KCl,
2 CaClz, 1 MgClz2, 26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4 y 10 glucosa, saturada con 95 % O:
y 5 % CO2 para mantener el pH=7.4.

Estando en la solucion K-R, se procedié a limpiar las glandulas bajo un

microscopio estereoscopico, donde se elimind la grasa y a continuacion se cortaron

cubos de 2-3 mm?® y se depositaron en tubos Eppendorf. Los cubos de tejido se
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fijaron con una solucion que consiste en: 2.5% glutaraldehido diluido en buffer de
cacodilato a una concentracion 0.2 M y con un pH= 7.2. Después de afadir la
solucidn fijadora en cada uno de los tubos con tejido, se mantuvieron a 4°C durante
6 horas. Posteriormente, se retird la solucién y se lavaron los bloques de tejido con
buffer de cacodilato 0.2 M. Después del lavado, las muestras fueron sometidas a un
proceso de post-fijacion mediante incubacion con tetradxido de osmio 1% en buffer
de cacodilato 0.2 M por 2 horas a 4°C. Al finalizar la post-fijacion se lavaron las
muestras con buffer de cacodilato 0.2 M, 3 veces y por 10 minutos cada vez. A
continuacion, las muestras fueron contrastadas con acetato de uranilo al 2% por 2
horas a 4 °C. Después del contraste, se lavaron las muestras con buffer de
cacodilato 0.2 M y se siguio a la deshidratacion mediante una serie de incubaciones
en etanol de diferentes grados de pureza 30%, 50%, 70%, 95% durante 15 minutos
cada una de ellas y 99% dos veces por 15 minutos. Al terminar las deshidrataciones,
se inicio la fase de aclaramiento la cual consistié en incubar las muestras por 30
minutos en oxido de propileno. Para finalizar los tejidos se embebieron en resina

Epoxi y se dejé solidificar por 48 h a 60 °C.

Una vez obtenidos los bloques en resina epoxi se obtuvieron cortes ultrafinos
(70 nm) usando un ultramicrétomo (Reichert-Jung Ultracut) y los cortes se
transfirieron a gradillas de cobre para ser tratados con acetato de uranilo por 5 min
y citrato de plomo por 1 min, para potenciar un buen contraste y mejorar asi la
calidad de laimagen al ser observadas en un microscopio electronico de transmisién
(JEOL-JEM-1200) equipado con una camara digital CCD (Orius GATAN).

7. Analisis de datos y estadistica

Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism version 6.0
para Windows (San Diego, California, USA), los resultados se expresan como media
+ ESM. Se utiliz6 la prueba t-student, y en algunos casos ANOVA de una via seguido
por una posprueba de Tukey. Para el analisis de transmision de electrones, se midié
el area de las CC individuales dentro de los limites de la membrana plasmatica,

excluyendo el nucleo y utilizando el programa Image J version 1.38 (National
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Institutes of Health); ademas se utilizé un plug-in en el mismo programa para
detectar automaticamente particulas (vesiculas) y el area de las vesiculas. Para
establecer diferencias estadisticas entre los grupos diferentes grupos de secrecion
en las ratas SHRpre, se utiliz6 ANOVA de una via seguido por una posprueba
Dunnett. Por otra parte, se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comparar
la distribucion del tamafio de los granulos en los CCs. Los datos se presentan como

media + ESM, con un nivel de significancia establecido en p<0.05.

VIIl. RESULTADOS

1. Comparacion de la presion arterial en ratas SHR y WKY.

En la Tabla 1 se muestran los valores de presion arterial —y de frecuencia
cardiaca— de ratas SHR (con diferentes edades) utilizadas en este estudio, asi
como su control normotenso WKY en la misma edad. Los valores de presién arterial
sistolica y diastdlica en las ratas de 4-5 semanas —109.6 + 2 y 83 £ 2 mmHg en
SHRpre— fueron muy similares a los determinados en ratas WKY, de la misma
edad, los cuales fueron de 114.2 + 3 y 80 £ 2 mmHg, sistolica y diastdlica,
respectivamente (SHRhip n=14, WKY n=12, SHRpre n=18 y WKY n=15).

Por el contrario, en las ratas de SHRhip —de 12 semanas— los valores de

presion arterial sistélica y diastdlica fueron de 154 + 3 y 106+ 4 mmHg y de 109 + 2
y 80 + 2, en WKY de la misma edad.
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Tabla 1. Valores promedio de presién arterial y frecuencia cardiaca en SHRpre, SHRhip y

WKY de la misma edad de cada uno de los grupos. Los datos representan la media + ESM

*p<0.05.
Pulso/min Sistélica (mmHg) | Diastélica (mmHg)

WKY 360 + 14 109+ 2 80+2

(12 sem)n=12

SHRhip 444 + 10* 154 + 3* 106 + 4*

(12 sem) n= 14

WKY 364 + 15 114+3 80+2
(4-5sem) n=15

SHRpre 360 +12 109+ 2 83 £2

(4-5 sem) n=18

2. Secrecion basal de catecolaminas en CCs de ratas SHR
prehipertensas y WKY de la misma edad.

Se registraron CCs de ratas SHRpre y WKY de la misma edad por medio de
la técnica de amperometria, con la finalidad de medir la liberacion de CA en
condiciones basales. Solo las CCs que respondieron posteriormente al estimulo (K*
o Cafeina) fueron consideradas para este analisis; de las CCs de ratas WKY (4-5
semanas), el 81.2% presentaron liberacion espontanea mientras que en las CCs de
ratas SHRpre fue el 87.5%.

Enla Fig. 6A-B, se muestran los registros de amperometria obtenidos de CCs
en condiciones basales. Para comparar la liberacién de CA, a lo largo del tiempo,
se calcul6 la carga acumulada en funcién del tiempo de ambas cepas (23.5 + 4.5
pC en SHRpre vs 15.1 £ 3.2 pC en WKY); aunque fue ligeramente mayor en las

ratas SHRpre, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.18) Fig. 6C.

Se evaluaron los distintos parametros cinéticos de las espigas (Tabla 2, Figura 7).
De estos, solo la carga por espiga fue mayor en las CCs de ratas SHRpre, 1.08 +
0.05 pC (p=0.002) mientras que en las ratas WKY de la misma edad fue de 0.70 +
0.06 pC (Fig. 7B).

40



Con la finalidad de comparar si las CCs de ratas SHRpre liberan granulos de
mayor tamano o de mayor contenido de CA, se muestra en la Fig. 10A el histograma
de distribucién con respecto a la amplitud de las espigas. Al evaluar la amplitud de
las espigas de cada una de las cepas se encontro que las CCs de SHRpre presentan
una mayor proporcion de espigas en el rango de 190-290 pA, 7.2 %, comparado

con CCs de WKY en las cuales las mismas espigas grandes representan sélo el
3.7% (Tabla 3).

A WKY
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C
SHRpre (n=21)
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Figura 6. Liberacion de CA en CCs de ratas SHRpre y WKY de 4-5 semanas en condiciones
basales. A-B) Trazos representativos de la liberacion de CA en CCs de ratas WKY de 4-5
semanas (A) y de SHRpre (B). C) Carga acumulada de las espigas amperométricas de CCs
de ratas WKY de 4-5 semanas (triangulos negros) y de SHRpre (triangulos grises). Cada

punto representa la media + ESM, n representa el numero de CCs registradas.
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Figura 7. Graficas de los parametros cinéticos de las espigas amperométricas en CCs de
WKY de 4-5 semanas (n=175) y SHRpre (n=370) en condiciones basales. A) Amplitud
promedio de las espigas, B) Carga promedio, C) Tiempo1,. Cada una de las graficas

representa la media + ESM, *p<0.05.

3. Secrecion basal de catecolaminas en CCs de ratas SHR
hipertensas y WKY de la misma edad.

De las CCs de ratas WKY —con 12 semanas— el 80% presentaron liberacion
espontanea, mientras que en las CCs de ratas SHRhip fue el 77.7%. La Fig. 8A-B
presenta trazos representativos de los registros amperométricos en CCs de ratas
SHRhip y WKY de 12 semanas en condiciones basales. La carga acumulada
después de 5 minutos de registro de las CCs de ratas SHRhip fue mayor que en las
CCs de WKY de la misma edad (21.1 £ 3.5 pC vs 14.2 + 3.5 pC); al igual que en las
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ratas SHRpre la carga acumulada fue mayor pero no significativamente distinta al

comparar con las CCs de ratas WKY de la misma edad (Fig. 8C).

Al evaluar los parametros cinéticos, dos de ellos mostraron diferencias
significativas. La amplitud maxima de las espigas (Imax), 76.4 + 5.8 pA vs 58.1 + 4.1
pA, p=0.01y la carga por espiga fueron mayores en las CCs de ratas SHRhip, 0.88
+0.05vs 0.67 £0.04, p=0.003, (Fig. 9A y B). Enla Fig. 10B se muestra el histograma
de la distribucion de las amplitudes de las espigas en ambas cepas. En las CCs
ratas SHRhip se observd un mayor numero de espigas grandes (190-290 pA) y
medianas (50-190 pA), 9% y 43.5% respectivamente, mientras que en las CCs de
ratas WKY fue de 6.8% y 36.9%. Por otra parte, en las CCs de ratas WKY
presentaron un mayor numero de espigas pequefas, 56.3% vs 47.5% en las CCs
de ratas SHRhip (Tabla 3).

Tabla 2. Parametros cinéticos de espigas amperométricas generadas espontaneamente
en condiciones basales de CCs de SHRpre y SHRhip, asi como su control normotenso
WKY.

Carga Carga por | Imax (PA) t12 (ms) No.
acumulada (pC) | espiga (pC) espigas
WKY 15.1+3.2 0.70 £ 0.06 43.8 + 3.1 10.4 +£0.7 13.4+1.6
(4-5 sem) n=13
SHRpre 23.5+4.5 1.08 + 0.05* 51.7+29 |116+04 176+2.6
(4-5 sem) n=21
WKY 142+ 3.5 0.67 £ 0.04 58.1 + 4.1 8.6+0.6 21.0+4.7
(12 sem) n=8
SHRhip 211+ 3.5 0.88 +£ 0.05* 76.4+58* |[7.2+04 24.4+5.6
(12 sem) n=7
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Figura 8. Liberacion de CA en CCs de ratas SHRhip y WKY de 12 semanas en condiciones

basales. A-B) Trazos representativos de la liberacién de CA en CCs de ratas WKY de 12

semanas (A) y de SHRhip (B). C) Carga acumulada de las espigas amperométricas de CCs
de ratas WKY de 12 semanas (circulos negros) y de SHRhip (circulos grises). Cada punto

representa la media + ESM, n representa el niumero de CCs registradas.
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Tabla 3. Porcentaje de espigas amperométricas espontaneas en condiciones basales:
pequenas (0-50 pA), medianas (50-190 pA) y grandes (190-290 pA) en CCs de ratas
SHRpre y SHR hip, con sus respectivos controles WKY.

Espigas Pequenas (%) | Medianas % Grandes %
WKY 62.0 34.3 3.7

(4-5 sem) n=175

SHRpre 65.4 27.4 7.2

(4-5 sem) n=370

WKY 56.3 36.9 6.8

(12 sem) n= 168

SHRhip 47.5 43.5 9.0

(12 sem) n=171

4. Secrecion de catecolaminas luego de una despolarizaciéon
con K* 60 mM en CCs de ratas SHR prehipertensas y WKY
de la misma edad.

Para evaluar el efecto de la despolarizacién —que produce la entrada de Ca?*
a través de los CCDV (Carbone et al., 2019)— se aplico un pulso de 5 segundos de
K* 60 mM, después de que la célula habia sido registrada (por 5 minutos) de manera
basal. En la Fig. 11 A-B, se observan los trazos representativos de la liberacion de
CA obtenidos de ambas cepas. Después de aplicar el pulso de K* las CCs
empezaron a liberar CA con un retraso de 1.4 £ 0.18 s en las ratas SHRpre y de 1.1
+ 0.23 s en las ratas WKY de la misma edad (p=0.75), se observo una rafaga de
liberacidon con una duracion de ~38 s en SHRpre y mayor numero de espigas (57.8
+ 7.8), mientras que en las CCs de WKY tuvo una duraciéon de ~20 s y el numero

de espigas fue menor (33.0 + 4.8, p=0.03) (Tabla 4).

En la Fig. 11C se muestra la carga acumulada con 2 segundos de intervalo.
Después de 60 seg la carga acumulada fue ~ 3 veces (p= 0.0009) mayor en las CCs
de SHRpre (61.8 + 2.7 pC) en comparacion con las CCs de WKY (21.3 + 2.3 pC).
Ademas, el numero de espigas fue mayor (p=0.03) en las CCs SHRpre (57.8 + 7.8)
en comparacion con las CCs de WKY (33.0 + 4.8).
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Los parametros cinéticos de las espigas amperométricas también arrojaron
diferencias significativas (Figura 12). El valor promedio de la amplitud maxima (Imax)
fue significadamente mayor (p <0.0001) en las CCs de SHRpre (66.8 + 2.9 pA) que
en las CCs de WKY (46.2 + 2.1 pA) Fig. 12A. También la carga por espiga fue mayor
(p<0.0001), 0.97 £ 0.02 pC en las CCs de SHRpre vs 0.68 + 0.06 pC en las CCs de
WKY, Fig.12B. Por otra parte, el tiempo medio fue menor (p<0.0001) en las CCs de
WKY (9.7 £0.3 ms) que en las CCs de SHRpre (11.6 + 0.2 ms; Fig.12C), lo cual
indica que en base a la amplitud promedio y la carga por espiga, las CCs de SHRpre
liberan mayor cantidad de CA, pero la liberacion de CA es mas lenta en las CCs de

SHRpre, los valores se muestran en la Tabla 4.

El histograma de la distribucion de la amplitud maxima de las espigas
amperometricas —que se muestra en la Fig. 16A —, reveld una mayor cantidad de
espigas grandes (190-290 pA) y medianas (50-190 pA) en las CCs de SHRpre (7%
y 35.8%, respectivamente) al comparar con CCs de WKY (3.5% y 32.2%,
respectivamente; Tabla 6). Estos resultados sugieren granulos de secrecion con

mayor contenido de CA, los cuales no se observan en las CCs de WKY.

Ademas de los resultados anteriormente mostrados, observamos que las
CCs de ratas SHRpre mostraron una mayor variabilidad en los registros
amperomeétricos de liberacion de CA (Tabla 4). Esto nos hizo pensar que
posiblemente existian subgrupos. Para resolver esto, dividimos los registros
obtenidos de CCs de SHRpre en tres diferentes subgrupos (Fig.11D) en base a su

carga acumulada en comparacion con CCs de WKY (21.3 £ 2.3 pC):

e Subgrupo 1: La carga acumulada fue de 23. 69 + 1.5 pC (p=0.99) y también
los parametros cinéticos fueron similares a las CCs de WKY, Imax: 48.3 £ 2.7
pA vs 46.2 + 2.1 pA (p=0.99), Carga: 0.73 + 0.03 pC vs 0.68 + 0.06 pC
(p=0.93) y t1,2: 10.1 £ 0.4 ms vs 9.7 £ 0.3 ms (p=0.76), CCs de SHRpre y de
WKY, respectivamente. Estos resultados muestran que las CCs del subgrupo

1 liberan cantidades similares de CA que las CCs de WKY y con la misma
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velocidad. El tiempo desde la aplicacion del estimulo de K* en las CCs al
momento de aparecer las espigas fue mayor en el subgrupo 1 (1.5 + 0.30 s)
que en las CCs de WKY (1.1 £ 0.23 s), pero la diferencia no es significativa
(p=0.54).

e Subgrupo 2: La carga acumulada fue aproximadamente tres veces mayor
que en las ratas WKY, 71.7 £ 9.0 pC (p=0.001). Por otro lado, los parametros
cinéticos también fueron mayores, pero solo la carga y el tiempo medio
fueron significativamente diferentes, Imax: 51.4 + 2.3 pA vs 46.2 + 2.1 pA
(p=0.78), Carga: 0.86 + 0.03 pC vs 0.68 + 0.06 pC (p=0.04) y t1,2: 11.9+ 0.2
ms vs 9.7 + 0.3 ms (p<0.0001), CCs de SHRpre y de WKY, respectivamente.
El tiempo que tarda en comenzar la secrecién en las CCs del subgrupo 2
después del estimulo (1.2 + 0.18 s), fue muy similar (p=0.99) que en las CCs
de WKY (1.1 £ 0.23 s).

e Subgrupo 3: La carga acumulada fue aproximadamente seis veces mayor
en comparacion con las CCs de WKY, 127 £ 10.1 pC (p<0.0001). Los
parametros cinéticos también fueron significativamente mayores, Imax: 110.7
+ 8.8 pA vs 46.2 + 2.1 pA (p<0.0001), Carga por espiga: 1.28 + 0.06 pC vs
0.68 £+ 0.06 pC (p<0.0001) y t12: 12.5 £ 0.4 ms vs 9.7 £ 0.3 ms (p<0.0001),
CCs de SHRpre y de WKY, respectivamente. El tiempo que tarda en
comenzar la secrecion en las CCs del subgrupo 3 después del estimulo (1.3
+ 0.31 s), fue mayor que en las CCs de WKY (1.1 £ 0.23 s), pero no de

manera significativa (p=0.98).

Nuestros resultados indican que la secrecion de CA en CCs de SHRpre en el
subgrupo 1 no presenta diferencias significativas en comparacion con las CCs de
WKY de la misma edad. Sin embargo, el subgrupo 2 y subgrupo 3, presentan

hipersecrecion de CA.
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Tabla 4. Parametros cinéticos de espigas amperométricas después de la despolarizacion

con un pulso de alto K* en CCs de SHRpre y control normotenso WKY.

Carga Carga por | Imax (PA) ti2(ms) | No. espigas
acumulada (pC) | espiga (pC)
WKY 21.3+2.3 0.68 + 0.06 46.2+21 |9.7+0.3 |33.0+4.8
(4-5sem) n= 16
SHRpre 61.8+ 8.8* 0.97 + 0.02* 66.8+29* | 11.6+0.2* | 57.8 +7.8*
(4-5sem) n= 24
Subgrupo 1 23.7+1.5 0.73+0.03 43.8+27 |101+04 |325+4.2
(n=12)
Subgrupo 2 71.7 £9.0* 0.86 £ 0.03* 514+23 [ 11.9+0.2* | 69.2+15.7*
(n=7)
Subgrupo 3 127.3+10.1* 1.28 + 0.06* 110.7+8.8* | 12.5+0.4* | 105.2+ 10.1*
(n=5)
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Figura 11. Liberacion de catecolaminas después de la despolarizacién con un pulso de alto
K* (60 mM) en CCs de ratas SHRpre y WKY de 4-5 semanas. A-B) Trazos representativos
de la liberacién de CA en CCs de ratas WKY de 4-5 semanas (A) y de SHRpre (B). C) Carga

acumulada de las espigas amperométricas de CCs de ratas WKY de 4-5 semanas

(tridngulos negros) y de SHRpre (triangulos rojos). D) Subgrupos de secrecion de CA en

SHRpre (Subgrupo 1; circulos verdes, Subgrupo 2; cuadros azules; Subgrupo 3: triangulos

anaranjados). Cada punto representa la media = ESM, n representa el numero de CCs
registradas.
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C) Tiempo1,. Cada una de las graficas representa la media + ESM, *p<0.05.
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Cada una de las graficas representa la media + ESM, *p<0.05, respecto a WKY.

5. Secrecion de catecolaminas tras una despolarizaciéon con K*
60 mM en las CCs de las ratas SHR hipertensas y WKY de la
misma edad.

En la Fig. 14A-B se muestran los registros representativos obtenidos tras la
despolarizacion —con un pulso de K* 60 mM — en CC de ratas WKY y SHR
hipertensas. La rafaga de secrecion tuvo una duracion de ~35 s en SHRhip —con
un numero de espigas mayor (57.7 = 6.2, p=0.03)— y de ~20 s en WKY —menor
numero de espigas (29.1 + 5.8)—. Después de 60 segundos de liberacion, la carga
acumulada fue casi 3 veces mayor (p=0.0008) en las CCs de ratas SHRhip (71.7 £
10.3 pC) comparadas con las CCs de WKY (25.9 + 4.8 pC) (Tabla 5, Fig. 14C).
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Igualmente, los parametros cinéticos (Fig. 15A-C), incluidos la amplitud promedio
(p<0.0001), 115.9 £ 6.1 pA y la carga por espiga (p=0.001), 1.2 + 0.04 pC, fueron
mayores en las CCs de SHRhip, en comparacién con las CCs de WKY, 74.4 + 4.7
pA y 0.91 + 0.04. Los resultados nos indican una hipersecrecién de CA en las
SHRhip, resultados similares fueron publicados por (Segura-Chama et al., 2015). El
tiempo medio fue significativamente menor (p=0.003) en las CCs de SHRhip (8.1 +
0.2 ms) en comparacion con WKY (9.5 + 0.3), lo que quiere decir que la liberaciéon
de CA por las CCs de SHRhip es mas rapida que en WKY. Los resultados antes

descritos se pueden observar en la Tabla 5.

En el histograma de frecuencia de la amplitud de las espigas
amperomeétricas, en la Fig. 16B, se observa un mayor numero de espigas grandes
(16.5%) en las CCs de SHRhip que en las de WKY (7.4%). Los resultados del

porcentaje de espigas en los diferentes tamafnos se observan en la Tabla 6.
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Figura 14. Liberacion de catecolaminas después de la despolarizacidon con un pulso de alto
K* (60 mM) en CCs de ratas SHRhip y WKY de 12 semanas. A-B) Trazos representativos
de la liberacion de CA en CCs de ratas WKY de 12 semanas (A) y de SHRhip (B). C) Carga
acumulada de las espigas amperométricas de CCs de ratas WKY de 12 semanas (circulos
negros) y de SHRhip (circulos rojos). Cada punto representa la media + ESM, n representa

el numero de CCs registradas.
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Figura 15. Gréficas de los parametros cinéticos de las espigas amperométricas en CCs de
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Tabla 5. Parametros cinéticos de espigas amperométricas en CCs, tras la despolarizacion

con K* 60 mM de SHRhip y su control normotenso WKY de la misma edad.

Carga Carga por | Imax (PA) ti2(ms) | No. espigas
acumulada (pC) | espiga (pC)
WKY 259+4.38 0.91+0.04 744 +47 95+0.3 |29.1+5.8
(12 sem)n=10
SHRhip 71.7 £10.3* 1.2+ 0.04* 115.9+6.1* | 8.1+0.2* |57.7+6.2*
(12sem)n=9
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Figura 16. Histogramas de distribucién de la amplitud de las espigas amperométricas por
la despolarizacion con K* en SHRpre, SHRhip y sus respectivos controles WKY de la misma
edad. A) Porcentaje de espigas de CCs de SHRpre y WKY de 4-5 semanas. B) Porcentaje
de espigas de CCs de SHRhip y WKY de 12 semanas.
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Tabla 6. Porcentaje de espigas amperométricas tras la despolarizacién con K* 60 mM:
pequenas (0-50 pA), medianas (50-190 pA) y grades (190-290 pA) en CCs de ratas SHRpre

y SHR hip, con sus respectivos controles WKY de la misma edad.

Espigas Pequenas (%) | Medianas (%) | Grandes (%)
WKY 64.3 32.2 3.5

(4-5 sem) n=528

SHRpre 57.2 35.8 7.0

(4-5 sem) n=1387

WKY 38.8 53.8 74

(12 sem) n=291

SHRhip 334 50.1 16.5

(12 sem) n=529

6. Secrecidn de catecolaminas luego de la estimulacién con
cafeina en CCs de SHR prehipertensas y WKY de la misma
edad.

Con el fin de evaluar la influencia de la liberacion de Ca?* en las pozas
intracelulares —particularmente del reticulo endoplasmico —, mediante la
activacion de los RyR (Hernandez-Cruz et al. 1995; Malgaroli, Fesce, y Meldolesi
1990) y después del registro de la secrecion espontanea, se aplicé un pulso de 10
s de cafeina 10 mM. La figura 17A-B, muestra los trazos representativos de la

liberacion de CA tras el estimulo de cafeina.

A diferencia de la respuesta a la despolarizacién con K*, que se presenta
rapidamente (1.4 £ 0.18 s en SHRpre y 1.1 + 0.23 s en WKY), las reacciones a
cafeina (de las CCs) presentaron un retraso en la liberacion de CA, 3.4 +0.65 s en
SHRpre y 3.2 + 0.65 s en WKY. Ademas, los registros mostraron una rafaga de
espigas, ademas de una elevacion en la linea basal y tuvieron una duracion de
alrededor de 10 segundos en ambas cepas. La carga acumulada después de 60 s
de liberacién fue de casi el doble (p=0.01) en las CCs de SHRpre (20.3 + 3.6 pC)
que en las CCs de WKY (10.8 £ 1.5 pC) (Tabla 7).
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Los valores de la amplitud promedio por espiga, 46.9 + 2.7 pA —en las CCs
de SHRpre—, fue mayor (p=0.04) que en las CCs de WKY, 39.5 + 2.4 pA, al igual
que la carga promedio por espiga (p=0.012), 0.68 + 0.04 pC y 0.51 £ 0.03 pC, CCs
de SHRpre y WKY, respectivamente. El tiempo medio también fue mayor
(p<0.0001) en SHRpre, 10.5 + 0.4 ms, en comparaciéon con 7.6 + 0.4 ms en las CCs

de WKY. Estos resultados se resumen en la Fig. 18A-C y en la Tabla 7.

En el histograma de frecuencia de la amplitud de espigas —que se muestra
en la figura 19A—, se puede observar un mayor numero de espigas de tamano
grande (190-290 pA) y medianas (50-190 pA), en las CCs de SHRpre. Por otro lado,
en las CCs de WKY se observa un mayor numero de espigas pequefias (0-50 pA;
Tabla 8). Ademas, el numero de espigas fue mayor en las CCs de SHRpre (28.3 +

4.8) que en las de WKY (20.8 + 2.1), pero la diferencia no es significativa.

Estos resultados sugieren que, en la secrecién de CA de las CCs de las
SHRpre, hay una mayor contribucién de la liberacion de Ca?* intracelular por medio
del mecanismo de liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR) en comparacion con
las CCs de las ratas WKY.
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Figura 17. Liberacion de catecolaminas generada por la salida de Ca®" de pozas
intracelulares, producido por un pulso de cafeina 10 mM en CCs de ratas SHRpre y WKY
de 4-5 semanas. A-B) Trazos representativos de la liberacién de CA en CCs de ratas WKY
de 4-5 semanas (A) y de SHRpre (B). C) Carga acumulada de las espigas amperométricas
de CCs de ratas WKY de 4-5 semanas (triangulos negros) y de SHRpre (triangulos

amarillos). Cada punto representa la media + ESM, n representa el numero de CCs
registradas.
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media £ ESM, *p<0.05.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de espigas amperométricas de las CCs en ratas SHRpre y

su control normotenso WKY —de la misma edad —, después de estimular la liberacién de

Ca?* intracelular con cafeina.

Carga Carga por | Imax (PA) ti2(ms) | No. espigas
acumulada (pC) | espiga (pC)
WKY 10.8+1.5 0.51+0.03 395+24 76+04 |20.8+21
(4-5 sem) n=9
SHRpre 20.3 + 3.6% 0.68 = 0.04* 46.9+ 2.7* 10.5+0.4* | 28.3 +4.8*
(4-5 sem) n=9

Tabla 8. Porcentaje de espigas amperométricas después estimular la liberacion de Ca*

intracelular con cafeina 10 mM: pequenas (0-50 pA), medianas (50-190 pA) y grandes (190-

290 pA) en CCs de ratas SHRpre con su respectivo control WKY de la misma edad.

Espigas Pequenas (%) | Medianas (%) | Grandes (%)
WKY 69.9 28.8 1.3

(4-5 sem) n=188

SHRpre 65.2 33.3 1.5

(4-5 sem) n=255
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Figura 19. Histogramas de distribucion de la amplitud en las espigas amperométricas que
se registraron, durante la liberacion de catecolaminas, por la salida de Ca*, de pozas
intracelulares, y producido por un pulso con cafeina 10 mM en SHRpre; ademas de su

control WKY de 4-5 semanas.

7. Contribucién de los receptores de rianodina en la liberacién
de catecolaminas en las CCs de ratas SHR prehipertensas y
WKY de la misma edad.

Después de evaluar la liberacion de catecolaminas —luego de la
estimulacion con un pulso de cafeina que dispara la liberacion de Ca?* intracelular,
a través de los RyR— evaluamos la contribucion especifica de los RyR, utilizando
rianodina 10 uM, concentracion en la que este agente actua como antagonista de
los RyR, presente en el reticulo endoplasmico. Para ello se registro la liberacidon
espontanea de catecolaminas, seguido por la estimulacion por 5 s con K* 60 mM.

Después se incubaron las CCs con una solucién 10 yM de Ry por 10 minutos, para
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finalizar con una segunda estimulacién por 5 s con K* 60 mM en presencia de Ry y

se registro la actividad espontanea o basal por otros 2 minutos.

En la figura 20A-D podemos observar las espigas amperométricas —en las
CCs de SHRpre y WKY— tras la estimulacion con un pulso de 5 s con K* 60 mM,
antes y después de la incubacion con Ry 10 uM. La carga acumulada —después
de la incubacién con Ry —, se redujo 57% en las CCs de SHRpre (Fig. 20F): de
71.3+10.6 pC a 30.6 £ 5.7 pC (p=0.005).

Po su parte, en las CCs de ratas WKY solo se redujo un 14% (Fig. 20E): de
35.4+7.6 pCa 30.3 + 3.9 pC (p=0.49). La amplitud promedio y la carga promedio,
también se redujeron en las CCs de SHRpre después de la incubacion con Ry, de
79.3 + 2.8 pA a 58.8 + 3.6 pA y de 0.98 + 0.03 pC a 0.84 + 0.05 pC, (amplitud
promedio (p=0.0009) y carga promedio (p=0.04) por espiga, respectivamente,
mientras que el tiempo medio promedio aumento tras la incubacion con Ry, de 8.2
+0.4msa10.2+0.5 ms (p=0.006).

En las CCs de WKY no se encontraron cambios significativos en ninguno de
los parametros cinéticos, la amplitud promedio cambié de 69.9 + 3.9 pAa67.4+3.5
pA (p=0.60), mientras que la carga promedio por espiga fue de 0.79 + 0.03 pC a
0.77 £0.04 (p=0.71) y el tiempo medio cambioé de 8.1 £+ 0.3 ms a 8.3 + 0.03 (p=0.76),
antes y después de la incubacion con Ry, respectivamente. Los resultados se

resumen en las figuras 21A-C, 22A-C y en la Tabla 9.

El numero de espigas se redujo después de la incubacion con Ry en CCs de
SHRpre de 69.4 + 6.5 a 33.4 + 4.7 (p=0.00007), mientras que en las CCs de WKY
se mantuvo muy similar: de 39.8 + 9.9 a 324 + 6.9 (p=0.55). Estos resultados
apoyan la teoria de que en las CCs de SHRpre, los RyR tienen una mayor influencia
en la liberacion de Ca?* intracelular y en la hipersecrecion de catecolaminas que se

produce.
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Figura 20. Liberacion de catecolaminas después de la despolarizacién con un pulso de K*
(60mM); antes y después de la incubacion con rianodina 10 uM en CCs de ratas SHRpre y
WKY de 4-5 semanas. A-D) Trazos representativos de la liberacién de CA en CCs de ratas
WKY de 4-5 semanas antes (A-B) y de SHRpre (C-D). E) Carga acumulada de las espigas
amperométricas de CCs de ratas WKY de 4-5 semanas. F) Carga acumulada de las espigas
amperométricas de CCs de ratas SHRpre. Cada punto representa la media £+ ESM, n

representa el numero de CCs registradas.
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Figura 21. Graficas de parametros cinéticos de las espigas amperométricas, en CCs de

WKY de 4-5 semanas, tras la despolarizacién con un pulso de K* (60 mM); antes (n=279) y
después (n=227) de la incubacion con rianodina. A) Amplitud promedio de las espigas, B)
Carga promedio, C) Tiempoir. Cada una de las gréficas representa la media + ESM,

*p<0.05.
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Figura 22. Graficas de parametros cinéticos de las espigas amperomeétricas —en CCs de
SHRpre— tras la despolarizacion con un pulso de K* (60mM); antes (n=486) y después
(n=234) de la incubacion con rianodina. A) Amplitud promedio de las espigas, B) Carga

promedio, C) Tiempos.. Cada una de las graficas representa la media + ESM, *p<0.05.
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Tabla 9. Parametros cinéticos de espigas amperométricas en CCs —antes y después de

la incubacién con Ry— tras la despolarizaciéon con K* 60 mM de SHRpre y control

normotenso WKY.

Carga Carga por Inax (PA) t12 (ms) No.
acumulada espiga (pC) espigas
(pC)
WKY
(4-5 sem) n=8
Control 354+ 7.6 0.79+£0.03 69.9+3.9 8.1+0.3 39.8+9.9
Después de Ry 30.3£3.9 0.77+0.04 674+35 8.3+0.3 324+6.9
SHRpre
(4-5 sem) n=8
Control 71.3£10.6 0.98+0.03 79.3+28 82+04 69.4 £6.5
Después de Ry 30.6 £ 5.7* 0.84 +0.05* 58.8+3.6* 10.2+0.5* 33.4+4.7*

8. Sefales de Ca?* intracelular en CCs de SHR prehipertensas,
SHR hipertensas y su correspondiente grupo control de CCs
de WKY de la misma edad.

Los resultados presentados hasta ahora sugieren una mayor contribucion de

sefales de Ca?" intracelular en las CCs de SHRpre y SHRhip, generando una

hipersecrecién de CA que no se observa en las CCs de WKY de la misma edad.

Para evaluar las sefales de Ca?* intracelular —asociados a la estimulacion— se

utilizaron las condiciones mencionadas anteriormente (K* 60 mM por 5 s y cafeina

10 mM por 10 s), midiendo las sefiales de Ca?* intracelular en cada una de las

cepas.

Al evaluar la sefial de Ca?* intracelular ([Ca®*];) —tras la despolarizacién, con

un pulso de 5 s de K* 60 mM, después de 60 segundos de registro basal—, la

amplitud del incremento de [Ca?*]i resulté mayor (p<0.0001) en las CCs de SHRpre
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(88.24 + 4.14 a.u), comparada con las CCs de WKY de la misma edad (568.15 + 3.36
a.u); Fig. 23A-B, Tabla 10. Resultados similares se obtuvieron en la [Ca?*]i de las
CCs de ratas SHRhip (100.4 + 5.6 a.u) al compararlas con CCs de WKY de la misma
edad (56.9 + 3.7 a.u, p<0.0001);Fig. 24A-B, Tabla 10.

Después de la estimulacion con un pulso de 10 segundos de cafeina la [Ca?*];
fue también mayor en CCs de ratas SHRpre (46.62 + 3.9 a.u, p=0.001) y SHRip
(67.25 £ 6.5 a.u), —en comparacién con CCs de WKY de edades iguales—, 34.12
+ 2.70 a.u para CCs de ratas WKY de 4 a 5 semanas y de 26.21 £ 5.7 a.u en las
WKY de 7 a 12 semanas de edad Fig. 23C-D, Fig. 24C-D, Tabla 10.

Tabla 10. Sefales de Ca®" intracelular en CCs de ratas SHRpre, SHRhip y su respectivo
control normotenso WKY —de la misma edad—, tras la despolarizacién con K* 60 mMy la

liberacion de Ca?* de pozas intracelulares, por medio de cafeina.

Amplitud (a.u)
Cepa K*60 mM Cafeina
WKY 58.15 £ 3.36 34.17 £2.70
(4-5 sem) n=89
SHRpre 88.24£4.14~ 46.62 £ 3.91*
(4-5 sem) n=96
WKY 56.89 £ 3.71 34.64 £ 4.88
(12 sem) n=82
SHRhip 100.4 + 5.85* 53.54 £ 3.61*
(12 sem) n=73
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Figura 23. Trazos representativos de las sefiales de Ca®" intracelular registradas en las

CCs de ratas WKY de 4-5 semanas y de SHRpre. A) Trazos registrados tras la
despolarizacion con K* (60 mM). B) Grafica de barras de la amplitud de la sefial de Ca**
producida después de un pulso con K* (60 mM). C) Trazos registrados tras la estimulacién
con un pulso de cafeina (10 mM). D) Gréfica de barras de la amplitud de la sefial de Ca**
producida después de un pulso de cafeina (10 mM). (B y D) Cada una de las graficas

representa la media + ESM, *p<0.05.
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de cafeina (10 mM). (B y D) Cada una de las graficas representa la media + ESM, *p<0.05.

72



9. Granulos de secrecion en CCs de ratas SHR prehipertensas
y SHR hipertensas comparadas con su control normotenso
WKY de la misma edad.

En los resultados de registros amperomeétricos observamos que la amplitud
por espiga promedio, y su carga, fueron mayores en las CCs de ratas SHRpre y
SHRhip, comparadas con el control normotenso WKY de cada una de las edades.
Esto puede indicar que los granulos de secrecidén son también de mayor tamafio en
las CCs de ratas SHR.

Para comprobar esta hipotesis, adquirimos imagenes en microscopia
electronica de transmision de los granulos de las CCs, en ambas cepas. En la Fig.
25A-B y Fig. 26A-B, se muestran figuras representativas de CCs SHRpre y SHRhip

junto con su contraparte WKY normotenso.

Aunque no encontramos diferencias en el tamano de los granulos en CCs de
ratas SHRpre, comparadas con WKY de la misma edad, (Fig. 25F 231+2 nm en
WKY y 228 £ 2 nm en SHRpre, p=0.25), si registramos diferencias en la cantidad
de granulos por area, la cual fue mayor en las CCs de ratas SHRpre (7.7 £ 0.7
granulos/ pm?, p=0.01) comparado con su control WKY de 4-5 semanas (4.7 + 0.6

granulos/ ym?) Fig. 25E.

En las CCs de ratas SHRhip se encontraron resultados similares, donde el
tamano de los granulos fue muy similar al control WKY de 12 semanas (SHRhip:
235+2 nm y WKY: 233+3 nm, p=0.64) Fig.26F.

Por otro lado, al igual que en las CCs de SHRpre, los granulos por area fueron
mayor en las CCs de SHRhip (8.2 + 0.6 granulos/ pm?, p=0.001) comparado con el
control normotenso CCs de WKY de 12 semanas (4.5 + 0.7 granulos/ um?; Fig. 26E).
Ademas, la mayoria de ellos —en las CCs de ratas WKY y SHR de las diferentes
edades— son de tamafo medio (200-400 nm; Fig. 27A-B, Tabla 11).
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Tabla 11. Tamano de granulos en CCs de SHRpre, SHRhip y sus respectivos grupos

control WKY de 4-5 semanas y WKY de 12 semanas

Pequenos (%)

Medianos (%)

Grandes (%)

<200 nm 200-400 nm 400-600 nm

WKY 201 76.6 3.2

(4-5 sem) n=1225

SHRpre 17.4 75.2 7.7

(4-5 sem) n=1593

WKY 31.9 54.3 13.8

(12 sem) n=1298

SHRhip 18.1 72.6 9.3

(12 sem) n=2170
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Figura 25. Comparacion de los granulos de secrecion en CCs de ratas SHRpre con su
control de WKY de 4-5 semanas. A) Micrografia representativa de CCs de WKY vy (B)
SHRpre. C) Mayor amplificacién de los granulos de secrecion en WKY y (D) SHRpre. E)
Densidad de granulos en WKY y SHRpre. F) Area promedio de los granulos en
WKY(n=1225) y SHRpre (n=1593). (E y F) Cada una de las graficas representa la media +
ESM, *p<0.05. Estos resultados se obtuvieron de 15 imagenes de microscopia electrénica

de las ratas SHRpre y 10 imagenes de WKY de la misma edad (n=3 ratas de cada cepa).
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Figura 26. Comparacion de los granulos de secrecion en CCs de ratas SHRhip y su control
WKY de 12 semanas. A) Micrografia representativa de CCs de WKY y (B) SHRhip. C) Mayor
magnificacion de los granulos de secrecion en WKY y (D) SHRhip. E) Densidad de granulos
en WKY y SHRhip. F) Area promedio de los granulos en WKY (n=1298) y SHRhip (2170).
(E y F) Cada una de las graficas representa la media £+ ESM, *p<0.05. Cada una de las
graficas representa la media £+ ESM, *p<0.05. Estos resultados se obtuvieron de 15
imagenes de microscopia electronica de las ratas SHRhip y 10 imagenes de WKY de la

misma edad (n=3 ratas de cada cepa).

76



Porcentaje de granulos (%)

Porcentaje de granulos (%)

40—
30— SHRpre (n=1593)
Bl WKY (n=1225)
20
10—
0=
°388838888888
-~ —~ N N OO M g < 0 W o
Diametro de granulo (nm)
40 =
e SHRhip (n=2170)
Bl WKY (n=1298)
20 -
10 =
0 =
°8388888888388 8
~ —~ N N O O < < 0 WD ©

Diametro de granulo (nm)

Figura 27. Histograma del porcentaje de los distintos tamafos de los granulos de secrecion
en CCs de SHRpre, SHRhip y sus respectivos controles WKY (4-5 semanas y 12 semanas).
A) Histograma SHRpre (columnas grises) y WKY 4-5 semanas (columnas negras). B)

Histograma SHRhip (columnas grises) y WKY 12 semanas (columnas negras).
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IX. DISCUSION

La presioén arterial de las ratas SHR inicia con un aumento gradual (después
de las 6 semanas de edad) y para la semana 10, la presién arterial sistdlica se
encuentra en 150 mmHg Lee etal. (1991). Las alteraciones del sistema
simpatoadrenal han sido publicados en diferentes estudios en ratas SHR desde
etapas prehipertensivas; en este sentido, Li et al. (2012) reportaron un aumento en
la [Ca®']i en neuronas simpaticas del ganglio cervical superior, tras la
despolarizacion con K* y a través de los RyR al estimular la salida de Ca?* del
reticulo endoplasmico con cafeina; ademas de un mayor numero de copias del
MRNA del RyR. Shanks et al. (2013), observaron que, si bien la presion arterial se
mantenia en niveles normotensos, las SHR prehipertensas presentaban
taquicardia, ademas de niveles elevados de NA. Estos resultados, junto con la
reduccion en la recaptura de NA, generan un aumento en la actividad simpatica.
También se ha registrado, en otros estudios, la elevacion de AD y NA en el plasma
de ratas SHR prehipertensas (Pak, 1981; Vavfinova et al. 2019).

En otros estudios se reportd que la simpatectomia en ratas SHR neonatales
da como resultado valores bajos de presidn arterial en la etapa adulta, pero con
valores mayores a los de las ratas WKY (Lee et al., 1987). Por otro lado, al eliminar
la médula adrenal (desmedulacién) en ratas SHR jovenes (4 semanas), los valores
de presion arterial en las SHR fueron menores que en el grupo que no fue
desmedulado (170 mmHg vs 210 mmHg); sin embargo, al realizar el mismo
tratamiento en la edad adulta no se observaron estos resultados. (Borkowski y
Quinn, 1983); solo cuando se combina la desmedulacién con simpatectomia en
edades juveniles, en las ratas SHR, es que se previene el desarrollo de la

hipertension (Lee et al., 1991).

En este trabajo nos enfocamos en estudiar la secrecion de CA en SHR

prehipertensas —con diferentes estimulos— que nos ayudaron a comprender la
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participacion de los CCDV (por medio de la despolarizacion con K*) y de la salida
de Ca?* de las pozas intracelulares (por medio de cafeina); asi como las sefiales de
Ca?* producidas por los mismos estimulos y la posible presencia de granulos de
mayor tamafo en las SHR prehipertensas e hipertensas. Los valores de presién
arterial de las ratas SHRpre se encuentran en los valores normales, mientras que
en las SHRhip fueron similares a los reportados por Lee et al. (1991), donde los

valores se encuentran alrededor de 150 mm Hg a las 12 semanas.

Al comparar la secrecion de CA liberadas espontaneamente, el valor de carga
acumulada —en SHRpre y SHRhip— fue mayor que en las CCs de WKY. Aunque
la diferencia no fue significativa, estos resultados concuerdan con los de otros
reportes (Miranda-Ferreira et al., 2008; Segura-Chama et al., 2015). Es posible que,

al realizar registros de duracion mas larga, los resultados sean relevantes.

Por otro lado, al inducir la secrecion de CA por medio de despolarizacién de
las CCs, encontramos que la carga acumulada en las SHRpre (Fig.11) presenta un
valor casi tres veces mayor (~2.9 en SHRpre) que en las CCs de ratas WKY de la

misma edad.

Resulta interesante que en las SHRpre encontramos grupos de CCs con
diferentes niveles de secrecién (Fig. 11); el subgrupo 1 (n=12) —que consiste en la
mitad de las CCs registradas en las SHRpre— y presentaron una liberacién de CA

muy similar a las WKY, asi como parametros cinéticos equivalentes.

La otra mitad de CCs se encuentran dentro del subgrupo 2 (n=7), el cual
liberé aproximadamente 3 veces mas CA que las CCs de WKY, y que nombraremos
subgrupo supersecretor. El subgrupo 3 (n=5) liberé aproximadamente 6 veces mas
CA que las CCs de WKY y lo denominaremos subgrupo hipersecretor. Los
parametros cinéticos de los subgrupos 2 y 3 son mayores que en el grupo 1 (Tabla
4) —incluido el tiempo medio—, lo que significa que la liberacion de CA va siendo

mas lenta en cuanto mas secretan.
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Tanto las CCs de SHRpre y SHRhip presentan un aumento en la liberacion
de CA, al comparar la carga acumulada de las CCs de WKY con cada grupo de
edad correspondiente (~2.9 en SHRpre y ~2.8 en SHRhip). Al cotejar la carga
acumulada de SHRpre y SHRhip, es solo 1.2 veces mayor en las CCs de SHRhip,

y la amplitud de las espigas, 1.7 veces mayor en las SHRpre.

Nuestra hipotesis inicial era que las CCs de SHRpre presentarian un
incremento en la secrecion de CA, pero que seria de menor magnitud que en las
SHRhip, y el aumento de la secrecion de CA aumentaria con la edad; sin embargo,
ambas cepas presentaron resultados muy similares, que se podrian explicar debido
a que el tiempo medio (t12) —en las SHRhip— es menor (8.1 ms) que en las SHRpre
(11.6 ms). Esto indica que la liberacion por los granulos de secrecidn es mas rapida
en las SHRhip.

Ademas, los resultados muestran que las CCs de SHRpre no cambian sus
patrones de secrecion de CA de manera uniforme, sino que produce un mosaico de
liberacion de la misma. Esto nos podria ayudar a explicar que no exista diferencia
en la cantidad de CA secretadas por las CCs de SHRpre y SHRhip; aunque el
subgrupo 1 de las CCs de SHRpre es casi indistinguible con las CCs de WKY, el
subgrupo 2 de secrecion es similar a las SHRhip y el subgrupo 3 secreta casi el
doble que las CCs de SHRhip.

Ademas de la entrada de Ca?*, a través de los CCDV, estudiamos la
contribucion de la liberacion de Ca?* del RE a través de los RyR, los cuales liberan
Ca?* de este deposito en respuesta a concentraciones elevadas de Ca?*
citoplasmico. Este proceso es llamado liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR
por sus siglas en inglés: Ca?*-induced Ca?* Release), el cual también ha sido
descrito en diferentes reportes en CCs (Alonso etal.,, 1999; Hernandez-Cruz,
Escobar, y Jiménez, 1997; Padin et al., 2012).

La forma de abordar la pregunta de si las pozas intracelulares de Ca?* —en

especifico el RE— contribuyen a la mayor secrecion de CA —como ha sido
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observado en las SHRhip (Segura-Chama et al., 2015)— fue midiendo primero la

liberacion de CA en CCs de SHRpre y WKY, tras un estimulo de 10 s con cafeina.

En primer lugar, debemos observar la diferencia en el tiempo en que las CCs
responden al estimulo, es decir, 3 segundos después de aplicar la cafeina ya que
el compuesto tiene que difundirse a través de la membrana hasta llegar a los RyR
que se encuentran en el RE. En las CCs de ratas SHRpre encontramos datos
similares a los reportados por Segura-Chama etal. 2015 (~1.9 veces mayor
secrecion en las CCs de ratas SHRpre al igual que en SHRhip ~2.0); mientras que
la carga acumulada inducida por K*, es ~2.9 veces mayor en SHRpre, lo cual se
puede explicar debido a que, la estimulacion con cafeina, produce menor numero

de espigas con menor carga (Tabla 7).

Curiosamente —al igual que los resultados obtenidos con la despolarizacion
con K*— las espigas de las CCs de SHRpre tienen una secreciéon mas lenta, con un
t12 por espiga mayor en las SHRpre (10.5 ms) que en las CCs de WKY (7.6 ms),
(Tabla 7); y en las CCs de SHRhip (8.2 ms) es mas rapida que en las CCs de WKY
(10.6 ms) de la misma edad, (Segura-Chama et al., 2015).

Debido a que ambos estimulos —K* y cafeina—, generan espigas
amperomeétricas mas grandes —tanto en CCs de SHRpre como en SHRhip— al
compararlas con CCs de WKY de la misma edad, nuestra hipétesis es que se debe

a sefiales de Ca?" intracelular mayores en CCs de SHR.

Las sefiales de Ca?* intracelular —al despolarizar las CCs con K*—
presentaron resultados que concuerdan con los de secrecion obtenidos con la
técnica de amperometria en CCs de SHRpre y SHRhip. En ambos grupos se
encontro la [Ca?*] incrementada en comparacion con los grupos control de CCs de
WKY (~ 1.8 veces mayor en las CCs de SHRhip y ~ 1.5 veces mayor en
SHRpre).También las sefiales de Ca?* intracelular —inducidas por la estimulacion
con cafeina—, concuerdan con los resultados de secrecion con un incremento en la

[Ca?*], producido por la liberacion de Ca?* del RE ~1.5 veces mayor en las CCs de
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SHRhip y ~1.4 en SHRpre, comparado con el control normotenso WKY

correspondiente de cada grupo (véase la Tabla 10).

Los resultados concuerdan con los publicados en neuronas simpaticas de
ratas SHRpre, en las que se reporta un aumento de las sefiales de Ca?* inducidas
por despolarizacion y por la liberacién de Ca?* del RE (Li et al., 2012; Shanks et al.,
2013), los cuales se correlacionan con la hipersecrecion de CA que reportamos en

este estudio.

Para evaluar de manera directa la contribucién de RyR —en la secrecion de
CA—, utilizamos Ry 10 uM como antagonista de los RyR (J. L. Sutko et al. 1997;
Vites y Pappano, 1994). En las CCs de SHRpre rianodina se redujo la carga
acumulada 57%, mientras que la amplitud promedio por espiga disminuy6 un 26%
y el numero de espigas 52%. Esto no se observé en las CCs de WKY las cuales
mostraron una pequefia reduccion de 14% en la carga acumulada, solo una caida
de 4% en la amplitud promedio por espiga y de 19% en el numero de espigas. Sin
embargo, en las CCs de SHRhip se observé una reduccion mayor en la secrecion
de CA de 77% en la carga acumulada (Segura-Chama et al., 2015) Fig. 20-22 y
Tabla 9.

Aunque hasta ahora hemos discutido que los resultados ayudan a entender
los mecanismos que estan alterados en las CCs SHRpre, y conducen a una
hipersecrecién de CA, sigue existiendo la duda de los mecanismos responsables de
los cambios en las CCs en las ratas SHRpre. Dentro de este contexto, Morrison y
Whitehorn (1984), registraron la respuesta nerviosa simpatica a la estimulacion
hipotalamica del nervio esplacnico preceliaco y encontraron una mayor actividad
eléctrica en SHR que en WKY. Esto podria sugerir que las fibras simpaticas que
inervan las CCs de las ratas SHRpre tienen una respuesta mejorada a la
estimulacién hipotalamica y su respuesta sostenida desregula a las CCs de las ratas
SHRpre.

Por ultimo, medimos los granulos de secrecion en CCs de ratas SHRpre y

SHRhip, asi como el grupo control WKY de cada una de las edades. Tomando en
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cuenta que la carga por espiga es proporcional a la concentracién de CA secretadas
—por medio de la raiz cubica de la carga (Q"?)— podemos estimar el tamafio de
los granulos de secrecion, el cual se estimé en 336 nm en SHRpre y 235 nm en
WKY (Finnegan et al., 1996; Wightman et al., 1991).

Sin embargo, los resultados obtenidos por microscopia electrénica fueron
diferentes, 235 nm en SHRhip y 228 nm en SHRpre, mientras que en WKY fue de
233 nmy 231 nm, en comparacion con su grupo de edad respectivo; en cambio, la
densidad de granulos en las CCs de SHRhip (8.2 + 0.6 granulos/um?) y SHRpre (7.7
+ 0.7 granulos/ um?) fue mayor que en los grupos control WKY (4.5 + 0.7
granulos/um? y 4.7 + 0.6 granulos/um?, respectivamente). Esto concuerdan con los
resultados publicados por Musial et al. (2017), donde no reportaron diferencias en

el tamafio de los granulos pero si en la densidad de los granulos.

La hipersecrecion se puede explicar por el aumento en el numero de granulos
de secrecion en las CCs de SHR; pero no explica la mayor amplitud y carga que
presentan las espigas de las CCs de SHRpre y SHRhip. Como desarrollamos en la
introduccion, la sinaptotagmina (syt) es una proteina sensor de Ca?* que actta en
el proceso de liberacién de granulos por medio de exocitosis (Bhalla, Chicka, y
Chapman, 2008; Chapman, 2008). Esta proteina cuenta con varias isoformas con
diferentes sensibilidades al Ca?*. Por ejemplo, la syt VIl tiene una alta afinidad al
Ca?*, mientras que la syt IX tiene una sensibilidad intermedia y syt | baja; a su vez,
cada isoforma se une a vesiculas de nucleo denso de diferentes tamarios, y les
confiere diferencias en la facilidad con la que desencadenaran la fusion (Zhang
et al., 2011). Con base en esto, podriamos pensar que la diferente expresion de
isoformas de sinaptotagmina —en los granulos de las CCs— causan la diferencia
en la secrecion de un mayor numero de granulos grandes y medianos en las SHR

de ratas hipertensas y prehipertensas.
Los resultados presentados en este estudio ayudan a comprender las

alteraciones presentes en ratas SHRpre y la contribucién del sistema

simpatoadrenal en las etapas de la hipertension arterial esencial. Sin embargo, los
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mecanismos que producen el cambio en la liberacién de CA en SHRpre —que se
presenta en grupos de secrecion, donde el 50% de las CCs liberan CA al igual que
en las CCs de WKY— siguen sin una explicacion. Seria muy interesante estudiar
en detalle los mecanismos involucrados en el desarrollo de la hipertension esencial,

como las variantes de la proteina sinaptotagmina.
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X. CONCLUSIONES

Nuestros resultados demuestran que, en promedio, las CCs de ratas SHRpre
liberan una cantidad significativamente mayor de CA en respuesta a la

despolarizacion, en comparacion con las CCs de ratas WKY.

La liberacion de CA producida por aplicacion de cafeina, la cual libera Ca?*
del reticulo endoplasmico, es mayor en las CCs de las SHRpre en comparacién con
las CCs de las ratas WKY.

Bloqueando los RyRs con ryanodina, comprobamos que en las CCs de
SHRpre la contribucion de los RyR en la liberacion de CA es mayor que en las CCs
de las ratas WKY, aunque esta es todavia mayor en las CCs de las ratas SHRhip.
Las sefiales de Ca?* generadas por despolarizacion con K* — y por la aplicacion de
cafeina— también son mayores en las CCs de SHRpre, lo cual indica que al igual
que en las CCs de ratas SHRhip son las alteraciones en la homeostasis de Ca?* lo

que desencadena la hipersecrecion de CA.

Aunque la amplitud promedio de las espigas amperométricas es
significativamente mayor en las CCs de SHRpre y SHRhip, el tamano promedio de
sus granulos de secrecion es similar que las de las CCs de ratas WKY. En contraste,
la densidad de granulos —por unidad de area— es mayor en las CCs de las ratas

SHRpre y SHRhip que en las CCs de las ratas normotensas WKY.
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Abstract

The hypersecretory phenotype of adrenal chromaffin cells (CCs) from early spontaneously hypertensive rats (SHRs) mainly
results from enhanced Ca**-induced Ca*-release (CICR). A key question is if these abnormalities can be traced to the
prehypertensive stage. Spontaneous and stimulus-induced catecholamine exocytosis, intracellular Ca>* signals, and dense-
core granule size and density were examined in CCs from prehypertensive and hypertensive SHRs and compared with age-
matched Wistar-Kyoto rats (WKY). During the prehypertensive stage, the depolarization-elicited catecholamine exocytosis
was ~2.9-fold greater in SHR than in WKY CCs. Interestingly, in half of CCs the exocytosis was indistinguishable from
WKY CCs, while it was between 3- and sixfold larger in the other half. Likewise, caffeine-induced exocytosis was ~ twofold
larger in prehypertensive SHR. Accordingly, depolarization and caffeine application elicited [Ca”*]i rises ~ 1.5-fold larger
in prehypertensive SHR than in WKY CCs. Ryanodine reduced the depolarization-induced secretion in prehypertensive
SHR by 57%, compared to 14% in WKY CCs, suggesting a greater contribution of intracellular Ca>* release to exocytosis.
In SHR CCs, the mean spike amplitude and charge per spike were significantly larger than in WKY CCs, regardless of age
and stimulus type. This difference in granule content could explain in part the enhanced exocytosis in SHR CCs. However,
electron microscopy did not reveal significant differences in granule size between SHRs and WKY rats’ adrenal medulla.
Nonetheless, preSHR and hypSHR display 63% and 82% more granules than WKY, which could explain in part the enhanced
catecholamine secretion. The mechanism responsible for the heterogeneous population of prehypertensive SHR CCs and the
bias towards secreting more medium and large granules remains unexplained.

Keywords Catecholamine secretion - Intracellular calcium - Adrenal medulla - Chromaffin cell - Hypertension -
Prehypertensive stage

Introduction

The most frequent sign of cardiovascular disease in humans
is essential hypertension, which begins after a relatively
long asymptomatic prehypertensive period. The disease

>4 Arturo Hernandez-Cruz
ahernan @ifc.unam.mx

Departamento Neurociencia Cognitiva, Instituto de
Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, Ciudad Universitaria, 04510 Ciudad de México,
Meéxico

2 Citedras CONACyT, Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramoén de La Fuente Muiiiz, Laboratorio de Fisiologia
Celular, Calzada México Xochimilco No. 101,

Ciudad de México 14370, México

Published online: 11 September 2021

progresses to early hypertension between 20 and 40 years
old, mainly due to increased cardiac output. Then hyper-
tension, characterized by increased peripheral resistance,
becomes established. Finally, between 40 and 60 years old,
complicated hypertension arises, characterized by damage
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to the aorta and small arteries, heart, kidneys, retina, and
central nervous system.

The spontaneously hypertensive rat (SHR) strain, estab-
lished in Kyoto, Japan, by selective inbreeding of the Wistar
strain [34], is a prototypical animal model of essential hyper-
tension [22, 37]. An autonomic imbalance has been sug-
gested among the essential hypertension causal mechanisms,
where the sympathetic tone surpasses the parasympathetic
tone [7, 13, 20, 37]. In the SHR model, the evidence sup-
ports that both the sympathetic nervous system (SNS) and
the adrenal medulla participate in hypertension’s origin
and maintenance [4, 6]: Sympathectomy in neonatal SHRs
can delay hypertension onset, but adult blood pressure is
still above age-matched WKY rats [27]. Bilateral adrenal
demedullation (surgical removal of the adrenal medulla) in
juvenile SHRs attenuated but did not prevent hypertension
[6]. Only sympathectomy plus demedullation of juvenile
SHRs prevent adult hypertension [27]. Guanethidine, which
causes permanent sympathectomy without affecting adre-
nal chromaffin cells, lowered resting tachycardia, improved
baroreflex sensitivity, and attenuated stress responses in the
adult SHR [47]. However, high blood pressure reappeared,
presumably, because sympathectomy is counteracted by an
enhanced expression of catecholamine biosynthetic enzymes
in the adrenal gland, elevated plasma adrenaline levels, and
increased vascular sensitivity to catecholamines [47].

The sympathetic nervous system is hyperactive in both
essential hypertension patients [3, 15] and SHRs [38]. Like-
wise, plasmatic catecholamine levels are higher in human
patients [8, 11-13] and SHRs [20, 21]. Establishing the time
course of catecholamine hypersecretion in CCs is crucial to
understand hypertension’s origin: It has been reported that
both adrenaline (AD) and noradrenaline (NA) plasma lev-
els are elevated in prehypertensive SHRs (5-7 weeks old).
Nonetheless, after 24 weeks of age, only NA levels remain
elevated, and that both AD and NA plasma levels nearly
return to normotensive levels in SHR after 12 months of
age [36].

Previously, we reported that membrane depolarization
and caffeine application triggered [Ca®*]; elevations and
catecholamine secretion 2—threefold greater in CCs from
early hypertensive SHRs (7 to 12 weeks of age) than age-
matched WKY rats CCs [39]. Since the enhanced responses
of SHR CCs were suppressed by ryanodine, we concluded
that the underlying mechanism is an augmented gain of the
Ca’*-induced Ca’*-release (CICR) mechanism in SHRs
[39].

Some unresolved questions addressed in the study are as
follows: which abnormalities from early hypertension can
be traced to the prehypertensive stage? Do CCs from prehy-
pertensive SHRs display augmented catecholamine secre-
tion? If so, how does the hypersecretory phenotype develops
in the CCs population? An increased gain of Ca**-induced
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Ca**-release also underlies the enhanced catecholamine exo-
cytosis? In order to address these questions, spontaneous and
stimulus-induced catecholamine exocytosis and intracellular
Ca®" signals were examined in CCs from prehypertensive
(4-5 weeks old) and hypertensive (12 weeks old) SHRs.
Also, the size and density of dense-core granules were com-
pared with age-matched normotensive WKY CCs.

Methods
Animals

All experimental procedures were performed under the
guidelines of the Mexican Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals of the Secretary of Agriculture
(SAGARPA NOM-062-Z00-199) and approved by the
Institutional Committee for the Care and Use of Laboratory
Animals (CICUAL-IFC: protocol #AHC24-141). Eighteen
male prehypertensive SHRs (preSHR: 4-5 weeks old) and
fifteen age-matched male Wistar Kyoto (WKY) rats were
used, as well as fifteen hypertensives (hypSHR: 12 weeks
old) and twelve age-matched male WKY rats. Animals
initially purchased from Charles River Labs (Wilmington,
USA) have been bred and housed in our animal facility
for~2 years under temperature-control (22 °C) and a 12-h
light/dark cycle. Rats received standard laboratory chow and
tap water ad libitum.

Blood pressure measurements

Animals were subject to blood pressure (BP) measurements
between 10:00 a.m. and 2:00 p.m. via a non-invasive tail-cuff
plethysmograph (Panlab model LE5002; Harvard Apparatus,
USA). Animals were first placed into a restraining device
for 1015 min to avoid unnecessary stress during measure-
ments. The sensing cuff was positioned on the tail base while
a heating pad set to 30 °C was placed underneath. Three days
prior and on the day of the animal’s euthanasia, systolic and
diastolic blood pressure and heart rate were measured 3—4
times over a half-hour period, and values were averaged.

Preparation of primary cultures of chromaffin cells

Primary cultures of adrenal chromaffin cells (CCs) were
performed as in [42]: Rats were anesthetized with keta-
mine (75 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) i.p and sacrificed
by decapitation. The adrenal glands were removed and
immersed in sterile ice-cold Krebs—Ringer Bicarbonate
solution (KRB) containing (in millimolar): 125 NaCl, 2.5
KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 26 NaHCO;, 1.25 NaH,PO,, and 10
glucose continuously gassed with 95% O,—5% CO,. Adrenal
medullas were separated and incubated in Ca®*/Mg**-free
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Hank’s culture medium pH=7.4 (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) with 2 mg/mL collagenase type-1 (Worthington
Biochem Corp., Lakewood, NJ, US) and 2 mg/mL DNAse
type-1 (Sigma-Aldrich) for 20 min at 37 °C. After the enzy-
matic digestion, glands were washed with cold KRB and
triturated with a fire-polished siliconized Pasteur pipette.
The cell suspension was centrifuged, and the pellet resus-
pended in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM,
Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco),
5 pg/mL insulin (Sigma-Aldrich), 10,000 U penicillin, and
10 mg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich). CCs were seeded
on poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) treated glass coverslips
placed in 12-well cell culture plates (10°~10* cells per well;
Costar Corning, New York, NY, USA. Cultures were main-
tained at 37 °C (5% CO,), and experiments were performed
24-48 h after plating.

Recording of amperometric spikes

Recording microelectrodes were made as in [49]. A carbon
fiber 10 um in diameter was inserted in a yellow plastic
pipette tip, insulated with polypropylene, and connected to
the amplifier with mercury. Microelectrodes connected to
the amplifier’s head stage were calibrated by exposing their
tip to 50 pM adrenaline (see below). Insensitive electrodes
(amperometric current <200 pA) were discarded. Cultured
CCs were placed in the bottom of a plexiglass chamber
attached to the stage of an upright microscope (Eclipse
FNI, Nikon) equipped with a water immersion X 20 objec-
tive and continuously perfused with Krebs Ringer-HEPES
solution (KRH) containing (in millimolar) 135 mM NaCl,
4.7 mM KCI, 1.2 mM KH,PO,, 1.2 mM MgCl,, 2.5 mM
CaCl,, 10 mM glucose, and 15 mM HEPES, and pH=7.4
adjusted with NaOH). For amperometric current recordings,
the microelectrode tip was placed gently on the CC surface,
with the aid of a micromanipulator (MPC-200 Sutter Instru-
ment Company, Novato, CA, USA), and current recordings
were performed with an EPC-10 amplifier under voltage-
clamp mode running the PatchMaster software (HEKA
Electronics, Lambrecht, Germany). The electrode potential
was clamped at 700 mV, and current data were acquired at
4 kHz. First, the cell under-recording remained undisturbed
for 5 min. Then it was rapidly exposed to a puff of high K*
solution (KCI 60 mM, NaCl 80 mM, CaCl, 2 mM, HEPES
10 mM, pH="7.4) for 5 s delivered by a puffer pipette to
depolarize the cell, activate voltage-gated Ca** channels,
and trigger amperometric spikes (the oxidation product of
catecholamine released from a single secretory granule).
In separate experiments, CCs were stimulated with a 10-s
long puff of KRH solution containing 10 mM caffeine. The
effects of incubating cells with ryanodine (10 uM; 10 min)
were also examined. Solutions were applied through an elec-
tronic valve-controlled puffer tip located near (~ 100 pm) of

the cells under study. Recordings were performed at room
temperature (22-24 °C).

Intracellular Ca?* imaging

Coverslips with CCs were incubated with 2 pM of the cell-
permeable fluorescent Ca’* indicator Fluo-4 AM (Molec-
ular Probes, Life Technologies) at room temperature for
30 min. Then, the coverslip was placed in a recording cham-
ber attached to the stage of an upright microscope (Nikon
Eclipse 80i, Japan) and continuously perfused (2 mL/min)
with KRH solution by gravity. Fluo-4 was excited at 488 nm
with an argon laser (Laser Physics, Reliant 100 s488, West
Jordan, UT), coupled to a Yokogawa spin-disk confocal scan
head (CSU10B, Yokogawa Electronic Co., Tokyo, Japan).
Excitation light was band passed to 488 nm, and emitted
fluorescence was band-passed (510 nm) before its reflection
into the camera port. Fluorescence images were acquired
(10 ms exposure every 500 ms) with a water-immersion,
Nikon objective (x40, 0.8 NA), and a cooled digital CCD
camera (Andor Technology iXon 897, Oxford Instruments,
High Wycombe, UK) controlled by the iQ software (Andor
iQ version 1.10.2). Fluorescence images from unperturbed
CCs perfused with KRH solution were acquired for 60 s.
Then, cells were stimulated first with a 5 s-long pulse of
high K* solution (KC1 60 mM), and 60 s later, by a 10-s-long
caffeine application (10 mM caffeine in KRH). Fluorescence
image sequences (movies) of CCs were saved in multi-tiff
format and processed and analyzed with macros written
in Image J version 1.38 (National Institutes of Health).
Raw movies were converted to AF movies: AF=Fg — F,
where F)) is the result of averaging the first five frames of
the sequence, and F;, represents any (;) fluorescence image
of the set. Regions of interest (ROIs) were drawn around
the contour of each cell that responded to high K* with a
fluorescence increase (SD>5+0.5). These ROIs were
used for single-cell quantification of AF over time. Ca>*
imaging experiments were performed at room temperature
(2224 °C).

Transmission electron microscopy

The sample preparation was as in [19] with few modifica-
tions. Adrenal glands were dissected, and 2-3 mm? tissue
blocks were cut and fixed with 2.5% glutaraldehyde in a
0.2 M cacodylate buffer pH="7.2 for 6 h at 4 °C. Then, tissue
blocks were washed with cacodylate buffer and post-fixed
with 1% osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer for 2 h
at 4 °C, followed by further washing (3 X 10 min) in caco-
dylate buffer. The blocks were stained with 2% (v/v) ura-
nyl acetate for 2 h. Subsequently, the samples were washed
and dehydrated in an ascending ethanol series (30%, 50%,
70%, 95%; 15 min each, and then 99% ethanol twice for
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15 min). Then tissue blocks were treated with propylene
oxide for 30 min, embedded in epoxy resin, and polymerized
for 48 h at 60 °C. Ultrathin Sects. (70 nm) were cut using a
Reichert-Jung Ultracut ultramicrotome and then placed on
copper grids and stained with uranyl acetate for 5 min and
lead citrate for 1 min. Images were acquired using a JEOL-
JEM-1200 TEM equipped with a CCD digital camera Orius
GATAN.

Data analysis and statistics

Individual amperometric spikes were analyzed using the
Quanta Analysis 8.20 program running under Igor Pro
software (Wavemetrics, Portland, OR, USA) [32], allow-
ing peak detection and integration plus the calculation of
kinetic parameters. The threshold to detect spikes was set at
twice the standard deviation of the noise. Only spikes posi-
tive and monophasic that returned to baseline were analyzed.
GraphPad Prism version 6.0 for Windows (San Diego, CA,
USA) was used for statistical analysis, frequency histograms,
and Gaussian curve fitting.

For electron transmission analysis, we used the Image
J software. The area of individual CCs within the plasma
membrane boundaries, excluding the nucleus, was selected
for measurements. The Image J plug-in to detected parti-
cles automatically was used. After establishing a suitable
threshold, we unambiguously identified the dense core gran-
ules and measured their area. We then calculated the radius
assuming circular shapes from these areas. Graphs and sta-
tistical analyses were made using GraphPad Prisma version
8.0 for Windows. Results are expressed as mean + SEM.
The unpaired t-test was used, and in some cases, a one-way
ANOVA test followed by Tukey’s multiple comparison test.
One-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test was
used to establish the statistical difference between the pre-
SHR groups. The Kolmogorov—Smirnov test was used to
compare the distribution of granules sizes in CCs. A p <0.05
was taken as a limit of significance.

Results
Blood pressure and heart rate

Systolic and diastolic BP values from 4-5 weeks old,
prehypertensive SHRs (preSHR) were 114.2 +3 and
83 +2 mmHg (mean + SEM n =18 rats), respectively.
Age-matched normotensive WKY rats had similar val-
ues: 109 +2 mmHg systolic and 80 +2 mmHg dias-
tolic (mean+ SEM; n=15 rats; p=0.117). The resting
heart rate of preSHR and age-matched normotensive
WKY rats was also similar (360412 versus 364 + 15
beats per minute; mean + SEM, p=0.84). In contrast, in
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12-week-old hypSHR rats, systolic and diastolic BP val-
ues were 154 +3 and 106 +4 mmHg, n =14 rats, while
in age-matched WKY rats, systolic and diastolic BP
values were 109 +2 mmHg systolic and 80 +2 mmHg
diastolic (mean+ SEM; n=12 rats; p <0.0001). Accord-
ingly, in preSHR rats, the heart rate was similar to age-
matched WKY rats (360+ 12 vs. 364 + 15 beats per min,
mean + SEM; p =0.84), while in hypSHR rats, it was
significantly faster than in WKY rats (444 + 10 versus
360 + 14 beats per min; mean + SEM; p =0.003).

Spontaneous rate of catecholamines exocytosis
in preSHR CCs

Basal catecholamine secretion was recorded from individual
cultured CCs. Only cells that responded to the stimuli (see
below) were included in the analysis. Spontaneous exocy-
tosis was present in 81.2% of WKY and 87.5% of preSHR
CCs (Table 1, Fig. 1a, b). The total number of spontaneous
spikes generated during 5 min is not significantly different
(Table 1). Figure lc shows the time course of cumulative
charge (time integral) of amperometric spikes at 10-s inter-
vals in preSHR and WKY CCs. After 5 min of recording, the
peak cumulative charge in preSHR is 1.5-fold higher than in
WKY CCs, but the difference is not significant (23.5+4.5
pC versus 15.1 +3.2 pC; mean+ SEM; p=0.18). Of all
the spike parameters measured (charge per spike, spike
amplitude, half-width, number of spikes), only the charge
per spike is significantly larger in preSHR CC (1.5-fold;
Table 1). Amplitude distribution histograms of spontane-
ous amperometric spikes are shown in Fig. 1d. Their analysis
revealed that large spikes (190-290 pA) tend to occur more
often in preSHR than in WKY CCs (Table 2).

Spontaneous rate of catecholamines exocytosis
in hypSHR CCs

Figures 1 e and f illustrate representative amperometric
recordings from hypSHR and age-matched WKY CCs.
Figure 1g shows the time course of the cumulative charge
in both strains. After 5-min recording, the peak cumula-
tive charge is 1.5-fold larger in ~ZypSHR than in WKY CCs
(21.1+3.5 pC versus 14.2+ 3.5 pC; mean + SEM; p=0.19).
This difference is not significant (Table 1), although the
charge per spike and spike amplitude are significantly larger
in iypSHR CCs (Table 1; see the “Discussion’ section). The
amplitude distribution histograms of spontaneous ampero-
metric spikes shown in Fig. 1h gives that medium (50-190
pA) and large spikes (190-290 pA) are more frequent in
hypSHR than in WKY CCs (Table 2).
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Table 1 Kinetic parameters of amperometric spikes recorded from
CCs of pre-hypertensive and hypertensive SHR (4-5 weeks and
12 weeks respectively) in comparison with age-matched normoten-

sive. WKY rats. Data are mean+SEM. n indicates the number of
cells. *p<0.05. Unpaired #-test. One-way ANOVA after Dunnett’s
post hoc test

Cumulative
charge (pC) PO

Spontaneous Active cells %

WKY (4-5 w; 81.2 15.1+£3.2 0.70+0.06
n=13)
preSHR (4-5w;  87.5 23.5+4.5 1.08 £0.05*
n=21) (p=0.18) (p=0.002)
WKY (12 w; 80 14.2+3.5 0.67+0.04
n=2_8)
hypSHR (12 w;  77.7 21.1x3.5 0.88+0.05*
n="7) (p=0.19) (»p=0.003)
Depolarization Latency to first Cumulative Charge/spike
spike (sec) charge (pC) »O)
WKY (4-5 w; 1.1£0.23 21.3+23 0.68+0.06
n=16)
preSHR (4-5w; 1.4+0.18 61.8+2.7*% 0.97+£0.02*
n=24) (p=0.75) (p=0.0009) (p<0.0001)
Subgroup 1 1.5+0.30 23.69+1.5 0.73+0.03
(n=12) (p=0.54) (»=0.99) (»p=0.93)
Subgroup 2 12+0.18 71.7+9.0% 0.86£0.03*
(n=17) (p=0.99) (p=0.001) (»=0.04)
Subgroup 3 1.3+0.31 127.3+10.1%* 1.28 +£0.06*
(n=5) (p=0.98) (»p<0.0001) (»<0.0001)
WKY (12 w; 0.91+0.23 259+4.8 0.91+0.04
n=10)
hypSHR (12 w;  1.20+0.17 71.7+£10.3* 1.2+0.04*
n=9) (p=0.35) (p=0.0008) (»p=0.001)
Caffeine
WKY (4-5 w; 3.2+0.65 10.8+1.5 0.51+0.03
n=9)
preSHR (4-5 3.4+1.1 20.3 +£3.6* 0.68 +0.04*
w; n=9) (p=0.01) (»=0.012)

Charge/spike

Spike Ampli- Half-width t;,,  Number
tude (pA) (ms) of spikes
recorded
43.8+3.1 10.4+0.7 13.4+1.6
51.7+29 11.6+04 17.6 +2.6
(p=0.09) (n=0.17) (»=0.22)
58.1+4.1 8.6+0.6 21.0+4.7
76.4+5.8% 72+0.4 24.4+5.6
(p=0.01) (p=0.06) (p=0.64)
Spike ampli- Half-width t;,, Number of Burst
tude (pA) (ms) spikes dura-
tion
(sec)
46.2+2.1 9.7+0.3 33.0+4.8 20
66.8+2.9% 11.6+0.2* 57.8+7.8% 38
(»p<0.0001) (»p<0.0001) (p=0.03)
48.3+2.7 10.1+0.4 325+4.2 31
(»p=0.99) (p=0.76) (p=0.66)
51.4+23 11.9+0.2* 69.2+15.7* 35
(p=0.78) (»<0.0001) (p=0.03)
110.7 £8.8%* 12.5+0.4% 105.2+10.1* 20
(»p<0.0001) (»<0.0001) (»<0.0001)
74.4+4.7 9.5+0.3 29.1+5.8 20
115.9+6.1%* 8.1+0.2% 57.7+6.2% 35
(p<0.0001) (p=0.003) (p=0.007)
39.5+2.4 7.6+0.4 20.8+2.1 6-8
46.9+2.7* 10.5+0.4* 28.3+4.8 6-8
(p=0.04) (»<0.0001) (p=0.15)

Depolarization-induced catecholamines exocytosis
from preSHR CCs

A brief application of a depolarizing solution triggers
robust Ca®*-mediated exocytosis in CCs [7]. To charac-
terize this secretory response, amperometric recordings
from 4 to 5 weeks old preSHRs CCs and age-matched
WKY rats were compared. A shown in Fig. 2 a and b,
the amperometric responses of preSHR CCs are more
robust and longer-lasting than WKY CCs. Recordings
from three different preSHR CCs are shown in Fig. 2b.
The latency between the stimulus onset and the first
amperometric spike preSHR CCs and WKY is similar
(1.4+0.18 s versus 1.1 +£0.23 s; mean + SEM; p =0.75;
see Table 1).

Figure 2c compares the time course of cumulative charge
at 2-s intervals. After 60 s of recording, the peak cumulative
charge is 2.9-fold greater in preSHR than in WKY CCs. Like-
wise, all spike parameters, namely: charge per spike, spike
peak amplitude, half-width, and the total number of spikes,
were significantly greater in preSHR than in WKY CCs
(Table 1). Figure 2e compares the amplitude distribution of
depolarization-induced amperometric spikes from CCs of
both strains. The mean spike amplitude of preSHR is signifi-
cantly larger than WKY CCs (66.8+2.9 versus 46.2 +2.1 pA;
mean +SEM; p <0.0001). More medium (50-190 pA) and
large spikes (190-290 pA) were recorded from preSHR than
WKY CCs (Table 2). These results demonstrate that CCs from
preSHRs display more vigorous catecholamine secretion in
response to membrane depolarization than WKY CCs.
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Fig.1 Spontaneous catecho-
lamine exocytosis from single
cultured preSHR and hypSHR
chromaffin cells (CCs). a, b
Representative amperometric
recordings from a WKY (a)
and a preSHR (b) CCs. ¢ Time
course of cumulative charge

at 10-s intervals for WKY
(black triangles) and preSHR
(gray triangles; parenthesis:
number of cells analyzed, from
3 different cultures) CCs. After
5 min of recording, the peak
cumulative charge in preSHR
is 1.5-fold higher than in WKY
CCs. d Amplitude distribution
histograms of spontaneous
amperometric spikes recorded
from WKY (black bars) and
preSHR (gray bars) CCs. Large
spikes (190-290 pA) occurred
more often in preSHR CCs than
in WKY CCs (parenthesis: total
number of spikes analyzed). e,
f Representative amperometric
recordings from a WKY CC (e)
and a hypSHR CC (f). g Time
course of cumulative charge at
10-s intervals in hypSHRs (gray
squares) and WKY CCs (black
squares; parenthesis: number of
cells analyzed from 3 different
cultures). h Amplitude distribu-
tion histograms of spontaneous
amperometric spikes recorded
from WKY CCs (black bars)
and hypSHR CCs (gray bars).
Medium and large spikes are
recorded more often in preSHR
CCs than in WKY CCs (see
Table 2)

Time (s)

The peak cumulative charge data of CCs from preSHRs
(n=24 cells) showed more variability than WKY CCs (Fig. 2c).
Hence, we arbitrarily divided the preSHR data into three sub-
groups according to their peak cumulative charge: subgroup 1
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(12/24): CCs with peak cumulative charge comparable to WKY
CCs (p=0.99); subgroup 2 (7/24): CCs with peak cumulative
charge ~ threefold larger than WKY CCs (p=0.001); subgroup
3 (5/24): CCs with peak cumulative charge ~ sixfold larger than
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Table 2 Percentages of small

(0-50 pA), medium (50190 Strain (age) Spontaneous
PA), and large (190-290 pA) Small % Medium % Large % Mean spike amplitude
amperometric spikes recorded WKY (4-5w)n=175 62.0 34.3 3.7 43.8+3.1
from preSHR, hypSHR, and preSHR 4-5 w n=370 65.4 274 72 517429
age-matched WKY .CC‘S. Data (p=0.09)
ifmrgiir; ;—rsi?xs‘ :;fgges e WKY (12 w)n=168 56.3 36.9 6.8 58.1+4.1
hypSHR (12 w) n=171 47.5 43.5 9.0 76.4+5.8%
(p=0.01)
Depolarization
Small % Medium % Large % Mean spike amplitude
WKY (4-5 w) n=528 64.3 322 35 46.2+2.1
preSHR (4-5w)n=1387 572 35.8 7.0 66.8 +2.9*%
(p<0.0001)
WKY (12 w) n=291 38.8 53.8 74 74.4+4.7
hypSHR (12 w) n=529 33.4 50.1 16.5 1159+6.1%
(»<0.0001)
Caffeine
Small % Medium % Large % Mean spike amplitude
WKY (4-5w)n=188 69.9 28.8 1.3 39.5+24
preSHR (4-5 w) n=255 65.2 333 1.5 46.9+2.7
(p=0.004)

WKY CCs (p<0.0001). Figure 2b exemplifies an amperomet-
ric recording from each group, and Fig. 2d compares the time
courses of cumulative charge.

The latency to the first amperometric spike in subgroup
1 is longer than in WKY CCs (1.5+0.3 s versus 1.1+0.2 s;
mean + SEM; p=0.75; see Table 1), but the difference is not
significant. Likewise, all the spike parameters (peak cumula-
tive charge, charge per spike, peak amplitude, the total num-
ber of spikes) of subgroup I are very similar to age-matched
WKY CCs. In contrast, the spike parameters of subgroups 2
and 3 (except for spike amplitude in subgroup 2) have values
significantly greater than WKY CCs (Table 1). The differences
among subgroups 2 and 3 are also significant. In particular, the
cumulative charge, the charge per spike, and the spike amplitude
of CCs from subgroup 3 are 1.7, 1.4, and 2.1-fold greater than
those of subgroup 2 (Table 1). From these results, it can be con-
cluded that the secretion rate of CCs from subgroup I is almost
indistinguishable from age-matched WKY CCs, while CCs from
subgroups 2 and 3 can be characterized as super-secretory and
hyper-secretory, respectively (see Fig. 2d and Table 1).

Depolarization-induced catecholamine exocytosis
in hypSHR CCs

Next, we compared depolarization-induced catecholamine
secretion of CCs from hypSHR versus age-matched WKY CCs.
Representative amperometric recordings are shown in Fig. 3 a
and b. Figure 3c compares the time course of cumulative charge
from these two strains. After 60 s of recording, the peak cumu-
lative charge of AypSHR is~2.8-fold higher than age-matched

WKY CCs (Table 1). Accordingly, the spike parameters of hyp-
SHR (except the number of spikes) are between 1.3- and 2.0-fold
bigger in hypSHR than WKY CCs (Table 1). The amplitude
distributions of depolarization-induced amperometric spikes
recorded from CCs of hypSHR and WKY are shown in Fig. 3d.
The difference in mean spike amplitude between hypSHR and
WKY CCs (115.9+6.1 pA versus 74.4 +4.7 pA; mean+SEM;
p<0.0001) may be explained by a more significant proportion
of large spikes (190-290 pA), and fewer medium (50-190 pA)
and small spikes (0-50 pA) in hypSHRs CCs (Table 2).

Caffeine-induced release of catecholamines
from preSHR CCs

Caffeine was applied to assess the contribution of Ca®*
release from the endoplasmic reticulum (ER) to catecho-
lamine exocytosis (see “Methods” section). When the ER
contains enough Ca’*, caffeine opens RyRs, producing
an [Ca*]i rise that triggers robust catecholamine exocy-
tosis [18, 19, 28]. In contrast to membrane depolariza-
tion, where the first exocytotic events occur after a brief
delay (< 1.5 s), the caffeine-induced response begins after
a significantly longer delay (3.2 +0.6 s and 3.4+ 1.1 s;
mean + SEM; WKY and preSHR CCs, respectively) and
comprises a bump-like elevation above baseline with a
burst of amperometric spikes riding on top [30]. Both
components ceased after approximately 10 s, although
slow spiking may continue after 50 s or more (Fig. 4a,
b). Figure 4c compares the time course of the cumulative
charge of each strain. After 60 s of caffeine application, the
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Fig.2 Catecholamine exocytosis elicited by high K* depolarization
in WKY and preSHR chromaffin cells. a, b Representative ampero-
metric recordings from a WKY CC (a) and three preSHR CCs belong
to subgroups 1, 2, and 3 (b). The response to membrane depolari-
zation is more robust in subgroups 2 and 3 (see explanation in the
text). ¢ Time course of the cumulative charge at 2-s intervals for
WKY (black triangles) and preSHR (gray triangles) CCs. After 60 s
of recording, the peak cumulative charge is 2.8-fold greater in pre-
SHR than in WKY CCs. d Time course of the cumulative charge at
2-s intervals after the depolarizing stimulus for the three subgroups

peak cumulative charge is nearly 1.9-fold greater in pre-
SHR than in WKY CCs (Table 1; see also [39]). Accord-
ingly, all spike parameters of caffeine-induced exocytosis
(except the number of spikes) were significantly aug-
mented in preSHR CCs compared to WKY CCs (Table 2).
Figure 4d compares the amplitude distribution of caffeine-
induced amperometric spikes. Medium (50-190 pA) and
large (190-290 pA) spikes occurred more often in preSHR
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of preSHR CCs (green circles: subgroup 1; blue squares: subgroup 2;
red triangles: subgroup 3. (parentheses: number of spikes analyzed
in 5 different cultures). The peak cumulative charge of subgroup 1
is identical to WKY CCs (p=0.99), while that of subgroups 2 and
3 are 3.0-fold and 6.0-fold larger than WKY CCs (p=0.001 and
p<0.0001, respectively). *p <0.05, one-way ANOVA after Dunnett’s
post hoc test. ¢ Amplitude distribution histograms of amperometric
spikes recorded from WKY CCs (black bars) and hypSHR CCs (gray
bars). Medium and large spikes arose more often in preSHR CCs than
in WKY CCs (see Table 2; parenthesis: number of spikes analyzed)

CCs than in WKY CCs (Table 2). These data agree with
an earlier study in CC from SHRs with early hypertension
[39] (see the “Discussion” section).
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Fig.3 Catecholamine exocytosis elicited by high K* depolarization
in WKY and hypSHR chromaffin cells. a, b Representative ampero-
metric recordings from a WKY CC (a) and a hypSHR CC (b). The
response to membrane depolarization is more robust in ZypSHR than
in WKY CC. ¢ Time course of the cumulative charge at 2-s intervals
for WKY (black triangles) and hypSHR CCs (gray triangles). The
parenthesis: the number of cells analyzed from 3 different cultures).

Contribution of CICR to depolarization-induced
exocytosis in preSHR

Next, we investigated the contribution of Ca?*-induced
Ca’*-release (CICR) to exocytosis in preSHR CCs. Depo-
larization-induced amperometric spikes were recorded from
WKY and preSHR CCs before and after 10-min incubation
with 10 pM ryanodine (an irreversible RyR blocker). CCs
from both strains produce fewer spikes after ryanodine
incubation, but the reduction is stronger in preSHR CC
(Fig. 4e-h). Figure 4 i and Figure j illustrate the time course
of cumulative charge in these two strains before and after
ryanodine treatment. The peak cumulative charge dimin-
ished by ~14% in WKY CCs and ~57% in preSHR CCs (see
Table 3). None of the amperometric spike parameters of
WKY CCs were significantly altered by ryanodine. Con-
versely, in preSHR CCs, the charge per spike, spike ampli-
tude half-width, and the number of spikes diminished sig-
nificantly (Table 3). Since ryanodine blocks RyR-mediated
CICR [23, 48], these data demonstrate that CICR contributes
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After 60 s of recording, the peak cumulative charge is 2.7-fold greater
in hypSHR CC than in WKY CCs. d Amplitude distribution histo-
grams of amperometric spikes, recorded from WKY (black bars) and
hypSHR CCs (gray bars). Medium and large spikes appear more often
in hypSHR CCs than in WKY CCs (see Table 2; parenthesis: number
of cells analyzed). *p <0.05, unpaired 7-test

more significantly to catecholamine secretion in preSHR
than in WKY CCs ([39], see the “Discussion’ section).

Intracellular Ca* signals in preSHR CCs

Our previous study in CC from early hypertensive SHRs
[39] showed that the augmented stimulus-induced secre-
tory response correlates with the generation of stronger
intracellular Ca2* signals. Hence, we wondered if the same
mechanism underlies the enhanced catecholamine secretion
in preSHR CCs. Cultures were incubated with a fluorescent
Ca”* indicator, and time series of fluorescence images (AF
movies) was captured after stimulation, first with high K*
and then with caffeine (see the “Methods” section). Fig-
ure 5a exemplifies AF signals (arbitrary units; a. u.) elic-
ited by membrane depolarization in a WKY and a preSHR
CC. Figure 5b compares the mean peak AF amplitudes. The
depolarization-induced AF signals are significantly stronger
in preSHR (88.2+4.1 a.u.; mean + SEM; n=96 cells) than
in WKY CCs (58.1 £3.4 a.u., mean+ SEM; n=_89 cells);
p<0.0001. Figure 5c illustrates caffeine-induced AF signals
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Fig.4 Contribution of Calcium-
induced Calcium release to
catecholamine exocytosis from
preSHR and WKY CCs. a, b
Representative amperometric
responses elicited by caffeine
application (10 mM, 10 s) from
a WKY (a) and a preSHR (b)
CC. A more robust secretory
response is recorded in preSHR.
¢ Time course of cumulative
charge at 2-s intervals for WKY
(black squares) and preSHR
CCs (gray squares). At 60 s,

the peak cumulative charge

is 2.0-fold greater in preSHR
than in WKY CCs. d Ampli-
tude distribution histograms of
caffeine-induced amperometric
spikes recorded from WKY
(black bars) and preSHR CCs
(gray bars). Medium and large
spikes are more frequent in
preSHR CCs than in WKY CCs
(Table 2; parenthesis: number
of cells analyzed from 5 differ-
ent cultures). e, f Representative
traces of depolarization-induced
amperometric spikes from a
WKY CC and a preSHR CC.

g, h Corresponding traces
obtained from the same pair

of cells after incubation with
ryanodine (10 pM; 10 min).
Ryanodine affects more the
secretory response of preSHR
than WKY CC. i, j Time course
of cumulative charge at 2-s
intervals for WKY and preSHR
CCs responses, before (black
circles) and after (gray circles)
ryanodine treatment. In WKY
CCs, the peak cumulative
charge did not change signifi-
cantly after ryanodine treatment
(p=0.83; see Table 3), while

it dropped by 57% in preSHR
CCs (p=0.01, see Table 3). The
parenthesis is the number of
cells analyzed from 3 different
cultures). *p <0.05, one-way
ANOVA after Tukey’s post hoc
test
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Table 3 Kinetic parameters of amperometric spikes recorded from
age-matched WKY CCs and pre-hypertensive SHR CCs before and
after incubation with 10 pM ryanodine. Data are mean+SEM. n

indicates the number of cells from three different cultures. * p <0.05
compared to control before ryanodine treatment, One-way ANOVA
after Tukey’s post hoc test

Cumulative charge (pC)  Charge/spike (pC)  Spike amplitude (pA)  Half-width t;,, (ms) ~ Number of spikes
WKY (4-5 w; n=8)
Control 354+7.6 0.79+0.03 69.9+3.9 8.1+0.3 39.8+9.9
Ryanodine 10 yM  30.3+3.9 0.77+0.04 67.4+3.5 8.3+0.3 324+6.9
(p=0.49) (p=0.71) (p=0.60) (p=0.76) (p=0.55)
preSHR (4-5 w; n=38)
Control 71.3+10.6 0.98+0.03 79.3+2.8 8.2+0.4 69.4+6.5
Ryanodine 10 yM ~ 30.6+5.7* 0.84+0.05* 58.8+3.6% 10.2+0.5* 33.4+4.7*
(p=0.005) (p=0.04) (p=0.0009) (p=0.006) (p=0.0007)

in CCs from both strains, and Fig. 5d compares the mean
peak AF amplitudes, caffeine-induced AF signals are signifi-
cantly stronger in preSHR (46.6 +4.0; mean + SEM; n=96
cells) than in WKY CCs (34.1 +2.7 a.u.; mean + SEM;
n=2_89 cells); p=0.001.

Intracellular Ca2* signals in hypSHR CCs

Figure 5e compares depolarization-induced AF signals
recorded from a hypSHR and age-matched WKY CCs.
The corresponding mean peak AF amplitudes are shown
in Fig. 5f. The depolarization-induced AF signals in hyp-
SHR (100.4 + 6.8 a.u.; mean + SEM; n="73 cells) are sig-
nificantly stronger than those of WKY CCs (56.9 +£3.7 a.u.
mean + SEM; n =82 cells; p<0.0001). The AF signals
elicited in the same CCs by caffeine application are shown
in Fig. 5g, and the mean peak amplitudes are illustrated in
Fig. 5h. The caffeine-induced AF signals are stronger in
hypSHR (53.5+3.6 a.u., mean+ SEM, n="73 cells) in than
in WKY CCs (34.6+5.7 a.u.; n mean+ SEM, =82 cells;
p=0.002). As these data demonstrate, hypSHR CCs pro-
duce slightly stronger [Ca®*]i signals than preSHR CCs in
response to the same stimulus: 100.4 a.u. versus 88.2 a.u.
for depolarization and 53.5 a.u. versus 46.6 a.u. for caffeine
(see the “Discussion” section).

Comparison of dense-core granules
between preSHR, hypSHR, and WKY CCs

Both spontaneous and stimulated exocytosis of catechola-
mines from preSHR and hypSHR CCs comprises ampero-
metric spikes with a mean charge per spike 1.5 and 1.2-fold
larger respectively than age-matched WKY CCs (Table 1).
Since SHRs spikes transport more charge (catecholamines)
than WKYs, they represent the exocytosis of larger secretory
granules [see 42]. In order to test the hypothesis that SHR
contains bigger secretory granules than WKY CCs, sections
of adrenal glands from preSHR, hypSHR, and aged-matched
WKY were examined by TEM.

Figures 6a—d illustrate TEM images from preSHR and
WKY sections at two different magnifications. No differ-
ences in granule size can be observed. Dense-core granules
were detected, and their areas were measured and trans-
formed to diameters (see the “Methods” section). The mean
granule diameter does not differ between preSHR and WKY
CCs (Fig. 6e), and the granule size distributions are similar
in both strains (Fig. 6g and Table 4). Figure 7a—d illustrates
TEM images from hypSHR and age-matched WKY. Once
again, no difference in granule size is noticeable, and the
mean granule diameter does not differ significantly between
hypSHR and WKY CCs (Fig. 7e). Accordingly, the gran-
ule size distributions are also very similar between strains
(Fig. 7g and Table 4). Nonetheless, when Fig. 6a and 6b
and Fig. 7 a and b are compared, it is obvious that the cyto-
plasm of preSHR and hypSHR CCs contains more granules
than that of WKY CCs. The granule density per cytoplasmic
area was measured (see the “Methods” section). As shown
in Figs. 6f and 7f, the difference is significant: preSHR and
hypSHR have 63% and 82% more granules respectively than
WKY (see Table 4).

Discussion

Neonatal and infantile SHR are normotensive. After 6 weeks
of age, blood pressure (BP) gradually rises [24], reaching
150 mmHg by the 10™ week. At this early stage (hyperki-
netic phase of hypertension), high BP results from the aug-
mented cardiac output, with total peripheral resistance (TPR)
unchanged [27]). By the 15th week, BP reaches 200 mmHg
[24], with TRP remaining unchanged. At 25 weeks of age
(TRP phase of hypertension [10]), high BP concurs with
increased TPR, with cardiac output returning to normal [40].
During the TRP phase, edema, cardiac hypertrophy, and kid-
ney failure are common [10]. In juvenile SHRs (5-7 weeks
old), adrenaline (A) and noradrenaline (NA) plasma lev-
els are elevated. After 24 weeks of age, only NA remains
elevated, and by 12 months of age, both AD and NA nearly
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Fig.5 Intracellular Ca>* signals
in response to membrane depo-
larization and caffeine applica-
tion in preSHR and hypSHR
CCs. a Examples of AF signals
elicited by high-K* depolariza-
tion in a WKY (solid line) and
a preSHR (dashed line) CC. b:
Bar plot of the amplitude of
depolarization-induced intracel-
lular Ca”* signals in WKY
(black bar) and preSHR CCs
(gray bar). The mean peak fluo-
rescence signal is 1.5-fold larger
in preSHR than in WKY CCs
(p<0.0001).c: Examples of

AF signals elicited by caffeine
application (10 mM, 10 s) in a
WKY (solid line) and a preSHR
(dashed line) CC. Recordings
are from the same pair of CCs
shown in a and ¢. d Bar plot
comparing the amplitude of
caffeine-induced intracellular
Ca®* signals in WKY (black
bar) and preSHR CCs (gray
bar). The mean peak AF signals
are 1.4-fold larger in preSHR
than in WKY CCs (p=0.001).
Number of cells: preSHR
(n=96) and WKY (n=289)

from 4 different cultures for
each strain. e Representative
DF signals elicited by high-K*
depolarization in a WKY (solid
line) and a hypSHR (dashed
line) CC. f Bar plot comparing
the amplitude of depolarization-
induced intracellular Ca**
signals in WKY (black bar) and
hypSHR CCs (gray bar). On
average, the peak AF signals are
1.8-fold larger in hypSHR than
in WKY CCs (p<0.0001). g
Representative AF signals elic-
ited by caffeine in a WKY (solid
line) and a hypSHR CC (dashed
line). h Bar plot comparing the
amplitude of caffeine-induced
intracellular Ca®* signals in
WKY (black bar) and hypSHR
CCs (gray bar). On average,
peak AF signals are 1.5-fold
larger in preSHR than in WKY
CCs (p=0.002). Number of
cells: hypSHR (n="73); WKY
(n=282 cells) from 4 differ-

ent cultures for each strain.

*p <0.05, unpaired 7-test
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Fig.6 Comparison of dense-
core granules in WKY and
preSHR CCs. a, b Representa-
tive electron micrographs from
WKY (a) and preSHR adrenal
gland (b). ¢, d electron micro-
graphs from WKY (c¢) and pre-
SHR adrenal gland (d) at higher
magnification. e: Bar plot of the
diameter of dense-core granules
from WKY (black bar) and
preSHR (gray bar) (228 +2 nm
and 231 + 2, respectively,
p=0.25). f Bar plot of the
density of granules per unit
area in WKY (black bar) and
preSHR (gray bar) (4.7+0.6
versus 7.7 +0.7 granules/pm2
respectively, p=0.01); unpaired
t-test. g Frequency histogram

of granule size in WKY (dark
bars) and preSHR (gray bars).
Granule size distributions are
very similar, with most granules
(75.2% of preSHR and 76.6% of
WKY) ranging between 200 and
400 nm (preSHR n= 1593 gran-
ules; WKY n=1225). Our data
set comprises 15 EM pictures of
4-week-old preSHR, and 10 EM
pictures of age-matched WKY
rats (n =3 rats from each strain)
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Table 4 Granule size data from TEM of adrenal sections from pre-
SHR, hypSHR, and age-matched WKY CCs. Data are mean+ SEM.
The n indicates the number of granules measured. *p <0.05, unpaired
t-test. Our data set comprises 15 EM pictures of 4-week-old preSHR,

and 10 EM pictures of age-matched WKY rats; 15 EM pictures of
12-week-old hypSHR, and 10 EM pictures of age-matched WKY rats
(n=3 rats from each strain)

Strain % Small % Medium % Large Mean granule size (nm) Mean granule den-
<200 nm (200400 nm) (400-600 nm) sity (granules/pm?2)
WKY (4-5 w) n=1225 20.1 76.6 32 231+2 47+0.6
preSHR (4-5 w) n=1593 174 75.2 7.7 228+2 (p=0.25) 7.7+0.7 (p=0.01)
WKY (12 w) n=1298 31.9 54.3 13.8 233+3 45+07
hypSHR (12 w) n=2170 18.1 72.6 9.3 235+2 (p=0.64) 8.2+0.6 (p=0.001)

return to normal [36]. Thus, the early hyperkinetic phase of
hypertension correlates with increased catecholamine secre-
tion, but the late TRP phase does not.

Sympathectomy of neonatal SHRs results in adults with
lower BP but still higher than WKY rats [25]. Likewise,
bilateral adrenal demedullation attenuates adult hyperten-
sion. Only sympathectomy plus demedullation of imma-
ture SHRs prevents the development of hypertension [24].
Hence, the sympathetic nervous system and the adrenal
medulla play synergistic roles in BP elevation of SHRs. This
study hypothesis is that hypertension onset is associated with
an early elevation of plasmatic catecholamines, likely origi-
nated from the adrenal gland. A relevant question would be:
Which abnormalities of the adult SHR can be traced to the
prehypertensive stage? The answer to this question is crucial
for the design of early intervention therapeutic strategies.

Prehypertensive stage alterations

Plasma levels of catecholamines and neuropeptide Y
(another indicator of sustained sympathetic activity) are
elevated in young prehypertensive SHRs [41]. Another
indicator of sympathetic hyperactivity in juvenile SHRs is
baseline tachycardia. This sympathetic hyperresponsiveness
in SHRs results from diminished norepinephrine reuptake
and stronger intracellular Ca* signals in sympathetic nerve
terminals [26, 41]. Even so, juvenile SHRs remain normo-
tensive until about 6 weeks of age by downregulation of
catecholamine biosynthesis in the adrenal medulla and sym-
pathetic ganglia [46].

Our starting hypothesis was that in prehypertensive
(4-5 weeks old) SHRs, adrenal catecholamine release
would be higher than age-matched WKY but less robust
than in (12 weeks old) hypertensive SHRs. To evaluate these
ontogenetic changes, baseline and stimulated single-cell cat-
echolamine release from prehypertensive and hypertensive
SHR was examined together with stimulus-induced intracel-
lular Ca** signals compared with normotensive WKY rats
from the same age. Dense core granule size and density were
also examined.

@ Springer

Blood pressure

BP and heart rate of preSHRs were not statistically different
from age-matched WKY rats. Conversely, in hypSHRSs, sys-
tolic and diastolic BP were 30 and 25% higher, respectively,
and the heart rate was 29% higher than in age-matched WKY
rats. These data support the conclusion that the age groups
chosen for this comparative study are adequate.

Spontaneous catecholamine exocytosis from preSHR
and hypSHR CCs

Spontaneous amperometric spikes, recorded in preSHR
and hypSHR, had a similar frequency than age-matched
WKY CCs (Fig. 1a, b and Fig. le, f). The peak cumula-
tive charge (a measure of the rate of exocytosis) is slightly
higher in both preSHR and hypSHR than in age-matched
WKY CCs (Table 1). The difference in exocytosis rate is
likely to become significant if longer-lasting recordings are
compared. In general, the values of mean charge per spike
and spike amplitude reported here agree with previous data
from early hypertensive SHR CCs [30, 39].

Depolarization-induced secretory responses
in preSHR CCs

We and others previously reported that CCs from SHRs
secrete more catecholamines [29, 30, 39]. We found that
in preSHR CCs, the secretory response elicited by a brief
depolarization is more robust and longer-lasting than in
WKY CCs. Accordingly, the mean peak cumulative charge
(a measure of catecholamine secretion) is 2.9-fold higher
in preSHR than in WKY CCs. When these data are subdi-
vided into subgroups, we found that the secretion rate of
subgroup 1 (50% of the sample) is indistinguishable from
WKY CCs and that subgroups 2 and 3 display peak cumula-
tive charges 3- and sixfold larger, respectively, than WKY
CCs (Table 1). The latter CCs were named “super-secreting”
and “hyper-secreting.” These findings suggest that half of
SHR CCs secrete at a normal rate during the prehypertensive
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Fig.7 Comparison of dense-
core granules in WKY and
hypSHR CCs. a, b Representa-
tive electron micrographs of
WKY (a) and hypSHR adrenal
gland (b). ¢, d Electron micro-
graphs at higher magnification
from WKY (c) and hypSHR
adrenal gland (d). e Bar plot

of the diameter of dense-core
granules from WKY (black bar)
and hypSHR (gray bar) (234 +3
and 235 + 2 nm, respectively,
p=0.64). f Bar plot of the den-
sity of granules per unit area in
WKY (black bar) and hypSHR
(gray bar) (4.5+0.7 versus
8.2+0.6 granules/pm?2 respec-
tively, p=0.001); unpaired
t-test. g Frequency histogram

of granule size in WKY (dark
bars) and hypSHR (gray bars).
Granule size distributions are
very similar, with most granules
(72.6% of hypSHR and 54.3% of
WKY) ranging between 200 and
400 nm (hypSHR n=2170 gran-
ules; WKY n=1298). Our data
set comprises 15 EM pictures
of 12-week-old hypSHR, and

10 EM pictures of age-matched
WKY rats (n=3 rats from each
strain)

Granule diameter (nm)

— N
[8)] o
o o
1 1

100+

(¢}
o
1

o
1

No. of granules/um?

WKY hypSHR WKY hypSHR
9 40- . \\WKY
= hypSHR
@ 30
[0)]
s
& 20-
3]
(0]
o
N | h
o-L—a—te K II Ill Ill lll lll al
o o o o o o o
o o o o o (e ]
= N (42} <r w0 [(e]

Granule diameter (nm)

@ Springer



Pfliigers Archiv - European Journal of Physiology

stage, while the other half comprises super and hyper-secret-
ing CCs. Spike parameter values (charge per spike, spike
peak amplitude, number of spikes, and burst duration) of
subgroups 2 and 3 are significantly greater than those of
subgroup 1. Of these parameters, the charge per spike and
the burst duration had the most significant contribution
(Table 1). It would be interesting to determine if such a het-
erogeneous population of SHR CCs persists at later stages
of hypertension.

Comparison of secretory rate between preSHRs
and hypSHRs

One may wonder: which SHR CCs (prehypertensive or
hypertensive) release more catecholamines in response to
membrane depolarization? The answer is not straightfor-
ward. Both preSHR and hypSHR CCs display stronger exo-
cytosis than age-matched WKY CCs. However, the increase
in exocytosis found is very similar (~2.8-fold), contrary to
our expectation.

Nonetheless, the absolute secretion rate of hypSHRs is
only 1.2-fold higher than preSHR CCs, even though the dif-
ference spike amplitude is 1.7-fold higher. Why is the rate
of secretion not higher in ~7ypSHR? A likely explanation is
that CCs from hypSHRs produce 10% fewer spikes, and their
half-width duration is 30% briefer than in preSHRs CCs.
Interestingly, the spike half-width (related to the granule’s
speed of exocytosis) of hypSHR CCs is the shortest of all
CCs groups (t,,=8.1 ms; Table 1). This data is consistent
with earlier reports that plasma adrenaline levels of SHRs
are similar to normotensive WKY rats after 24 weeks of
age [39].

Caffeine-induced secretory responses of preSHR CCs

After readily crossing the plasma membrane, caffeine trig-
gers Ca’* release from intracellular stores, bypassing mem-
brane depolarization. The longer delay (about 3.2 s) before
the first amperometric spike is recorded likely results from
caffeine diffusion, rate of Ca>* release from the ER, and
diffusion of Ca®* to the sites of exocytosis. The caffeine-
induced exocytosis in preSHR is nearly twofold larger than
in WKY CCs (Table 1). In comparison, it is 2.7-fold higher
after membrane depolarization. The difference results from
the generation, after caffeine stimulation, of fewer spikes
with a smaller charge per spike (Table 1). In summary,
catecholamine secretion in preSHR CCs is characterized
by amperometric spikes of greater charge and peak ampli-
tude than age-matched WKY CCs, regardless of the type of
stimulus.

@ Springer

Role of CICR in depolarization-induced exocytosis
of preSHR CCs

The smooth endoplasmic reticulum (ER) operates as an
intracellular Ca** store. InsP; receptors (InsP;R) and ryano-
dine receptors (RyRs) are intracellular channels that release
Ca®" to the cytosol in response to [Ca**]i elevations, thus
providing a mechanism of Ca** signal amplification termed
CICR [2, 19, 35]. Ryanodine, an irreversible RyRs blocker
that obliterates RyR-mediated CICR [43, 48], was used to
assess its contribution to the release of catecholamines.
After ryanodine incubation, the cumulative charge dimin-
ished by less than 14%, in WKY CCs, with no effects on
spike parameters (see Fig. 4e and Table 2). Conversely, in
preSHR CCs, the cumulative charge fell by 57% after ryano-
dine treatment (see Fig. 4k). Accordingly, the charge per
spike, spike amplitude, and the number of spikes generated
diminished significantly (14%, 25%, and 50%, respectively;
Table 2). In early hypertensive SHR CCs, ryanodine caused
a more drastic reduction (77%) in cumulative charge, mainly
due to a reduction of 22% in charge per spike and of 71% in
the number of spikes [39]. These results demonstrate that
CICR also contributes significantly to catecholamine hyper-
secretion in preSHR CCs.

Intracellular Ca* signals in preSHR, hypSHR,
and WKY CCs

Since the same stimulus recruits more amperometric spikes
of larger size in SHR than in WKY CCs, we speculated that
this is due to the generation of stronger intracellular Ca>*
signals. Accordingly, in both preSHR and hypSHR CCs,
depolarization, and caffeine triggered greater [Ca?*]i rise
(1.5- and 1.4-fold; and 1.7- and 1.5-fold, respectively) than
in WKY CCs (Fig. 5 b, d, f, and h). In our previous report in
SHR, [Ca**]i increases were 3.2- and 2.5-fold greater (depo-
larization and caffeine, respectively) than in WKY CCs [39].
The fact that both stimuli trigger slightly bigger [Ca**]i
signals in AypSHR than in preSHR (see Fig. 5) agrees with
amperometric data, supporting the idea that catecholamine
hypersecretion is linked to stronger intracellular Ca>* signals
[39]. Enhanced Ca** signaling has been reported in the soma
of stellate and superior cervical ganglia neurons of prehy-
pertensive 4-week-old SHRs and ganglionic neurons from
adult SHRs [26]. Bigger Ca®* signals are likely to occur
in their sympathetic nerve terminals, causing a stronger
Ca**-dependent release of catecholamines.

Mechanisms involved in the enhanced secretory
phenotype of SHR CCs

On average, preSHR CCs secrete 2.9-fold more catechola-
mines than WKY CCs (Fig. 2c). However, in about half of
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these CCs, catecholamine secretion is unaffected, while the
remaining ones secrete 3- and sixfold more than WKY CCs.
Likewise, CCs secrete, on average, 2.8-fold more catecho-
lamines during the hypertensive stage than WKY CCs [see
also 39]. Which mechanism is responsible for the appear-
ance of the hypersecretory phenotype in the CCs population?

In SHRs, the pre-celiac splanchnic nerve fibers dis-
play a higher baseline electrical activity, and the pregan-
glionic sympathetic fibers innervating the adrenal gland
have enhanced responses to hypothalamic stimulation [31].
Therefore, one may speculate that sustained synaptic input
may dysregulate juvenile SHR CCs, leading to the hyperse-
cretory phenotype (44). By analogy, chronic administration
of the anti-hypertensive agent reserpine reflexively increases
the synaptic stimulation of CCs and induces their prolifera-
tion in vivo [42, 45]. Since adrenal denervation prevents cell
proliferation in this pheochromocytoma model, it is assumed
that nerve fiber hyperactivity triggers adrenal medulla hyper-
plasia and neoplasia [44]. Neonatal sympathectomy causes
BP in adult SHRs to reach intermediate values between
untreated SHRs and age-matched normotensive WKY rats,
suggesting that the adrenal medulla without sympathetic
input still contributes to adult hypertension [25]. It is deci-
sive to determine if the hypersecretory phenotype in the
adult SHR is delayed or prevented by juvenile sympathec-
tomy or adrenal denervation.

Comparison of dense-core granules in preSHR,
hypSHR, and WKY CCs

Since the intragranular catecholamine concentration is con-
stant [1], the amount detected by amperometry is propor-
tional to the granule volume [1, 49]. Assuming a proportion-
ality of the cubic root of the charge per spike (Q') X 200
with the radius of the secreted granule [14], we estimated
a mean granule size of 336 nm for preSHR and 235 nm for
WKY and 415.6 nm versus 315 nm for AypSHR and WKY
(data for depolarization-induced exocytosis: see [39]). None-
theless, the mean granule size obtained from TEM images
does not support the hypothesis that SHR CCs contain
more medium and large-sized granules in their cytoplasm
(Table 4). Nonetheless, TEM images did show a significant
difference in granule density per unit area in preSHR and
hypSHR compared to WKY CCs. These findings suggest
that catecholamine’s enhanced secretion in SHR CCs could
also be due to an excess of secretory granules in the cyto-
plasm, making exocytosis more likely. The higher density
of granules in the cytoplasm of SHR CCs has been reported
earlier [33].

Thus, the higher incidence of medium and large amper-
ometric spikes in preSHR and hypSHR compared with
WKY CCs cannot be explained by granule size differences

[39]. Therefore, the bias of SHR CCs towards secreting
more medium and large granules is still unexplained. As
discussed earlier, a depolarizing stimulus recruits fewer
and smaller spikes in the same preSHR CCs after ryano-
dine treatment, suggesting that exocytosis of large secre-
tory granules requires stronger Ca’>* signals. Neuroen-
docrine cells (including adrenal CCs) express multiple
isoforms of synaptotagmin, Ca>* sensors for triggering
exocytosis with different Ca’* sensitivities [5, 9]. Thus,
syt VII has a high Ca" sensitivity, syt IX an intermediate
Ca’* sensitivity, and syt I a low Ca’* sensitivity. These
isoforms distribute to dense-core vesicles (DCV) of dif-
ferent sizes [50]. Thus, the release of more medium and
large granules in SHR CC could be related to differential
expression of synaptotagmin isoforms with different Ca>*
sensitivities [16, 17].

Our study in the SHRs model demonstrates that cat-
echolamine hypersecretion and enhanced intracellular
Ca’* signals in adrenal CCs can develop before the onset
of hypertension. Functionally, this translates into a more
robust stimulus-induced Ca®* signaling and catechola-
mine secretion, which could explain, in part, the increased
plasma catecholamine levels and tachycardia reported in
SHRs before hypertension develops. Accordingly, nearly
half of the CC population display super- and hyper- secre-
tion of catecholamine, although the other half have not
transitioned yet to the enhanced secretory phenotype.
The mechanism responsible for this heterogeneous secre-
tory phenotype in the population of SHR CCs remains
unexplained.
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