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RESUMEN

El descubrimiento de receptores nicotínicos (nAChRs) formados
por las subunidades α9 y α10 en las células de los epitelios sensitivos
del sistema vestibular y auditivo ha motivado su búsqueda en
 estructuras del sistema nervioso autónomo, como las células croma-
fines de la médula adrenal, en las que podrían inducir la hiperpolari-
zación de la membrana celular mediante la activación de canales de
K+ dependientes de Ca2+ de baja conductancia iónica (canales SK). El
objetivo fundamental de nuestro trabajo ha sido determinar la pre-
sencia y, en su caso, caracterizar funcionalmente el nAChR α9α10 en
las células cromafines de la médula adrenal de la rata. Con ese pro-
pósito, hemos empleado cultivos primarios de células cromafines ob-
tenidas de la glándula adrenal de rata y recurrido a la técnica electro-
fisiológica de patch-clamp para registrar las corrientes iónicas
generadas por la activación de los nAChRs del conjunto de la mem-
brana celular. Asimismo, hemos empleado la α-conotoxina RgIA, un
péptido capaz de bloquear de forma selectiva los nAChRs formados
por las subunidades α9 y α10. Los resultados obtenidos aportan evi-
dencias farmacológicas que permiten concluir que las células croma-
fines de la rata expresan nAChRs α9α10 funcionales que, además, des-
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empeñarían un papel modulador comportamiento eléctrico de dichas
 células.

Palabras clave: Receptor nicotínico; célula cromafín; potencial de
membrana; canales SK.

ABSTRACT

Pharmacological characterization and functional analysis of
α9α10 acetylcholine nicotinic receptors in isolated chromaffin
cells from the rat adrenal medulla

The identification of acetylcholine nicotinic receptors (nAChRs)
formed by α9 and α10 subunits in the sensory cells of the vestibular
and auditory systems, prompted us to investigate their presence in
adrenomedullary chromaffin cells, in which they could mediate mem-
brane hyperpolarization through the activation of small-conductance
Ca2+-dependent K+ channels (SK channels). The aim of the current
study has been to pharmacologically identify α9α10 nAChRs and in-
itiate their functional characterization in isolated chromaffin cells
from the rat adrenal medulla. We have employed the patch clamp
technique to record either the ionic currents generated by the activa-
tion of nAChRs or the associated changes in membrane potential. We
took advantage of the specificity of α-conotoxin RgIA for the nAChRs
formed by α9 and α10 subunits. Our pharmacological results suggest
that the rat chromaffin cells express functional α9α10 nAChRs that
would influence the electrical behaviour of these cells.

Keywords: Acetylcholine nicotinic receptor; chromaffin cell; mem-
brane potencial; SK channels.

1.  INTRODUCCIÓN

Los receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) son canales ió-
nicos activados por ligando —el ligando endógeno es la acetilcoli-
na— formados por la asociación de cinco subunidades con pesos
moleculares comprendidos entre 40 y 58 kDa. En la actualidad se
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reconoce la existencia de diez subunidades α diferentes (α1-α10),
cuatro subunidades β (β1-β4), una subunidad γ, una subunidad δ y
una subunidad ε.

Los nAChRs pueden clasificarse en tres tipos con propiedades far-
macológicas y biofísicas bien diferenciadas y una distribución anató-
mica característica: el nAChR muscular, localizado en la placa moto-
ra, el nAChR neuronal periférico, presente en los ganglios vegetativos
y en las células cromafines de la médula adrenal, y el nAChR neuro-
nal central, localizado fundamentalmente en diversas zonas del siste-
ma nervioso central (SNC).

1.1.  Los receptores nicotínicos neuronales

Desde el punto de vista biofísico los nAChRs neuronales, tanto cen-
trales como periféricos, se distinguen de los nAChRs musculares por
presentar una mayor permeabilidad al Ca2+ y una marcada rectifica-
ción de entrada (1). En los mamíferos se han identificado once subu-
nidades formadoras de nAChRs neuronales: α2-α7, α9, α10 y β2-β4
(2). Las subunidades α7 y α9 son capaces de formar homómeros fun-
cionales, mientras que el resto de las subunidades α da lugar a nAChRs
heteroméricos constituidos por subunidades α y β. Aunque el núme-
ro de nAChRs neuronales distintos que puede formarse con la com-
binación de las once subunidades mencionadas es muy elevado, es po-
sible reconocer algunos nAChRs y con propiedades farmacológicas
bien diferenciadas y localizaciones características (Figura 1): α4β2,
α3β4(β2), α7 y α9α10. El nAChR α4β2 es el tipo predominante en el
SNC, donde mayoritariamente presenta la estequiometría (α4)2(β2)3.
Por su parte, el nAChR compuesto por las subunidades α3 y β4 o β2
se localiza preferentemente en los ganglios vegetativos y en las célu-
las cromafines de la médula adrenal. Cuando la subunidad α5 es in-
corporada a estos complejos, los nAChRs incrementan su sensibilidad
a la acetilcolina y a la nicotina pero no se modifica su respuesta a la
epibatidina (3). El nAChR homomérico α7 se expresa tanto en el SNC
como en el periférico, mientras que en diversas estructuras como la
cóclea, los ganglios raquídeos, linfocitos, queratinocitos, etc., se han
identificado nAChRs formados por las subunidades α9 y α10. El ais-
lamiento de la α-conotoxina RgIA (α-Rg IA) del veneno del caracol
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Conus regius ha permitido disponer de una herramienta potente y se-
lectiva para bloquear las respuestas mediadas por los nAChRs α9α10,
posibilitando el estudio del papel funcional de este nAChR en algu-
nos de los tejidos en los que ha sido identificado.
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1.2.  Los receptores nicotínicos α9α10

Los nAChRs formados por la subunidades α9 y α10 han sido iden-
tificados en el epitelio sensitivo de la cóclea (células ciliadas —hair
cells— internas y externas) y del laberinto, bulbo olfativo, ganglio del
trigémino, ganglios raquídeos, corazón, placenta, linfocitos, querati-
nocitos, pulmón, adipocitos, espermatozoides, células endoteliales,

Figura 1.  Propiedades farmacológicas de los cuatro tipos principales de
nAChRs neuronales. En el panel superior se representa la estequiometría y la loca-
lización de los sitios de unión de la acetilcolina en los diferentes pentámeros. ACh:
acetilcolina; DMPP: 1,1-dimetil-4-fenil-piperacinio; Nic: nicotina; Cit: citisina; Epib:
epibatidina; Cho: colina; Oxo-M: oxotremorina-M; DHE: dihidro-β-eritroidina; MLA:
metilicaconitina; AuIB: α-conotoxina AuIB; IMI: α-conotoxina IMI; RgIA: α-conoto-
xina RgIA; ArIB [V11L, V16D]: α-conotoxína ArIB [V11L, V16D]; α-BgTx: α-bunga-
rotoxina, Atr: atropina; Est: estricnina (Adaptado de 4).



músculo liso vascular y músculo esquelético de la lengua (5-8); sin
embargo, no han sido hallados en el SNC.

Al ser expresadas en ovocitos de Xenopus laevis las subunidades α9
pueden combinarse entre sí formando nAChRs homoméricos funcio-
nales, capacidad ésta que no se ha evidenciado para la subunidad α10
(6, 9). Sin embargo, la coinyección de ARNm de las subunidades α9 y
α10 se asocia a la aparición de corrientes de magnitud 1.000 veces su-
perior a las observadas tras la expresión en solitario de la subunidad
α9, lo que indica que los dos tipos de subunidades se combinan para
constituir nAChRs heteroméricos funcionales que presentarían la es-
tequiometría (α9)2(α10)3. Esta circunstancia también podría acontecer
de manera fisiológica, ya que las subunidades α9 y α10 se colocalizan
en la mayoría de las estructuras donde han sido identificadas, consi-
derándose que las subunidades α10 actuarían como subunidades es-
tructurales (10).

Los nAChRs homoméricos α9 y los heteroméricos α9 α10 presen-
tan una farmacología peculiar entre los nAChRs, ya que, además de
ser activados por el agonista muscarínico oxotremorina-M, son los
únicos nAChRs inhibidos por la nicotina; asimismo, pueden ser blo-
queados por sustancias tan diversas como la muscarina (CI50(α9): 75
μM; CI50(α9α10): 41 μM), la estricnina (CI50(α9): 18 nM; CI50(α9α10): 20 nM),
la bicuculina (CI50(α9): 0,8 μM; CI50(α9α10): 1 μM), el tropisetrón (CI50(α9α10):
70 nM), el ondansetrón (CI50(α9α10): 0,6 μM), la atropina (CI50(α9/α9α10): 1
μM), la α-bungarotoxina (de forma reversible; CI50(α9): 2,1 nM; CI50(α9α10):
14 nM), la metilicaconitina (en el rango nanomolar bajo) (5, 6, 9, 11-
13). Los nAChRs α9 homoméricos y los heteroméricos α9α10 no pre-
sentan marcadas diferencias en sus perfiles farmacológicos, excepto
una sensibilidad 10 veces superior del nAChR α9α10 al efecto blo-
queante de la nicotina (CI50(α9): 31,5 μM; CI50(α9α10): 3,9 μM) (6).

Ellison y col. (13, 14) han puesto de manifiesto la extraordinaria
potencia y selectividad de la α-RgIA, un péptido de 13 aminoácidos,
para bloquear de forma competitiva las respuestas mediadas por los
nAChRs α9α10 de rata, tanto recombinantes —expresados en ovoci-
tos— como los nativos de las células del epitelio sensitivo de la cóclea.
Así, la CI50 sobre los nAChRs α9α10 (5 nM) es tres órdenes de magni-
tud inferior que sobre los nAChRs α7. Además, la CI50 de la α-RgIA so-
bre los nAChRs α3β2 y α3β4 es superior a 10 μM.
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Los nAChRs α9 homoméricos y el heteromérico α9α10 expresados
en ovocitos de Xenopus laevis son altamente permeables al Ca2+

(PCa/PNa ~ 9; (15)). Por su parte, Gómez-Casati y col. (16) determina-
ron que la PCa/PNa del receptor nativo de las células ciliadas de la có-
clea de la rata es de 8.

1.3.  Función del receptor nicotínico α9α10 en las células
ciliadas de la cóclea

El significado funcional de los nAChRs α9α10 ha sido investigado
fundamentalmente en las células ciliadas internas y externas de la có-
clea de los vertebrados. La activación de estos nAChRs por la acetil-
colina liberada por las terminaciones nerviosas de las fibras de la vía
olivococlear da lugar a la entrada de Ca2+ que a su vez activa los ca-
nales de K+ dependientes de Ca2+ y pequeña conductancia iónica del
tipo 2 (canales SK2; (17)). En este proceso puede participar también
la liberación de Ca2+ desde depósitos intracelulares mediante el me-
canismo de liberación de Ca2+ inducido por Ca2+ (CICR; (18)). La aper-
tura de los canales SK2 induce la hiperpolarización de la membrana
celular, lo que supone que los nAChRs α9α10 sean los únicos nAChRs
conocidos que ejercen una función inhibidora de la señalización eléc-
trica celular.

1.4.  Las células cromafines de la médula adrenal de la rata

Las células cromafines de la médula adrenal comparten origen
embriológico y características morfológicas y funcionales básicas
con las neuronas simpáticas postganglionares. A igual que éstas, ge-
neran potenciales de acción dependientes de la actividad de canales
de Na+, K+ y Ca2+ sensibles al potencial de membrana y almacenan
catecolaminas, ATP y neuropéptidos en vesículas de secreción deno-
minadas gránulos cromafines. El contenido de los mismos es verti-
do al torrente sanguíneo en respuesta a la acetilcolina liberada por
las terminaciones del nervio esplácnico. Las células cromafines cons-
tituyen un modelo ampliamente utilizado en estudios sobre neuro-
transmisión en virtud de su facilidad de cultivo y capacidad para
 expresar diversos tipos de receptores nicotínicos; además, la posibi-
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lidad de realizar registros electrofisiológicos en rodajas de tejido
adrenomedular (19) permite el análisis de la sinapsis esplacno-su-
prarrenal.

1.5.  Los receptores nicotínicos de las células cromafines 
de la médula adrenal

Existen evidencias de que en las células cromafines de la rata y del
hombre podrían expresarse nAChRs formados por las subunidades α2
(no en el hombre), α3, α4, α5, α7, β2 y β4 (20, 21), mientras que en
las células bovinas las subunidades constituyentes de los nAChRs se-
rían la α3, α5, α7 y β4 (22, 23).

En la actualidad se considera que el nAChR mayoritario de las cé-
lulas cromafines es el de tipo ganglionar, formado por las subunida-
des α3 y β4, a las que también podrían asociarse, para constituir he-
terómeros más complejos, las subunidades α5 y/o β2 (21, 24-26).

1.6.  Los receptores nicotínicos y el potencial de membrana 
de la célula cromafín

La activación de los nAChRs induce cambios en el potencial de
membrana así como modificaciones —tanto de forma directa como
indirecta— en la concentración de Ca2+ intracelular (27). La acetilco-
lina liberada por las terminaciones del nervio esplácnico activa
nAChRs y receptores muscarínicos de la membrana de las células cro-
mafines. Clásicamente, se viene aceptando que la acetilcolina origina
una respuesta despolarizante rápida dependiente de la activación de
los nAChRs, con el consiguiente disparo de potenciales de acción, se-
guida de una fase de hiperpolarización relacionada con el aumento
de la conductancia de K+ activada por el incremento citosólico de Ca2+

y dependiente tanto de la movilización de los depósitos intracelulares
de este catión por la estimulación muscarínica como de su entrada a
través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (CCDV) activados
durante la fase de despolarización (28). El hallazgo en las células cro-
mafines de nAChRs con alta permeabilidad al Ca2+ (α7 y α9α10) (29)
ha añadido complejidad al mecanismo de señalización nicotínica al
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posibilitar un efecto dual rápido —despolarizante e hiperpolarizan-
te— sobre el potencial de membrana. La activación de los nAChRs in-
duce un aumento de la concentración citosólica de Ca2+ en la que par-
ticipan distintos mecanismos: i) entrada de Ca2+ a través del nAChR;
ii) entrada de Ca2+ a través de CCDV, y iii) movilización de Ca2+ des-
de depósitos intracelulares. La señal citosólica de Ca2+ inducida por
los nAChRs de tipo ganglionar (α3β4) es dependiente fundamental-
mente de la despolarización y la entrada de Ca2+ a través de CCDV;
sin embargo, los nAChRs de tipo α7, α9 y α9α10 posibilitarían la en-
trada de Ca2+ directamente a su través —independientemente de la ac-
tivación de los CCDV— la cual, además, podría activar la liberación
de Ca2+ desde depósitos intracelulares tanto sensibles a rianodina —
mecanismo de tipo CICR— como sensibles a inositol trisfosfato (27).

2.  MATERIALES Y MÉTODOS

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado cultivos prima-
rios (2 a 4 días) de células cromafines de la médula adrenal de ratas
Sprague Dawley macho, con edades comprendidas entre seis y ocho
semanas (200-300 g) y procedentes del Animalario de la Universidad
Complutense de Madrid (Número de Registro 28079-15ABC de la Di-
rección General de Agricultura y Alimentación de la Comunidad Au-
tónoma de Madrid).

Los registros electrofisiológicos —de corriente y potencial de mem-
brana— realizados para la caracterización farmacológica y funcional
de las corrientes nicotínicas se obtuvieron mediante el empleo de la
configuración de célula completa de la técnica de patch-clamp en las
modalidades de fijación de voltaje (Vh= -70 mV) y fijación de corriente
(Vm~ -60 mV) con el concurso de un amplificador EPC9 controlado con
el programa Pulse 9.7 (HEKA Elektronik, Alemania). Asimismo, en la
modalidad de fijación de voltaje se monitorizó de forma continua la ca-
pacitancia de la membrana celular y las resistencias en serie, que nun-
ca excedieron los 20 MΩ.

Las corrientes nicotínicas así como los registros de potencial de
membrana fueron filtrados a 2 KHz y digitalizadas a 4 KHz para su
posterior análisis y representación gráfica con el programa Igor Pro
5.05 (WaveMetrics, EEUU).
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Las soluciones de registro variaron dependiendo del tipo de ex-
perimento. Así, la solución interna empleada en los experimentos
de caracterización farmacológica de los nAChRs tuvo la siguiente
composición (mM): glutamato de Cs+ 145, NaCl 8, HEPES 10, EGTA
10, MgCl2 1, ATP.Na2 2, GTP.Li2 0,3 (pH ajustado a 7,2 con CsOH);
en los experimentos en los que se llevaron a cabo registros del po-
tencial de membrana, las micropipetas fueron rellenadas con la si-
guiente solución (mM): glutamato de K+ 145, KCl 10, HEPES 10,
MgCl2 2, EGTA 0,1, ATP.Na2 2 y GTP 0,3, (pH ajustado a 7,2 con
KOH). En todos los casos la solución externa con la que se super-
fundieron las células durante los experimentos (2 mL.min-1, a tem-
peratura ambiente) estuvo compuesta por (mM): NaCl 145, KCl 2,8,
CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 10, glucosa 10 (pH ajustado a 7,4 con HCl
o NaOH).

La administración de fármacos se realizó directamente sobre la cé-
lula en estudio mediante un sistema de perfusión por gravedad (Fi-
gura 2A) que constaba de cinco vías dotadas de electroválvulas con-
troladas con el programa PULSE 9.7. La salida del sistema se colocó
aproximadamente a 100 μm de la célula de forma que el recambio de
la solución que rodea a la célula se produjera en ~30 ms (Figura 2B).

La estimulación con los fármacos agonistas se realizó mediante
pulsos breves (100 – 1000 ms) administrados tres veces consecutivas
a intervalos de 45 s, calculándose posteriormente la media de las res-
puestas (pulsos 1º, 2º y 3º). El efecto de los fármacos antagonistas se
evaluó también por triplicado en cada experimento, perfundiéndose
en el baño durante 45 s antes de ser coaplicados localmente con el
agonista (pulsos 4º, 5º y 6º). Finalmente, el agonista fue administra-
do tres veces más durante el período de lavado del antagonista con
objeto de estudiar la reversibilidad del efecto de este último (pulsos
7º, 8º y 9º) (Figura 2C).

En la elaboración de curvas concentración-respuesta, las corrien-
tes obtenidas en presencia de las diferentes concentraciones de an-
tagonista fueron normalizadas respecto a la corriente control regis-
trada en ausencia del mismo. Tanto las representaciones de barras
como el ajuste de las curvas concentración-respuesta se llevó a cabo
con el programa GraphPad Prism V. 4.03 (GraphPad Software Inc.,
EEUU).
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Los resultados aparecen expresados como media ± error están-
dar de la media (ESM) para un determinado número (n) de expe-
rimentos. La comparación entre las medias correspondientes a dis-
tintos grupos de experimentos se realizó mediante el test de la t de
Student. En todos los casos los niveles de significación estableci-
dos fueron P < 0,001 (***); P < 0,01 (**) ó P < 0,05 (*). Los valores
de P superiores a 0,05 se han considerado como no significativos
(ns).

3. RESULTADOS

3.1.  Reproducibilidad de las corrientes inducidas por
acetilcolina en las células cromafines de la rata

La estimulación repetida o prolongada de los nAChRs ocasiona
su desensibilización, en la que intervendrían factores como el tipo
de receptor, la concentración y el tipo de agonista, la concentración
de Ca2+ intracelular y diversas proteínas cinasas y fosfatasas intra-
celulares.

Con la finalidad de minimizar la desensibilización de los nAChRs
empleamos un sistema de administración de fármacos y soluciones
salinas diseñado en nuestro laboratorio, que constaba de cinco tu-
bos de polietileno de 250 μm de diámetro con una salida común (Fi-
gura 2A). Además, el flujo a través de cada uno de los tubos estaba
regulado por electroválvulas, lo que permite realizar aplicaciones de
fármacos durante tiempos muy cortos. En la Figura 2B, se muestra
la corriente que fluye a través de una micropipeta de patch-clamp
rellena con una solución salina fisiológica (NaCl al 0,9%) y bañada
por una solución externa de idéntica composición cuando el Vh es
de 2 mV. La administración local de un pulso de 100 ms de una so-
lución salina diluida (NaCl al 0,2%) determina un cambio —reduc-
ción— de la corriente que se produce con una latencia de 100 ms
respecto al comienzo de la aplicación y tarda 30 ms en completar-
se (tiempo de recambio). Como se muestra en la Figura 2C, la ad-
ministración con este dispositivo de pulsos de acetilcolina (100 μM)
de 100 ms de duración a intervalos de 45 s dio lugar a respuestas
de corriente con magnitudes muy reproducibles.
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3.2.  Caracterización farmacológica de los receptores
nicotínicos de la célula cromafín de la rata

Estudios farmacológicos previos de nuestro grupo realizados en cé-
lulas cromafines de rata han permitido estimar la CE50 de la acetilcoli-
na (63 μM), la nicotina (24 μM), la oxotremorina-M (507 μM) y la co-
lina (2393 μM) para activar las corrientes nicotínicas. Estos resultados
además de poner de manifiesto la heterogeneidad de los nAChRs fun-
cionales presentes en las células cromafínes de la rata sugerían tam-
bién la presencia en dichas células de nAChRs de los tipos α7 y/o α9α10.

Esta interpretación se vio reforzada mediante el empleo de meti-
licaconitina, un antagonista de los nAChRs formados por las subuni-
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Figura 2.  Sistema de administración de fármacos y reproducibilidad de las
corrientes inducidas por acetilcolina (ACh). A. Dispositivo de aplicación local
de fármacos. B. Características cinéticas del sistema de aplicación de fármacos.
C. Respuestas de corriente inducidas por la aplicación de nueve pulsos consecuti-
vos de ACh.



dades α7, α9 y α10, que inhibió reversiblemente las corrientes (CI50

de 1,98 μM) inducidas por acetilcolina (50 μM), (Figura 3).

Dado que la metilicaconitina ejerce sus efectos indistintamente
sobre nAChRs α7 y α9α10 (30), decidimos investigar la presencia de
los nAChRs α7 en las células cromafines de la rata recurriendo al em-
pleo de un agonista selectivo de los mismos, el GTS-21 (31). La ad-
ministración de GTS-21 a la concentración de 10 μM, que produce
una activación máxima de los nAChRs α7 en neuronas del hipocam-
po de rata (32), indujo una respuesta de corriente en sólo el 12% de
las células estudiadas (n = 34), cuya magnitud, además, fue inferior
al 1% de la observada tras la administración de acetilcolina (100 μM)
(Figura 4).

Una segunda estrategia farmacológica que cabe emplear para di-
ferenciar los componentes de la respuesta dependientes de la activa-
ción de los nAChRs α9α10 y de los nAChRs α7 se basa en el uso de
la α-bungarotoxina, una toxina que se une de forma reversible a los
nAChRs α9α10 (9) e irreversible a los nAChRs α7 homoméricos (33).
La α-bungarotoxina (1 μM) inhibió de forma parcialmente reversible
(Figura 5A y B) las corrientes inducidas por acetilcolina (50 μM) con
una CI50 de 68,8 nM y un efecto máximo del 30% (Figura 5C).
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Figura 3.  Efecto de metilicaconitina (MLA) sobre las corrientes inducidas por
acetilcolina (ACh) en las células cromafines de la rata. A. Registros de corrien-
tes representativos del bloqueo reversible observado con MLA. B. Curva concentra-
ción-respuesta para MLA (n = 4-7 células).



3.3.  Identificación farmacológica del receptor nicotínico
α9α10 de la célula cromafín de la rata

Los resultados obtenidos con metilicaconitina, GTS-21 y α-bun-
garotoxina sugerían que en las células cromafines de la rata se ex-
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Figura 4.  Efecto de GTS-21 sobre las células cromafines de la rata. Registro
de las corrientes obtenidas tras la administración consecutiva de acetilcolina (ACh)
y GTS-21 a intervalos de 45 s en la misma célula.

Figura 5.  Efecto de α-bungarotoxina (α-BgTx) sobre las corrientes inducidas
por acetilcolina (ACh). A. Registros representativos del efecto bloqueante de α-BgTx
y de su reversibilidad. B. Reversibilidad del efecto bloqueante de α-BgTx sobre las
respuestas inducidas por ACh. C. Curva concentración-respuesta para α-BgTx (n = 5-
14 células). ***P < 0,001; *P < 0,05.



presan los nAChRs α7 y α9α10, si bien constituirían una pequeña
fracción del conjunto de los nAChRs que pueden ser activados por
la acetilcolina. Al objeto de llevar a cabo una adecuada caracteri-
zación farmacológica y funcional de los nAChRs α9α10 resulta con-
veniente trabajar con un fármaco antagonista que presente una ele-
vada selectividad por los mismos. Por ello, recurrimos a la α-RgIA.
A la concentración de 200 nM, la α-RgIA produjo un bloqueo del
30% sobre las corrientes inducidas por acetilcolina (100 μM) tras
un período de incubación de 4 minutos. Es de destacar también que
el efecto bloqueante de esta toxina fue completamente reversible en
el minuto siguiente a la retirada de la misma (Figura 6).
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Figura 6.  Efecto de α-conotoxina RgIA (α-RgIA) sobre las corrientes nicotíni-
cas. A. Registro representativo del efecto bloqueante de la α-RgIA. B. Diagramas de
barras representativo de la reversibilidad del efecto de la α-RgIA (n = 5-40 células).
**P < 0,01; ns: no significativo, respecto al control.

3.4.  Participación del receptor nicotínico α9α10 en el control
del potencial de membrana de las células cromafines

Aunque los nAChRs α9α10 constituyen una población minoritaria
—la corriente inducida por acetilcolina es bloqueada en un 30% por
la α-conotoxina RgIA— entre los nAChRs de la célula cromafín de la
rata, su elevada permeabilidad al Ca2+ sugiere que podrían desempe-
ñar un papel singular en la regulación de la actividad eléctrica de la
membrana plasmática a través de la activación de conductancias de



K+ dependientes de Ca2+. Estas conductancias de K+, cuya presencia y
propiedades han sido bien caracterizadas en las células cromafines
(34, 35), son capaces de activarse en respuesta a la elevación de la
concentración citosólica de Ca2+ favoreciendo la salida de K+ y, en con-
secuencia, un cambio —en sentido hiperpolarizante— del potencial
de membrana. Los canales de K+ dependientes de Ca2+ de pequeña con-
ductancia iónica (canales SK) destacan entre este tipo de canales por
su elevada sensibilidad al Ca2+ al potencial de reposo de la célula, lo
que les permite contribuir a la posthiperpolarización de los potencia-
les de acción o ser responsables de la hiperpolarización que sigue a
la activación de los nAChRs α9α10 en las células del epitelio sensiti-
vo de la cóclea (6, 17).

Para analizar la contribución de los nAChRs α9α10 en la activi-
dad eléctrica de las células cromafines de la rata se han valorado los
efectos de la α-RgIA (200 nM) sobre la respuesta de potencial indu-
cida por la acetilcolina (100 μM; 250 ms) y la colina (3 mM, 1 s).
Esta toxina modificó de forma variable el perfil de la fase despola-
rizante de la respuesta, produciendo una reducción en la amplitud
de la misma que resultó más notoria en el caso de la colina, proba-
blemente por la mayor selectividad de este fármaco para activar los
nAChRs α9α10. Asimismo, la α-conotoxina RgIA bloqueó la hiper-
polarización que sigue a la administración de colina y acortó la du-
ración de la descarga de potenciales de acción inducida por la apli-
cación de acetilcolina (Figura 7).
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Figura 7.  Efecto de α-conotoxina RgIA (α-RgIA; 200 nM, 4 min) sobre los cam-
bios del potencial de membrana inducidos por la administración de acetilcolina (ACh)
o colina (Cho) en células cromafines de rata.



4.  DISCUSIÓN

El presente trabajo se encuadra en una línea de investigación sobre
la farmacología de los nAChRs neuronales que, en última instancia, as-
pira al desarrollo de fármacos selectivos para los distintos tipos de
nAChRs y potencialmente útiles para el tratamiento de diversas entida-
des nosológicas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esquizofrenia, dolor, adicción tabáquica, etc.) con elevada prevalencia
en las sociedades desarrolladas. Más concretamente, nuestro trabajo se
suma al de otros laboratorios interesados en la caracterización mole-
cular, farmacológica, biofísica e indagación del significado funcional de
los nAChRs presentes en las células cromafines de la médula adrenal
de los mamíferos. Las células cromafines constituyen un modelo am-
pliamente utilizado para el estudio de los nAChRs neuronales, dada la
diversidad de los que expresan (20-22), y para la investigación de su re-
levancia fisiológica e implicaciones fisiopatológicas a tenor de las ven-
tajas que ofrecen para el estudio de la respuesta neurosecretora (36) y
de los mecanismos de la neuroprotección (37). En este trabajo se ha
puesto énfasis en dos aspectos relacionados con los nAChRs: i) la ca-
racterización farmacológica de los nAChRs α9α10 de las células croma-
fines de la rata; ii) el estudio de su significado funcional.

4.1.  Caracterización farmacológica del receptor nicotínico
α9α10 de las células cromafines de la rata

La caracterización de los nAChRs formados por las subunidades
α9 y α10 se ha visto favorecida por la peculiar farmacología de los
mismos, que les lleva a compartir propiedades tanto con los nAChRs
como con los muscarínicos. Así, agonistas nicotínicos típicos, como
el dimetil-fenil-piperacinio y la colina, o el clásico agonista muscarí-
nico oxotremorina-M se comportan como agonistas parciales de es-
tos receptores. Análogamente, diversos antagonistas tanto nicotínicos
(d-tubocurarina, metilicaconitina o la α-bungarotoxina) como musca-
rínicos (atropina) son capaces de inhibir las respuestas mediadas por
los nAChRs α9α10 (5, 6, 11, 12, 38).

El hecho de que diversos fármacos agonistas con diferente selecti-
vidad por los distintos tipos de nAChRs (acetilcolina, nicotina, colina,

LUIS A. OLIVOS-ORÉ Y COLS. AN. R. ACAD. NAC. FARM.

450



oxotremorina-M) induzcan respuestas con potencias y magnitudes má-
ximas notablemente dispares, resulta indicativo de la heterogeneidad
de los nAChRs expresados por las células cromafines de la rata. Esta
heterogeneidad de nAChRs, quedó confirmada por los resultados ob-
tenidos con metilicaconitina, un antagonista de los nAChRs formados
por las subunidades α7 o α9α10 a concentraciones inferiores a 100 nM,
y de los constituidos por las subunidades α3 y α4 a concentraciones
superiores a la referida.

Nuestros resultados son congruentes con los publicados por otros
cuatro grupos de investigación (20, 21, 24, 25, 39) que, basándose en
evidencias tanto de tipo funcional como molecular han propuesto que
los nAChRs predominantes en las células cromafines de la rata serí-
an los de tipo ganglionar (α3β4(α5) y α3β2(α5)) y el α7. Debemos se-
ñalar que los resultados funcionales que sugieren la expresión de
nAChRs α7 en las células cromafines de rata se han basado casi ex-
clusivamente en la utilización de α-bungarotoxina, una toxina que blo-
quea con elevada potencia tanto los nAChRs α7 (CI50 de 1,9 nM; (38))
como los formados por las subunidades α9 y α10 (CI50 de 6-64 nM;
(5, 6, 9, 38)). Existe, no obstante, una particularidad del efecto blo-
queante de esta toxina que puede ser de utilidad para identificar la
diana sobre la que actúa: la α-bungarotoxina se combina con el nAChR
α7 de manera esencialmente irreversible (40) mientras que su efecto
sobre los nAChRs α9α10 es característicamente revertido en pocos mi-
nutos de lavado (5, 6, 9).

La α-bungarotoxina bloqueó parcialmente (~ 30%) y con una CI50

de 68,8 nM las corrientes inducidas por acetilcolina en las células
cromafines de la rata. Además, el efecto bloqueante fue parcialmen-
te reversible. Por otro lado, el hecho de que el GTS-21, un agonista
selectivo de los nAChRs α7 (31), fuera ineficaz para inducir una res-
puesta de corriente en la práctica totalidad de las células estudiadas,
permite descartar a los nAChRs α7 como la principal diana de la ac-
ción de la metilicaconitina o de la α-bungarotoxina en nuestra pre-
paración.

La evidencia farmacológica definitiva de la presencia de los
nAChRs α9α10 en las células cromafines de rata se obtuvo mediante
el empleo de la α-RgIA, una toxina que presenta una elevada poten-
cia (CI50 ~ 5 nM) para bloquear los nAChRs α9α10 de la rata tanto na-
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tivos (células ciliadas internas de la cóclea) como expresados en ovo-
citos de Xenopus laevis. Conviene señalar también la extraordinaria
selectividad de esta toxina respecto a los nAChRs α7 (CI50 de 4,6 μM),
lo y los nAChRs ganglionares (α3β2 o α3β4; CI50 > 10 μM), lo que la
convierte en una herramienta mucho más adecuada que la metilica-
conitina y la α-bungarotoxina (no discriminan entre los nAChRs α7 y
nAChRs α9α10) o la α-conotoxina PeIA (no distingue entre los nAChRs
α9α10 —CI50 de 6,9 nM— y los nAChRs α3β2 –CI50 de 23 nM; (41),
para identificar los nAChRs α9α10 en tejidos como la médula adre-
nal en los que se expresan las anteriores tres clases de nAChRs. La
administración de dosis supramáximas de α-conotoxina RgIA (200
nM) se asoció con un porcentaje de bloqueo del 30% de las corrien-
tes inducidas por acetilcolina. Además, los efectos de esta toxina fue-
ron completamente reversibles tras un periodo de lavado de un mi-
nuto, en consonancia con lo descrito sobre los efectos de la α-RgIA
sobre los nAChRs α9α10 en otras localizaciones (13, 14). En definiti-
va, el conjunto de las evidencias farmacológicas presentadas permite
concluir que las células cromafines de la rata expresan nAChRs α9α10
funcionales.

4.2.  Contribución de los receptores nicotínicos α9α10 
a los cambios de potencial de membrana inducidos 
por la estimulación colinérgica de las células cromafines

Las células ciliadas externas del epitelio sensitivo de la cóclea de
los mamíferos (rata, ratón, cobaya, etc.) reciben aferencias colinérgi-
cas inhibidoras dependientes de la activación de nAChRs α9α10. La
apertura del ionóforo asociado al nAChR α9α10 posibilita no solo la
entrada de Na+ sino también de Ca2+ a la célula y, subsiguientemente,
la aparición de una corriente de salida de K+ a través de los canales
SK. Ello determina que la respuesta eléctrica a la estimulación nico-
tínica sea bifásica, con una breve despolarización seguida de una hi-
perpolarización rápida y duradera (17).

En las células cromafines de la médula adrenal de la rata, la esti-
mulación de los nAChRs por la acetilcolina induce una despolariza-
ción de la membrana celular con el consiguiente disparo de potencia-
les de acción y entrada de Ca2+ a través de CCDV, que se añadiría al
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que pudiera entrar a través de los nAChRs (42). Cabe destacar tam-
bién que las células cromafines están dotadas de receptores muscarí-
nicos (28) y canales de K+ dependientes de Ca2+ de los tipos SK y BK
(43). Los canales SK de las células cromafines, además de mediar res-
puestas hiperpolarizantes dependientes de la movilización de Ca2+ des-
de depósitos intracelulares, pueden también determinar la frecuencia
de disparo de potenciales de acción durante una despolarización pro-
longada. Ello es así porque los canales SK son responsables de la pos-
thiperpolarización lenta (slow afterhyperpolarization) que se observa
en muy diversos tipos neuronales que descargan potenciales de ac-
ción dependientes de la entrada de Na+ y Ca2+ (44, 45). Durante un
tren de potenciales de acción de este tipo se produce la acumulación
de Ca2+ en la vecindad de la membrana celular, lo que conduce a la
activación progresiva de los canales SK y, consiguientemente, al au-
mento de la amplitud y duración de las posthiperpolarizaciones len-
tas. Ello determina un incremento paulatino del intervalo entre los
potenciales de acción y, eventualmente, la abolición del disparo de los
mismos (frequency adaptation). Por su parte, los canales BK de las cé-
lulas cromafines han sido implicados en la repolarización de los po-
tenciales de acción y en la posthiperpolarización rápida (fast afterhy-
perpolarization) de los mismos.

En los experimentos encaminados a analizar la respuesta de vol-
taje a la estimulación nicotínica, se emplearon dos fármacos colinér-
gicos, la acetilcolina y la colina. En virtud de la farmacología de es-
tos dos agentes, se puede concluir que la respuesta despolarizante
observada con acetilcolina y colina se debe a la entrada de cationes
(Na+ y Ca2+) a través de los nAChRs; por otra parte, la respuesta hi-
perpolarizante obtenida tras la administración de colina puede ser
atribuida a la apertura de canales SK como consecuencia de la entra-
da de Ca2+ a través de CCDV, activados durante la fase de despolari-
zación, y/o de los nAChRs. El hecho de que la respuesta hiperpolari-
zante sea suprimida por la α-RgIA unido al escaso efecto de esta toxina
sobre la descarga de potenciales de acción, permitiría atribuirla a la
entrada de Ca2+ a través de los nAChRs α9α10. Por otra parte, los
nAChRs α9α10 también estarían involucrados en el control de la fre-
cuencia y duración de la descarga de potenciales de acción que ocu-
rre durante la despolarización inducida por acetilcolina. A diferencia
de la colina, que activaría predominantemente los nAChRs α9α10, el
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agonista endógeno reclutaría la totalidad de los nAChRs de la célula
cromafín. En consecuencia, la α-conotoxina RgIA apenas modificaría
la respuesta despolarizante inducida por la acetilcolina dependiente
de la activación de nAChRs fundamentalmente de tipo ganglionar,
aunque sí modificaría el patrón de descarga de potenciales de acción
en razón a la particular capacidad de los nAChRs α9α10 para posibi-
litar la entrada de Ca2+ y, consiguientemente, contribuir a la posthi-
perpolarización asociada a la activación de los canales SK.
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