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Resumen

RESUMEN.

La exocitosis, un proceso esencial para la vida, es el principal mecanismo de
comunicacion celular y esta presente en todas las células de forma constitutiva. La
exocitosis regulada dependiente de Ca?* consiste en la fusidon de una vesicula
secretora con la membrana plasmatica, de tal manera que las sustancias
almacenadas en su interior se liberan al medio extracelular. De la regulacion de este
proceso, tanto en el numero de vesiculas secretadas como en la cantidad y la
manera en la que cada vesicula libere su contenido, depende la comunicacion
neuronal y la capacidad secretora de diversas células neuroendocrinas del
organismo. En esta Tesis hemos realizado un estudio de los factores bioldgicos que
afectan ala regulacién del tamafio cuanticoy a la cinética de la exocitosis en células
cromafines adrenomedulares.

Por un lado, hemos ahondado en algunas de las vias de sefalizacion que
controlan la exocitosis, especificamente la via del adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), que se activa tras la estimulacion del receptor de incretinas glucagon-like
peptide-1 (GLP-1R). La activacion del GLP-1R da lugar a un incremento de AMPc que
actua, a través de proteina quinasa A (PKA), modulando el udltimo paso de la
exocitosis de catecolaminas (CAs) en las células cromafines. De esta forma, se
promueve la liberacién de mayor cantidad de neurotransmisores por vesicula.

Por otro lado, hemos realizado una caracterizacion de la exocitosis en células
cromafines carentes de adrenalina por medio del uso de ratones knock-out para la
enzima feniletanolamina-N-metil-transferasa (PNMT). Comprobamos que existe
una fuerte especializacion entre el fenotipo de célula cromafiny la CA que acumula.
Asi, células adrenérgicas conteniendo noradrenalina no son capaces de retener esa
amina con la misma afinidad con la que retienen la CA que le es propia, la
adrenalina, lo cual conlleva a una disminucion del contenido de CAs totales.



Resumen

ABSTRACT

Exocytosis is an essential process for life, being the main mechanism for
cellular communication and itis present in all cells in a constitutive way. Conversely,
regulated exocytosis is a Ca? *-dependent process which entails the fusion of a
secretory vesicle with the plasma membrane, thus allowing the release of stored
substances to the extracellular medium. The success of neuronal communication
and the secretory capacity of neuroendocrine cells depends on the regulation of
this process, both the number of secreted vesicles as the amount of vesicle content
released. In this Doctoral Thesis, we have studied the biological factors that affect
the regulation of the quantum size and the kinetics of exocytosis in
adrenomedullary chromaffin cells.

On one hand, we wanted to delve into some of the signaling pathways that
control exocytosis, specifically the cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
pathway activated after stimulation of the glucagon-like peptide-1 incretin receptor
(GLP-1R). The activation of GLP-1R induces an increase in cAMP acting through
protein kinase A (PKA), modulating the last step of exocytosis of catecholamines
(CAs) in chromaffin cells. This process promotes the increase in the release of
neurotransmitters per vesicle.

On the other hand, we have made a characterization of exocytosis
distinguishing between adrenergic and noradrenergic cells present in the adrenal
medulla. Through the use of knockout phenylethanolamine-N-methyltransferase
mice (PNMT-KO), we found that there is a strong specialization between the
chromaffin cell phenotype and the CA that accumulate. Thus, adrenergic cells
containing noradrenaline are not able to retain that amine with the same affinity
as retain adrenaline, which leads to a decrease in the content of total CAs.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Concepto y evolucidn histdrica de la neurotransmision.

La neurotransmisién quimica es un concepto inicialmente desarrollado para
explicar las observaciones relacionadas con la propagacién del impulso nervioso.
Hasta finales del siglo XIX, se pensaba que existia una continuidad fisica entre los
nervios, a través de los cuales se producia dicha transmisién. Fue Santiago Ramdn
y Cajal el que demostré que el sistema nervioso estaba constituido por un
aglomerado de unidades independientes y definidas, lo que pasd a conocerse como
“doctrina de la neurona” y, ademas, propuso que las neuronas se comunican entre
si en zonas concretas, posteriormente denominado sinapsis por Sherrington
(Foster, 1897). También desarrollé el principio de la polarizacién dinamica segun el
cual el impulso nervioso se transmitia de forma unidireccional. Ramén y Cajal
recibio el Premio Nobel de Medicina en 1906, junto con Camilo Golgi, por la
estructura del sistema nervioso.

Los impulsos nerviosos dan lugar a la liberacién de moléculas provenientes
de las neuronas y ejercen una respuesta en otras células del organismo, ya sean
células del musculo liso, del musculo esquelético, de las gldndulas exocrinas u otras
neuronas. A esas moléculas que transmiten la informacién neuronal se les llamé
neurotransmisores. Pero, ¢écomo se llegd al descubrimiento de los
neurotransmisores?

En 1791, Luigi Galvani describié uno de sus experimentos que consistia en
aplicar pequefias corrientes eléctricas a la médula espinal de ranas después de
haber sido sacrificadas, consiguiendo que se produjeran contracciones musculares
en sus miembros. Estas observaciones le permitieron a Galvani concluir que las
corrientes eléctricas eran las responsables del movimiento de los musculos.

En 1856, Claude Bernard describio el lugar de actuacion de los curares en la
union neuromuscular: “el lugar donde el nervio y el musculo se encuentran”. Los
venenos vegetales que constituyen el curare bloquean la transmisién de los
impulsos eléctricos desde los nervios hacia los musculos. Varios afios después, entre
1898 y 1901, Max Lewandowsky y John Langley, observaron, de forma
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independiente, que los efectos producidos por la inyeccién de extractos de
glandulas suprarrenales en fibras musculares y los de la estimulacién eléctrica de
nervios simpaticos eran similares. Estos efectos incluian, entre otras respuestas, la
dilatacion de las pupilas, incremento de la presidn sanguinea, inhibicidén de la accion
del esfinter del estdmago e intestino y contraccion del Utero. En 1905, un discipulo
de Langley, Thomas Elliot, probdé a estimular con adrenalina fibras musculares
denervadas y comprobé que se producia su contraccién, por lo que debia ser esta
hormona la que se libera tras la estimulacion de las fibras simpaticas que inervan
los musculos (Elliot, 1904). La teoria propuesta por Elliot fue ignorada durante
mucho tiempo, ya que parecia mas probable que la adrenalina estuviera imitando
algunos de los efectos que se producen por la estimulacién eléctrica, que pensar
qgue la transmisidn sindptica se producia mediante la liberacion de sustancias
guimicas.

Otto Loewi realizd, en 1921, un experimento clave en el avance del
conocimiento de la neurotransmisién: conectd dos corazones de rana, ambos con
contraccién cardiaca, y a continuacién, estimulé el nervio vago de uno de ellos. El
liquido con el que habia perfundido el primer corazén lo hizo circular por el segundo
corazén no estimulado, produciéndose una disminucién de la frecuencia cardiaca
de este ultimo (fig. 1.1). Dedujo que el corazén estimulado habia liberado alguna
sustancia, por la estimulacion del nervio vago, a la que denomind “vagusstoff”, es
decir, sustancia enlentecedora del corazén de origen vagal. Varios aflos mas tarde
se demostrd que se trataba de la acetilcolina (ACh) (Para una revisién histérica mas
detallada ver Brailowsky, 1995).
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Figura 1.1. Esquema del experimento realizado por Otto Loewi. Conecté dos corazones de rana por
medio de un sistema de perfusion, de tal manera que el liquido procedente del corazén B lo hacia
circular por el corazén A. Tras la estimulacion del nervio vago del corazén B, observé que no solo
disminuia la contraccion cardiaca del corazén estimulado, sino que al cabo de un tiempo también
disminuia la contraccion del corazén A, el cual no habia sido estimulado. Para una explicacién
detallada del experimento ver el texto.

En la década de los afios 30, varios trabajos pusieron de manifiesto la
actuacién de la ACh como neurotransmisor. En 1934, Wilhelm Feldberg publicé que
la ACh es el transmisor que se libera del nervio esplacnico a la médula suprarrenal
(Feldberg et al., 1934). Afos después, Henry Dale también demostrd el papel de

dicho neurotransmisor en la unién neuromuscular (Dale et al., 1936).

Hodkin y Huxley dieron a conocer, en 1952, un modelo para explicar los
mecanismos ionicos que tienen lugar en la iniciacién y propagacion de los
potenciales de accion del axén gigante del calamar. Demostraron que la fibra
nerviosa utiliza la energia derivada del transporte de iones sodio y potasio a través
de las membranas para generar los impulsos eléctricos (Hodgkin and Huxley, 1952).

Muchas de las evidencias que llevaron a comprender los mecanismos de
liberacion de los neurotransmisores se deben a los experimentos llevados a cabo
por Bernard Katz y colaboradores durante las décadas de 1950 y 1960, examinando
la liberacién del neurotransmisor ACh en las uniones neuromusculares. Mediante
el uso de microelectrodos, colocados en fibras musculares, pudieron registrar
cambios en su potencial de membrana después de estimular eléctricamente la
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neurona presinaptica. Se generaba un potencial de accién que podia ser registrado
al causar una despolarizacion transitoria de la fibra muscular postsinaptica y, como
consecuencia, la contraccion de la dicha fibra muscular. Ese cambio en el potencial
de membrana lo denominaron potencial de placa terminal (EPP). Mas tarde, se
dieron cuenta de que en ausencia de estimulacién eléctrica del terminal
presindptico también ocurria la despolarizacion espontanea de las células
musculares (Fatt and Katz, 1952). Esto les permitié demostrar que el EPP se origina
por la liberacién de ACh desde el terminal axonal en paquetes discretos, que
definieron como cuantos. Un potencial de acciéon presindptico causa un EPP
postsindptico debido a la sincronizacion de la liberacidon de cientos de cuantos de
ACh desde la neurona.

El desarrollo de la microscopia electrénica durante la década de los afios
1950 permitié la visualizacion de estructuras membranosas en los terminales
sindpticos que se definieron como vesiculas sindpticas (SVs) (De Robertis and
Bennett, 1954). Es en esas estructuras donde se almacenan los neurotransmisores.

Gracias a todos estos trabajos se establecio la teoria de la neurotransmision
guimica, surge el concepto de secrecion cuantica y se llega a la identificacion de las
SVs.

1.2. Laexocitosis y su estudio.

La exocitosis es el proceso por el cual una vesicula presente en el interior de
la célula libera su contenido al espacio extracelular por medio de su fusidén con la
membrana plasmatica.

En 1961, Douglas y Rubin demostraron que el ién Ca®* es clave en el proceso
de exocitosis de catecolaminas (CAs). Usando glandulas de gato perfundidas con
soluciones salinas sin Ca®*y con concentraciones crecientes del mismo, observaron
que solo si el Ca?* estaba presente ocurria liberacidn de los transmisores. Ademas,
cuanto mayor era la concentracién de dicho catién (siendo 17,6 mM la
concentracién maxima estudiada), mayor era la secrecidn. Sugirieron que la ACh,
como neurotransmisor en la médula adrenal, causa algin cambio en las células
medulares que permite a los iones Ca®* entrar en ellas y disparar la liberacién de
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CAs (Douglas and Rubin, 1961). En 1952, Sandow ya habia propuesto que el Ca?*
era necesario para la contraccion muscular llamando a este proceso “acoplamiento
excitacién-contraccion”. Debido a la similitud con este proceso, Douglas y Rubin
acunaron la expresion “acoplamiento estimulo-secreciéon” por el cual se produce la
secrecion de neurotransmisores y hormonas, siendo el Ca®* el que conecta el
estimulo o excitacién y la respuesta secretora.

En 1965, Banks y Helle descubrieron la presencia de proteinas en el liquido
con el que habian perfundido glandulas suprarrenales estimuladas con ACh. Estas
proteinas, luego identificadas como cromograninas, debian ser liberadas junto a las
CAs por medio de exocitosis (Banks and Helle, 1965).

Se han descrito dos tipos de exocitosis principales en las células eucariotas:
la constitutiva y la regulada. La constitutiva ocurre en todos los tipos celulares, no
depende de Ca?'y es la que tiene lugar para secretar componentes del plasmay de
la matriz extracelular, enzimas lisosomales y componentes que formardn parte de
la membrana plasmatica (Burgess and Kelly, 1987). La exocitosis regulada es, en
cambio, dependiente de Ca®'y es la encargada de liberar de forma controlada el
contenido de las vesiculas secretoras actuando en respuesta a una sefial fisioldgica.

Experimentos realizados por Heuser y Reese en 1973 usando peroxidasa del
rdbano picante, en preparaciones de nervios aislados de ranas, demostraron que
ésta podia ser absorbida por el reciclado de las SVs, descubriendo asi que la
liberacion cuantica se basa en ciclos de exocitosis-endocitosis de compartimentos
membranosos (Heuser and Reese, 1973).

Huttner y colaboradores, en 1983, fueron capaces de aislar SVs a partir de
corteza cerebral de rata empleando fraccionamiento celular. Su objetivo era
detectar la proteina sinapsina |, la cual es una proteina especifica de neurona que
actlia como sustrato para proteinas quinasas y la cual se sabia que estaba implicada
en la funcidn sinaptica. Demostraron que la fosforilacion del dominio de uniéon de
esta proteina a las SVs permite la disociacién de ambas, y plantearon que dicho
proceso podria ser importante en la regulacion de la liberacion de las SVs (Huttner
et al., 1983). No obstante, el método desarrollado para aislar dichas vesiculas
permitid ademads cuantificar el contenido de neurotransmisores en las mismas,
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observandose unos niveles muy superiores a los que se encuentran en el citosol. En
el caso de las células cromafines, el aislamiento de sus granulos permitid
determinar su composicién y que la cantidad de CAs contenidas en ellas es muy
alta, alcanzando una osmolaridad tedrica de 1,5-2 osmoles. Dicha concentracion de
CAs dentro de los grdnulos cromafines sélo se puede justificar si existe una
interaccion de las mismas con otros constituyentes de los granulos que reduzca la
salida de esas aminas (Winkler and Westhead, 1980; Helle et al., 1985).

En el afilo 1993, el trabajo de Séllner y colaboradores, del grupo de James E.
Rothman, marcé un hito importante en el conocimiento de los factores que
gobiernan la exocitosis. Por medio de la purificacién de receptores SNAP (Soluble
N-etylmaleymide sensitive factor Attachment Protein) de una fraccion de cerebro
bovino, identificaron la relacidn existente entre varias proteinas que ya habian sido
descritas estar implicadas en el proceso de la exocitosis. A estas proteinas se
denominaron SNARE (Soluble N-etylmaleymide sensitive factor Attachment protein
REceptors). La unidn de esas proteinas presentes en las membranas de las vesiculas
secretoras y plasmatica desencadena la aproximacién de ambas membranas y su
fusion, permitiendo asi la liberacion del contenido vesicular (Soliner et al., 1993).

El desarrollo de las técnicas electrofisioldgicas permitié avanzar en el
conocimiento de la exocitosis. El patch-clamp es una técnica desarrollada por Ervin
Neher y Bert Sakmann en 1976, que permite medir las corrientes idnicas de
membrana con gran sensibilidad. Haciendo uso de una pipeta de vidrio con un
didmetro de punta de 3-5 um, fueron capaces de establecer un sello con la
membrana plasmatica. Este sello se produce al acercar la pipeta a la superficie
celular y aplicar presién negativa cuando entran en contacto. De esta forma, una
parte de la membrana celular se invagina al interior de la pipeta, formando lo que
se conoce como “estructura en ”. Esta configuracion se denomina “célula unida”
(cell-attached) y permite el estudio del paso de corriente a través del fragmento de
membrana presente en el interior de la pipeta (Neher and Sakmann, 1976).
Ademads, es la configuraciéon de partida para el resto de las configuraciones en
patch-clamp. Una vez obtenido el sello, se puede aplicar mas presidon negativa, o
aplicar un pulso de voltaje, para romper el fragmento de membrana del interior de
la pipeta, sin perder el sello, quedando conectado el interior de la pipeta con el
citoplasma. De esta forma se obtiene la configuracién de “célula completa” (whole-
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cell), la cual puede ser usada para estudiar las propiedades eléctricas de las células
completas o incluso medir la capacidad de las membranas, que es una medida
directa del drea de su superficie (Neher and Marty, 1982).

En 1990, Wightman y colaboradores mostraron que podian registrar
eventos exocitéticos individuales de neurotransmisores, facilmente oxidables y
ocurriendo en la escala temporal de milisegundos, mediante el uso de
microelectrodos amperométricos (Leszczyszyn et al., 1990; 1991; Whightman et al.,
1991). De esta forma, se consiguio llevar a cabo mediciones directas y a tiempo real
de la liberacion quimica de neurotransmisores, siendo capaces incluso de
diferenciar la exocitosis de aminas procedentes de vesiculas individuales.

Mas tarde, la combinacién de medidas de capacidad por medio de técnicas
de patch-clamp y medidas de corriente amperométricas, demostraron por primera
vez liberaciéon de neurotransmisores desde vesiculas secretoras que no realizan
fusion completa con la membrana plasmatica (Alvarez de Toledo et al., 1993).
También se logré realizar mediciones amperométricas en regiones discretas de
membrana, aisladas por una pipeta de patch-clamp que a su vez llevaba inserto un
electrodo de fibra de carbono, registrando simultdneamente en el mismo evento
exocitésico: la fusion de la vesicula y la liberacidn de los neurotransmisores (Albillos
et al., 1997). Esa técnica es conocida como patch-amperometry. La voltametria
ciclica es otra técnica electrofisioldgica que permitié la identificacién de los
neurotransmisores por su comportamiento a la 6xido-reduccion, al aplicar rampas
de voltaje con microelectrodos colocados sobre las células. La voltametria ciclica
también permite medir la concentracién de las moléculas secretadas (Pihel et al.,
1996).

La aplicacién de las técnicas comentadas anteriormente junto con el
desarrollo de técnicas moleculares ha permitido establecer las bases del proceso
de la exocitosis. En una revisién publicada en el 2011 por Siidhof y Rizo y otra
publicada en el 2012 por Jahn y Fasshauer, se propone una hipdtesis que recoge los
mecanismos moleculares llevados a cabo por las proteinas clave en la exocitosis.
Multitud de estudios estructurales y funcionales habian aportado informacion
acerca del papel fisiolégico de las proteinas SNARE, sinaptotagminas, complexinas,
Muncl18 y Munc13, sin embargo, hasta ese entonces, habia sido dificil unificar en
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una imagen la secuencia molecular de eventos desde el atraque o docking vesicular,
es decir, cuando una vesicula se pone en contacto con la membrana plasmatica,
hasta que se produce su fusién con la misma (Studhof and Rizo, 2011; Jahn and
Fasshauer, 2012).

En los ultimos afios se han realizado estudios que pretenden caracterizar
pasos intermedios en la ruta de fusién vesicular, mediada por las proteinas SNARE.
Se ha demostrado que el docking se mantiene incluso después de que las proteinas
SNARE se han desensamblado, lo cual indica que se trata de un estado que requiere
minima energia y que, probablemente, es estabilizado por medio de atracciones
electrostaticas entre las membranas lipidicas. Se trata de un estado irreversible, es
decir, una vez alcanzado solo puede culminar con la fusién de las vesiculas,
representando asi una etapa previa a la exocitosis (Yavuz et al., 2018).

El conocimiento que existe actualmente acerca de la exocitosis es muy
amplio y prueba de ello es la gran cantidad de trabajos cientificos publicados al
respecto. Sin embargo, se trata de un proceso extremadamente complejo por lo
gue mientras surjan nuevas ideas y se desarrollen nuevas técnicas podremos seguir
profundizando en su comprension.

1.3. La médula adrenal y las células cromafines.

Las glandulas adrenales (o suprarrenales) son dos estructuras endocrinas
situadas retroperitonealmente, sobre el polo superior de ambos rifones. Estan
constituidas por una médula y una corteza que la envuelve. Ambas zonas pueden
considerarse como dos érganos independientes con grandes diferencias tanto a
nivel histolégico, funcional y de origen embrioldgico, pero que co-existen
espacialmente. En la médula adrenal se encuentran las células cromafines
formando acinos en torno a capilares sanguineos (Diaz-Flores et al., 2008). Estas
células producen y secretan CAs, esencialmente adrenalina (A), noradrenalina (NA)
Y, en menor proporcién, dopamina (DA) en respuesta a una situacion de estrés
agudo o miedo, durante el ejercicio fisico violento o durante una amenaza. Las CAs
deben su nombre al grupo catecol (3,4-dihidroxifenilo) y al grupo amina, comun en
todas ellas. La accién de estas moléculas sobre receptores especificos produce
efectos tales como el aumento del ritmo cardiaco, vasoconstriccion,
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broncodilatacién y/o cambios metabdlicos que estdan conducidos a suplir las
demandas de oxigeno o la correcta irrigacién de los tejidos corporales, permitiendo
asi reaccionar al cuerpo ante una situacion de lucha o huida (Cannon, 1915).

Por otro lado, la corteza adrenal es la encargada de la sintesis de esteroides
gue, secretados al torrente sanguineo, cumplen diversos efectos endocrinos. Las
células que la conforman se distribuyen en tres zonas, denominadas, desde el
exterior hacia el interior, zona glomerular que secreta mineralocorticoides, la zona
fascicular que es la principal productora de glucocorticoides y zona reticular que
produce glucocorticoides y androgenos. Ademads, cumplen una funcién paracrina
sobre la médula adrenal estimulando la secrecidon de CAs por parte de las células
cromafines y evitando la diferenciacion morfoldgica de estas células (Bornstein et
al., 1997).

La médula adrenal es considerada como un ganglio simpatico modificado y
las células cromafines que la componen, neuronas modificadas que no poseen
axones y liberan “neurohormonas” directamente a la sangre (Diaz-Flores et al,,
2008). Esto se debe a que tanto las células cromafines como el sistema nervioso
simpatico provienen del neuroectodermo, compartiendo asi un origen
embriolégico comun. Algunos de los progenitores neuronales provenientes de la
cresta neural originan el sistema simpatico, mientras que otros migran e invaden la
corteza suprarrenal dando lugar a la médula. A continuacién, la accién de diversos
factores de crecimiento hace que las células se diferencien formando un tejido
endocrino que sintetiza CAs.

Las fibras nerviosas simpdaticas que inervan las células cromafines, al igual
gue las fibras que inervan los ganglios simpaticos, liberan ACh, substancia P y
polipéptido activador del adenilato ciclasa pituitaria (PACAP). En el caso de la ACh,
ésta se unird con alta afinidad a los receptores colinérgicos presentes en la
superficie de dichas células. Estos receptores son principalmente de dos tipos:
nicotinicos y muscarinicos. Los primeros son receptores ionotrdpicos y son los que
mayoritariamente estimulan la secrecién en las células cromafines. Son canales
ionicos que, cuando se activan por ACh, permiten el paso de cationes,
principalmente Na*, originando una despolarizacién en la membrana que lleva al
disparo de potenciales de accién. Como consecuencia, se produce la apertura de
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canales de Ca?* dependientes de voltaje (CCDV) en la membrana plasmatica, dando
lugar a la entrada de Ca?* que desemboca en la exocitosis de las vesiculas
secretoras. Los receptores muscarinicos son de tipo metabotrépico y estdn
acoplados a proteinas G. Cuando se activan estos ultimos, se produce una respuesta
bifdsica de Ca?": por un lado, se induce despolarizacién de membrana, con la
consecuente activacion de CCDV y, por otro lado, incrementa el inositol 1,4,5-
trifosfato (IPs) mediado por fosfolipasa C (PLC), movilizando asi el Ca?* de almacenes
intracelulares sensibles a IPs. Dichos almacenes intracelulares son, por ejemplo,
reticulo endoplasmico o el aparato de Golgi. Todo ello lleva a la secrecion de CAs
(Eberhard and Holz, 1987; D’Andrea and Grohovaz, 1995; Inoue et al., 2003).

No obstante, los subtipos de receptores colinérgicos responsables de la
secrecién de CAs varian entre las distintas especies. En las células cromafines
aisladas de gallinas, solo los receptores muscarinicos son los responsables de la
secrecién (Knight and Baker, 1986; Ledbetter and Kirshner, 1975). La secrecién de
células cromafines bovinas, por el contrario, depende casi exclusivamente de
receptores nicotinicos (Ballesta et al., 1989) teniendo la estimulacién muscarinica
un efecto modulador en dicha secrecién (Kao and Schneider, 1985). La secrecién
estd mediada por ambos tipos de receptores en otras especies como el gato, la
cobaya, el perro y la rata.

1.3.1. Las células cromafines como modelo para el estudio de la
exocitosis.

El término cromafin fue acufiado en el siglo XIX por el histélogo Alfred Kohn
y deriva de la especial afinidad que tienen las vesiculas secretoras de las células
cromafines para tefiirse con sales de cromo, como el dicromato potdsico (Coupland,
1965). Ademads de las células cromafines de la médula adrenal, existen pequefios
grupos de células que dan una reaccidon cromafin y pueden encontrarse en el
interior de la corteza, en corpusculos extraadrenales (paraganglios) situados junto
a vasos sanguineos grandes y en las glandulas gastricas del estémago e intestino
(enterocromafines). Estas células, observadas mediante microscopia electrdnica,
contienen granulos electrodensos con CAs, aunque en mucha menor proporcién en
comparacion con las células cromafines de la médula adrenal.
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El aislamiento y mantenimiento de las células cromafines en cultivo ha sido
muy Util en el establecimiento de las bases idnicas y moleculares de la secrecidn de
hormonas y en revelar los posibles mecanismos que controlan la plasticidad
fenotipica y quimica durante el desarrollo del sistema nervioso auténomo (Livett,
1984). Ademds, la gran cantidad de células que pueden obtenerse en un cultivoy la
relativa homogeneidad entre ellas justifica su amplio uso en investigacion.

Las células cromafines tienen una gran similitud con las neuronas simpaticas
postganglionares por lo que podrian considerarse como paraneuronas. El concepto
de paraneurona fue introducido por Fujita y Kobayashi para referirse a células
neuroendocrinas con propiedades similares a las neuronas en cuanto a su origen,
estructura, funcidon y metabolismo (Kobayashi, 1977). Al igual que las neuronas, las
células cromafines derivan de la cresta neural, poseen vesiculas secretoras y son
células excitables, es decir, disparan potenciales de accién que abren canales de
Ca%* en la membrana plasmética y produce la entrada de Ca?* resultando en la
liberacion exocitésica de catecolaminas y otras sustancias activas (Garcia et al.,
2006). Ademas, las proteinas implicadas en la exocitosis en ambos tipos celulares
son similares (Roth and Burgoyne, 1994; Hodel et al., 1994; Morgan and Burgoyne,
1995; Burgoyne and Morgan, 2003; Sgrensen et al., 2006).

No obstante, una diferencia importante entre las células cromafines y las
neuronas es que, en la sinapsis, un incremento en la concentracién de Ca®*
intracelular permite la fusién de vesiculas secretoras en menos de un milisegundo
ya que la excitacion y la sefial postsindptica ocurren casi de manera inmediata. En
células secretoras no sindpticas, estudios electroquimicos revelan que existe un
retraso significativo entre la despolarizacién y la liberacién de transmisores (Chow
et al., 1992). Una explicacion a este fendmeno es que un estimulo secretor
producido en una neurona da lugar a la apertura de canales de Ca?* que llevan al
incremento de este idn en el orden de 100 uM. Esta elevada concentracion de Ca?*
en torno a los canales crea microdominios que permiten la rdpida secrecion de las
vesiculas acopladas a esas zonas activas. En el caso de las células cromafines, la
despolarizacién de la membrana produce una cascada de eventos que llevan al
incremento de Ca®* en el orden de 5-30 uM vy, finalmente, a la fusidon de vesiculas
que no estan necesariamente en zonas activas (adyacentes a los canales de Ca?*
gue se abren tras la despolarizacion) (Chow et al., 1994). Esto tiene sentido si
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tenemos en cuenta que, en las células cromafines, asi como las B-pancredticas o de
la neurohipdfisis, la velocidad de liberacién de los transmisores esta limitada, no
tanto por la propia liberacién de los mismos, sino por su posterior transporte al
6rgano diana a través de la circulacion sanguinea.

Las células cromafines han sido ampliamente usadas para estudiar los
mecanismos que regulan la exocitosis debido a que, aisladas de la médula adrenal
y en cultivo, poseen un tamafio mayor que la mayoria de las neuronas y adoptan
una geometria esférica que permite la facil aplicacion de técnicas electrofisioldgicas
como el patch-clamp (Neher and Marty, 1982) o la amperometria (Wightman et al.,
1991). También permitié evidenciar la fusion vesicular de forma simultanea a la
deteccion del transmisor contenido en ella (Albillos et al., 1997) y la identificacién
y descripcién de los componentes de la maquinaria exocitética (Sollner et al., 1993;
Sudhof and Rizo, 2011; Jahn and Fasshauer, 2012).

1.3.2. Sintesis de las catecolaminas.

Las CAs son sintetizadas en las células cromafines de la médula adrenal, en
las neuronas simpaticas postganglionares y en los sistemas catecolaminérgicos del
sistema nervioso central (Kvetnansky et al., 2009).

La ruta biosintética de las CAs comienza a partir del aminodcido precursor
L-tirosina. Hay dos fuentes principales de tirosina, la dieta y la hidroxilacién del
aminodcido fenilalanina en el higado. Una vez entra la L-tirosina en la célula
cromafin adrenal o en los terminales nerviosos catecolaminérgicos del cerebro, la
enzima citoplasmatica tirosina hidroxilasa (TH) convierte la L-tirosina en L-3,4-
dihidroxifenilanlanina (L-DOPA) al hidroxilar el anillo fendlico de la L-tirosina (fig.
1.2). La TH es una hidroxilasa de aminoacidos que requiere los cofactores O, Fe?*y
tetrahidrobiopterina (BH4). En condiciones fisioldgicas, esta reaccién es el paso
limitante de la ruta biosintética de CAs (Levitt et al., 1965) ya que la actividad de
esta enzima es de unas 100 a 1000 veces inferior al del resto de las enzimas de la
ruta y ademads, la BH4 se encuentra a niveles subsaturantes en la célula por lo que
la actividad de la TH depende de su disponibilidad. La TH esta regulada tanto a corto
como a largo plazo. A corto plazo es inhibida por los catecoles (retroalimentacién
negativa), es activada por diversos efectores como los glucocorticoides, el AMPc, la

-16 -



Introduccion

nicotina y las hormonas esteroideas y también puede ser fosforilada por diversas
kinasas (Daubner et al., 2011). A largo plazo puede ser regulada practicamente por
todos los procesos reguladores: estabilidad enzimatica, a nivel transcripcional,
post-traduccional y epigenético (Lenartowski and Goc, 2011).

OoH OoH
/©/\(COOH Hoj©/\rcoor4 Hom HO D/S HO j@)\
— . — ) — — — )
oo NH, G NH, = NH, o NH, - NHCH,

L-Tyrosine L-DOPA Dopamine Noradrenaline Adrenaline

Figura 1.2. Ruta biosintética de las catecolaminas.

El siguiente paso es la descarboxilacion de la L-DOPA para dar lugar a la
dopamina (DA). Esta reaccidén también tiene lugar en el citoplasma y esta catalizada
por la DOPA descarboxilasa o L-aminoacido-aromatico-descarboxilasa (LAAD). La
actividad de esta enzima depende de los niveles de su cofactor, el fosfato de
pirodoxal. La LAAD no es especifica de tejido catecolaminérgico, ya que interviene
en la sintesis de otros neurotransmisores como la serotonina (5-HT).

A continuacidn, la DA es introducida en el interior de las vesiculas por medio
de los transportadores vesiculares de monoaminas (VMATSs). En el interior del
granulo ocurre el tercer paso de la sintesis, mediado por la dopamina-B-hidroxilasa
(DBH), que cataliza la hidroxilacién de la DA en posicién B, dando lugar a la
noradrenalina (NA).

Sélo en las células que sintetizan adrenalina (A) se expresa la enzima
feniletanolamina-N-metil-transferasa (PNMT), que cataliza la conversiéon de la NA
en A mediante la adicién de un grupo metilo usando la S-adenosil metionina como
cofactor. Esta enzima se encuentra en el citoplasma con lo que la NA debe salir de
los granulos, a través de la VMAT, para ser metilada y convertida en A. Esta ultima
serd de nuevo transportada al interior de los granulos para su almacenaje y
posterior liberacion.
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1.3.3. Tipos de células cromafines.

Las cuatro enzimas implicadas en la ruta de sintesis de las CAs no siempre
estdn presentes en la misma célula. Las células adrenérgicas son aquellas que
poseen las cuatro enzimas, por lo que la ruta de sintesis acaba en la A. Aquellas
células que carezcan de PNMT sintetizardn NA, pero no A (seran células
noradrenérgicas). Las que carezcan de DBH y PNMT seran células dopaminérgicas
puesto que la ruta acaba con la formacion de DA. Asi, en las médulas adrenales de
los mamiferos, las células cromafines se distribuyen en grupos homotipicos de
acuerdo con su fenotipo catecolaminérgico. La proporcion de ambos subtipos
celulares se calcula midiendo la cantidad relativa de A y NA. Esta proporcion varia
entre especies, asi en la rata predomina la A (80-85%), en el ratén cerca de un 66%
delas CAstotaleses A, enlavacay el hombre el porcentaje de este neurotransmisor
es un 75%, mientras que en el gato la proporcién de ambas CAs es similar (Aunis
and Langley, 1999).

Ademas de las diferencias en las CAs que almacenan en sus granulos, la
expresion de ciertas proteinas, asi como de receptores presentes en la superficie
celular varia entre células adrenérgicas y noradrenérgicas. Las mayores diferencias
observadas han sido los receptores de histamina, de angiotensina Il y los
muscarinicos, los cuales se expresan preferentemente en células adrenérgicas. La
distribucién de los subtipos de receptores opioides también es diferente (Aunis and
Langley, 1999).

Otros estudios demuestran que las isoformas del transportador vesicular de
monoaminas, VMAT1 y VMAT2, se distribuyen de forma distinta en las células
adrenérgicas y noradrenérgicas. Asi, por ejemplo, todas las células cromafines de
roedores expresan VMAT-1y, sin embargo, solo un grupo de ellas expresan VMAT-
2. Estas células cromafines expresando ambos tipos de transportadores de aminas
son células noradrenérgicas (Weihe et al., 1995; Erickson et al., 1996; Tillinger et
al., 2010). Ademas, los receptores purinérgicos P2, que movilizan Ca?*, se
distribuyen de forma distinta en las células que acumulan A o NA, siendo los P2X
preferencialmente localizados en las células noradrenérgicas y los P.Y en las
adrenérgicas (Tomé et al., 2007).
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Con respecto a la inervacidon que llega a la gldndula adrenal también es
diferente entre células adrenérgicas y noradrenérgicas. Las células cromafines son
inervadas directamente por axones de neuronas preganglionares simpaticas (SPNs)
(Kesse et al., 1988).

Morrison y colaboradores mostraron que las SPNs pueden ser subdivididas
en base a sus velocidades de conduccion axonal y su respuesta a la estimulacién de
neuronas premotoras simpaticas en la médula rostroventrolateral (RVLM), asi
como su respuesta a la activacion por baroreceptores o glucoprivacién sistémica.
Asi, las SPNs que inervan las células adrenérgicas reciben sefales de neuronas
premotoras de conduccidon lenta de la RVLM, las cuales son sensibles a
glucoprivacion e insensibles a la activaciéon barorefleja (Verberne and Sartor, 2010).
Por el contrario, las SPNs que inervan las células noradrenérgicas se activan por
rutas de conduccién rdpida de neuronas de la RVLM, que son barosensibles e
insensibles a glucoprivacion (Morrison and Cao, 2000) (fig. 1.3).

Los vasos sanguineos de la corteza y la médula adrenal estan inervados por
neuronas postganglionares simpaticas noradrenérgicas (Parker et al., 1990;
Carlsson et al., 1993; Toth et al., 1997), asi como axones aferentes espinales y
vagales (Mohamed et al., 1998; Coupland et al., 1989; Niijima, 1992).
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Figura 1.3. Inervacién de la glandula adrenal. La gldndula adrenal esta inervada por neuronas
colinérgicas preganglionares que tienen como diana exclusivamente las células cromafines. Las
neuronas postganglionares noradrenérgicas tienen como diana solo los vasos sanguineos presentes
en la glandula. Las células cromafines adrenérgicas reciben sefiales de neuronas preganglionares que
a su vez proceden de neuronas premotoras sensibles a glucosa. Las células cromafines
noradrenérgicas reciben sefiales de neuronas preganglionares que a su vez proceden de neuronas
barosensibles. (Tomado de Veberne et al., 2016).

Siempre se ha definido una célula adrenérgica como una célula cromafin
capaz de sintetizar, almacenary liberar A y una noradrenérgica aquella que, debido
alaausencia de la enzima PNMT, almacenay libera NA. El estudio de las diferencias
entre ambos fenotipos celulares, en cuanto a la expresion desigual de determinadas
proteinas y receptores, el tipo de transportador vesicular que poseen, asi como su
inervacién, ha llevado a considerar la médula adrenal como una entidad
heterogénea consistente en la agrupacion de subpoblaciones celulares distintas. Sin
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embargo, debido a que se desconoce el grado de especificidad de cada tipo celular
con la CA que le es propia, podriamos preguntarnos: ¢qué pasaria si una célula
adrenérgica no fuera capaz de sintetizar A? ¢seguiriamos considerandola
adrenérgica? ¢seria capaz de almacenar NA con la misma afinidad con la que
acumula la A?. En esta tesis intentaremos responder a estas preguntas.

En nuestro laboratorio disponemos de ratones modificados genéticamente
en los cuales sus células son incapaces de sintetizar A. Esto se logré interfiriendo el
gen que codifica para la enzima PNMT (Ebert et al., 2004). Nos planteamos
comprobar si las células cromafines adrenérgicas y noradrenérgicas tienen ese
fenotipo debido a la CA que acumulan o lo tienen independientemente de dichas
CAs. El uso de ratones PNMT-KO nos puede ayudar a resolver ese dilema.

1.4. La vesicula cromafin.

Las células cromafines almacenan las CAs dentro de estructuras
membranosas denominadas granulos o vesiculas cromafines (Hillarp and Nilson,
1954). Se han identificado diferentes tipos de vesiculas segin su tamafo y forma al
microscopio electréonico (Koval et al., 2001), siendo las mds abundantes las
denominadas vesiculas de nucleo denso grande (LDCV). Estas vesiculas se
denominan asi debido a la matriz muy electrodensa que se observa por microscopia
electrdnica.

Cada célula cromafin contiene alrededor de 10.000 granulos en ratones
(Crivellato et al., 2008), pudiendo llegar a los 10.000-20.000 granulos en vacas
(Phillips, 1982; Burgoyne, 1991; Plattner et al.,, 1997), lo que supone,
aproximadamente, del 13 al 30% del volumen del citoplasma. No obstante, la
cantidad total de vesiculas secretoras liberables estimada por medio de técnicas
electrofisiolégicas no coincide con el niumero total de vesiculas determinado por
estudios morfoldgicos (Vitale et al., 1995). Las vesiculas liberables sélo comprenden
entre 2.000 a 6.000 vesiculas en vacas (Phillips et al., 1983; Carmichael and Winkler,
1985; Heinemann et al., 1993).
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Figura 1.4. Imagenes de microscopia electrénica de transmisidn con los tipos de células y granulos
cromafines. A. “NA” indica una célula noradrenérgica, “A” una célula adrenérgica y “SGC” una célula
cromafin de granulos pequefios (Tomado de Kobayashi and Coupland, 1993). B. Micrografias
electronicas de granulos noradrenérgicos y adrenérgicos. En el panel superior, las flechas indican
granulos tipicamente noradrenérgicos con nucleo electrodenso y el halo amplio. En el panel inferior
las flechas indican granulos tipicos adrenérgicos, de menor tamafio, matriz menos electrodensa y
halo reducido.

En 1955, Jeffrey D. Lever realizd las primeras imagenes de los granulos
cromafines con microscopia electrénica. Se dio cuenta de que la apariencia de
dichos grénulos varia mucho en tamafio, forma y densidad electrénica. Ademas,
muchos de ellos estaban rodeados por un halo de material menos denso (Lever,
1955). Su aspecto tras la fijacion con glutaraldehido y postfijacion con tetradxido
de osmio parece depender de su contenido en aminas. Los granulos que contienen
adrenalina suelen ser menos electrodensos ya que la adrenalina difunde por accién
del fijador, mientras que la noradrenalina precipita proporcionando una apariencia
mas electrodensa a los granulos que la contienen (Coupland and Hopwood, 1966).

Los granulos adrenérgicos, dependiendo de la especie animal, varian entre
50 y 350 nm de didmetro (en ratén 170-350 nm), tienen una morfologia circular,
electrodensidad moderada con un contenido de apariencia granulada y un halo que
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suele ser reducido y uniforme (fig. 1.4; B, panel inferior). En el caso de los granulos
noradrenérgicos, su diametro suele ser mayor al de los adrenérgicos variando entre
185-495 nm en ratén, tienen morfologia irregular, forma ovalada o eliptica, un
nucleo denso excéntrico y un halo amplio (fig. 1.4; B, panel superior), (Diaz-Flores
et al, 2008).

Ademads de las CAs, las vesiculas cromafines contienen una matriz proteica
donde el principal componente son las cromograninas (A, B y secretograninas)
(Helle and Serck-Hanssen, 1969; O’Connor and Frigon, 1984), nucledtidos de
adenina, Ca?* (Winkler, 1993) y péptidos menores como neuropéptido Y (Allen et
al., 1983) y encefalinas (Lewis et al., 1979; Viveros et al., 1979).

Estudios de protedmica usando fracciones de membrana de vesiculas
cromafines revelaron la existencia de prohormonas, proteasas, proteinas
implicadas en el metabolismo y transporte de las CAs, proteinas estructurales,
enzimas de regulacién redox, bombas ATPasas que regulan la translocacion de
protones, regulacion del Ca?, componentes de sefalizacidon y proteinas
involucradas en los mecanismos exocitdticos (Hook et al., 2010).

1.5. El ciclo de vida de una vesicula cromafin.

El ciclo de vida de una vesicula secretora incluye su formacion,
desplazamiento hacia la membrana plasmatica, el acoplamiento con la misma, su
fusidn o exocitosis y el reciclado posterior por medio de endocitosis.

1.5.1. Formacion de los granulos cromafines.

La biogénesis de las vesiculas secretoras de granulo denso comienza con la
sintesis de las proteinas que van a formar parte de ellas. Esto ocurre en los
ribosomas del reticulo endopldsmico rugoso (Perone et al., 1997), desde donde
serdn transportadas al complejo de Golgi. La clasificacion de las proteinas
destinadas a la ruta secretora tiene lugar en la red trans-Golgi, donde ademas
ocurre la agregacion de proteinas solubles tales como las graninas, cuya agregacion
depende del pH y el Ca%* (Kim et al., 2001). Se originan asi granulos secretores
inmaduros (Tooze and Huttner, 1990).
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Las vesiculas inmaduras sufren, a continuacion, un proceso de acidificacién
(fig. 1.5, paso 1). Una bomba de protones dependiente de ATP citosdlico, la V-
ATPasa, establece un gradiente electroquimico que utilizan los transportadores
vesiculares para rellenar el interior del granulo con neurotransmisores, en contra
del gradiente de concentracion (fig. 1.5, paso 2). Dicha V-ATPasa se localiza en la
membrana de las vesiculas y establece el gradiente electroquimico por medio de la
entrada de protones a la vesicula alcanzando ésta un pH de aproximadamente 5,5
(Jonhson and Scarpa, 1976; Pollard et al., 1979; Winkler and Westhead,1980).
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Figura 1.5. Esquema de las etapas del ciclo de vida de un granulo cromafin. 1, los granulos cromafines
se sintetizan en la cara trans del complejo de Golgi. 2, la V-ATPasa acidifica el medio intravesicular
estableciendo un gradiente electroquimico necesario para que se rellenen las vesiculas con CAs. La
vesicula central representada en el paso 2 se muestra aumentada con respecto al resto de vesiculas
y componentes celulares, con fines divulgativos. 3, los granulos se desplazan hacia la membrana
plasmatica. 4, docking o anclaje de las vesiculas a la membrana. 5, priming o activacién de los granulos
para ser secretados. 6, fusién con la membrana plasmatica.
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1.5.2. Transporte de los granulos hacia la membrana plasmatica.

Después de su formacién, la mayoria de las vesiculas se localizan en el grupo
de reserva, donde permanecen durante periodos de tiempo variables y desde
donde, algunas de ellas, pasan a diferentes compartimentos intracelulares en
funcion de su disponibilidad para ser liberadas. Experimentos realizados
modificando el nivel del Ca?* intracelular combinado con medidas de capacidad de
la membrana celular por medio de patch-clamp, ofrecen una resolucién temporal
para la fusion vesicular en el rango de milisegundos y revela que la liberacién de
CAs ocurre con cinéticas diferentes, las cuales estan relacionadas con distintos
grupos de granulos secretores (fig. 1.6) (Neher and Zucker, 1993; Ashery et al.,
2000; Sgrensen, 2004; Stevens et al., 2011). Un rdpido incremento del Ca?*
citosodlico induce exocitosis que puede ser resuelta en dos cinéticas, una cinética
répida que se corresponde con un grupo de vesiculas preparadas para ser liberadas
(RRP, de sus siglas en inglés, Readily Releasable Pool) y una cinética lenta que
corresponderia a un grupo de vesiculas que se liberan de forma lenta (SRP, por sus
siglas en inglés, Slowly Releasable Pool) (Voets et a., 1999; Voets, 2000). En un
principio se pensaba que la diferencia entre ambos grupos vesiculares se debia a su
distinta sensibilidad al Ca?'. Posteriormente, se consideré que se trataba de
diferentes etapas de maduracién. Asi, SRP seria un paso previo a las RRP que
alcanzarian este estado cuando se vuelven competentes para fusionarse con la
membrana plasmatica (Walter et al., 2013). Actualmente, la teoria de que la
maduracién de los granulos es lo que determina su presencia en un grupo vesicular
concreto y su probabilidad de fusién no se considera correcta. Se sabe que las
vesiculas pueden permanecer en el grupo no liberable o ser reclutados pasando a
formar parte de alguno de los grupos susceptibles de ser liberados (Burgoyne and
Morgan, 2003). En el 2003, Duncan y colaboradores relevaron que las vesiculas de
células cromafines bovinas forman parte de las distintas poblaciones en base a su
edad, siendo las recién sintetizadas las mds cercanas a la membrana y con tiempos
de vida mds cortos en comparacion con las vesiculas mas viejas, que se localizan en
regiones de la célula alejadas de la membrana. Esto ha sido posteriormente
corroborado por otros autores que proponen que las vesiculas mas jovenes son las
primeras en ser liberadas (Duncan et al., 2003; Tsuboi et al., 2010; Estévez-Herrera
et al., 2016).
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No se conoce con exactitud la vida media de los granulos en la célula, pero
se han hecho aproximaciones experimentales. EI grupo de Norman Kirshner
determind que la A permanece estable dentro de la célula durante
aproximadamente 15-18 dias (Corcoran et al, 1984) y ese podria ser el reflejo de la
duracion de los granulos activos.
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Figura 1.6. Movilizacién de los diferentes grupos vesiculares tras un incremento de Ca®* en la célula.
A. Serepresenta la concentracion de Ca?*intracelular (panel superior) y la capacidad de la membrana
(panel inferior) durante el incremento de Ca?* inducido por fotolisis (denominado como “flash” en la
imagen). Un flash de luz UV produce un rapido incremento de Ca?* encapsulado en la célula dando
lugar a un aumento instantaneo de la capacidad de la membrana. En la curva de capacidad se pueden
distinguir tres cinéticas diferentes. Las dos primeras son mostradas a mayor resolucién en la misma
figura. La cinética mas rdpida (t=39,8ms) corresponde con la fusién de RRP, la segunda cinética
observada (t=231ms) se corresponde a la fusion de SRP. El tercer componente se corresponde con
la fusion de vesiculas pertenecientes al grupo de reserva (Tomado de Sgrensen, 2004). B. Modelo de
los diferentes grupos vesiculares. La estimacion del nimero de vesiculas de cada grupo se indica entre
paréntesis. Se muestra IRP que son vesiculas pertenecientes al SRP pero que se encuentran
localizados proximos a canales de Ca** (Modificado de Voets et al., 1999).
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Ademads, se ha definido otro grupo vesicular que son aquellas que se liberan
de forma inmediata al aumentar el Ca%* intracelular (IRP, por sus siglas en inglés,
Immediately Releasable Pool). Las IRP se definen como un pequeno grupo de
vesiculas pertenecientes a las RRP que estan localizadas muy cerca de los canales
de Ca?* dependientes de voltaje (Horrigan and Bookman, 1994; Pasche et al., 2012;
Cardenas and Marengo, 2016). Este proceso de desplazamiento de los granulos
cromafines esta muy regulado por la reorganizacion del citoesqueleto de actina
préxima a la membrana (Aunis and Bader, 1988; Giménez-Molina et al., 2018).

1.5.3. Exocitosis de los granulos cromafines.

La exocitosis de los granulos cromafines tiene lugar en tres etapas, un paso
conocido como “docking” o anclaje a la membrana plasmatica, un segundo paso
denominado “priming” o activacion de los granulos que los hace competentes para
fusionarse con la membrana (fig. 1.5, paso 4y 5) y el tercer paso de fusién vesicular.
La fusion se lleva a cabo mediante el ensamblaje del complejo proteico SNARE
(Soluble N-etylmaleymide sensitive factor Attachment protein REceptors), que
fueron descubiertos como receptores para SNAPs, un grupo de proteinas solubles
asociadas al factor NSF (N-etylmaleymide sensitive factor) (Sollner et al., 1993).
Dicho complejo estd compuesto por una proteina de la membrana vesicular (v-
SNARE), que es la sinaptobrevina, y dos proteinas de la membrana plasmatica (t-
SNARE), la sintaxina y la SNAP-25. El complejo SNARE se considera la maquinaria
bésica para la exocitosis, no obstante, otras proteinas, como los sensores de Ca?*,
son necesarios para que se lleve a cabo el proceso (fig. 1.7).

El docking de las vesiculas depende de las proteinas sintaxina y SNAP-25 de
la membrana plasmatica y de la proteina vesicular sinaptotagmina-1 (de Wit et al.,
2009; Mohrmann et al., 2013). Esta ultima es una proteina transmembrana que
pertenece a la familia proteica con dos dominios de unidn al Ca?*, por lo que actua
como el principal sensor de Ca?* en el proceso de exocitosis. Ademas de unirse a
Ca?*, se une afosfolipidos tales como fosfatidilserina o inositol fosfato (Davis et al.,
1999; Takahashi et al., 2010) y a una region acidica del complejo SNARE formado
por la sintaxina-1 y SNAP-25 (Brewer et al., 2015; Zhou et al., 2015). La proteina
Munc18-1 tiene un papel fundamental en el proceso de docking favoreciendo la
formacién del complejo sintaxina/SNAP-25 (Toonen and Verhage, 2007).
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Figura 1.7. Exocitosis y endocitosis de los granulos cromafines. A. Principales pasos del proceso. 1, las
proteinas que van a formar parte de los granulos se clasifican y empaquetan en el complejo de Golgi.
2, los granulos se transportan a las zonas activas. 3, los filamentos de actina transportan los granulos
hasta los puntos de anclaje a la membrana. 4, docking, el complejo SNARE se ancla a la membrana
debido a la unién de la sintaxina y SNAP-25 de la membrana plasmatica, y la sinaptotagmina-1 de la
membrana vesicular. 5, priming, mediado por Munc 13, sinaptotagmina y complexina. Munc 13
permite que el complejo SNARE se mantenga en una conformacion abierta permitiendo que pueda
unirse a la sinaptobrevina y SNAP-25. 6, comienza a formarse el poro de fusion. 7, el poro de fusion
se expande permitiendo la liberacién parcial o completa del contenido del granulo. 8, el granulo
vuelve a cerrarse después de una fusién parcial con la membrana plasmatica. 9, recuperacién de la
membrana por endocitosis en caso de una fusién completa. 10y 11, los granulos endocitados viajan
hacia endosomas o lisosomas desde donde pueden comenzar un nuevo ciclo secretor después de su
clasificacién en el complejo de Golgi. B. La organizacion del complejo SNARE en el estado de priming.
La presencia de colesterol y fosfolipidos permite la curvatura de la membrana plasmatica
favoreciendo asi la dindmica de fusién. (Modificado de Carbone et al., 2019, articulo en preparacién).
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El priming es el proceso por el cual todos los componentes del complejo
SNARE adquieren la localizacidon adecuada para ser capaces de interaccionar entre
ellos y que se produzca la fusion de los granulos con la membrana plasmatica. Este
paso requiere de la participacion de las proteinas Muncl3, proteinas activadoras
dependientes de Ca?* (CAPS), snapina, sinaptotagmina-1y complexina, entre otras.
Munc13 favorece la conformacién abierta de la sintaxina-1 (Dulubova et al., 1999;
Ma et al., 2011) permitiendo que ésta pueda unirse a la sinaptobrevina y la SNAP-
25. CAPS es esencial para la exocitosis de vesiculas inducida por Ca?*. Interactta
con la sintaxina-1y la SNAP-25 en varios de los estados del ensamblaje del complejo
SNARE (Daily et al., 2010). Snapina es otra proteina moduladora del complejo
SNARE que se une a la SNAP-25 estabilizando la interaccidn entre sinaptotagminay
el complejo SNARE (Tian et al., 2005). En el caso de las complexinas, éstas son una
familia de pequefias proteinas citosélicas que se unen al complejo SNARE en etapas
previas a la fusion (Liu et al., 2006). Las células cromafines expresan complexina-2
(Archer et al., 2002), la cual se une a la sinaptotagmina-1 impidiendo que pueda
ensamblarse el complejo SNARE. Cuando los niveles de Ca?* citosélico incrementa
como consecuencia de la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje,
dicho Ca?* se une a la sinaptotagmina desplazando la complexina unida y permite
de esa forma el ensamblaje del complejo SNARE. Este papel de la complexina-2 ha
sido observado con la complexina-1 en la sinapsis neuronal (Giarudo et al., 2006;
Schaub et al., 2006). Si ocurriera un ensamblaje prematuro del complejo SNARE las
complexinas evitarian la fusién.

La fusion de las vesiculas ocurre cuando el complejo SNARE se cierra de
forma similar a lo que haria una cremallera (proceso conocido como “zippering”)
acercando la membrana de la vesicula a la membrana plasmatica lo suficiente como
para que disminuya la barrera energética permitiendo la fusién de las mismas
(Oelkers et al.,, 2016). Este complejo esta formado por 4 hélices-a, con la
sinaptobrevina contribuyendo con una hélice-a, SNAP-25 con dos hélices-a y la
sintaxina con una (Stdhof and Rothman, 2009).

Recientemente, Reinhard Jahn y colaboradores han propuesto que la
sinaptotagmina es capaz de inducir exocitosis a través de un mecanismo
independiente de su unidn al complejo SNARE. Este mecanismo implica la unién de
la sinaptotagmina a la fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2). Cuando los niveles de
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Ca?* citosdlico incrementan, aumenta la afinidad de la sinaptotagmina con PIP2, por
la neutralizacidn de sus cargas negativas en los sitios de unién al Ca?*, promoviendo
asi la fusién con la membrana plasmatica (Pérez-Lara et al., 2016). No obstante, aun
no estd claro si la unién de la sinaptotagmina a PIP2 es competitiva o independiente
a asociacion con el complejo SNARE (Marengo and Cardenas, 2018).

1.5.4. Poro de fusion de los granulos cromafines.

El proceso de fusién se inicia con la formacién de un canal de alta
conductancia que permite el flujo de CAs desde el citoplasma de la célula hacia el
medio extracelular. A ese canal se le denomina “poro de fusién” y tiene un diametro
inicial menor a 3 nandmetros (Albillos et al., 1997). Puede permanecer abierto
durante periodos de tiempo variables antes de expandirse completamente, lo cual
se conoce como exocitosis completa, o bien, puede volver a cerrarse, resultando en
la liberacién parcial de CAs. Este ultimo mecanismo se conoce como exocitosis
parcial y es la forma de liberacion predominante a bajas frecuencias de
estimulacion. El fendmeno de “kiss-and-run” es una exocitosis parcial en el que
ocurre una fusién transitoria muy rapida de la vesicula con la membrana plasmatica,
de una duracién aproximada de 0,5s (Fesce etal., 1994; Alés et al., 1999; Elhamdani
et al., 2006). Entre el “kiss-and-run” y la exocitosis completa existe un rango muy
amplio de exocitosis parciales que depende del nivel de fusidn de la vesicula con la
membrana.

Una vez formado el poro de fusion, el tiempo que tarda en expandirse
depende del tamafio de la vesicula (Alvarez de Toledo et al., 2018). Ademas, el
didmetro del poro de fusién determina la cantidad y el tipo de moléculas que son
liberadas. Asi, poros de fusion estrechos permitiran la salida de moléculas pequenas
como las CAs, pero poros de fusidon mas dilatados permitiran el paso de moléculas
de mayor tamario tales como las cromograninas. La incorporaciéon completa de la
membrana vesicular a la membrana plasmatica permite la liberacidon de todo su
contenido (Fulop et al., 2005; Perrais et al., 2004).
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1.5.5. Endocitosis y reciclado de las vesiculas secretoras.

El reciclaje de componentes de la membrana de las vesiculas que han sufrido
exocitosis ocurre por via endocitosis. La endocitosis es un proceso necesario no solo
para mantener constante la superficie de la membrana sino también para renovar

los lipidos y proteinas de la misma.

Cuando ocurre una exocitosis completa, el reciclado de las vesiculas incluye
la recuperacién de membrana desde la superficie celular, la internalizacion en
forma de endosomas y su transporte de vuelta a la red trans-Golgi para alli ser
procesada y formar parte, finalmente, de nuevas vesiculas (Lingg et al., 1983; Fulop
et al., 2005)

Si la exocitosis ha sido parcial, tipo kiss-and-run, ocurre una rdpida
endocitosis después del cierre del poro de fusidn (Barg et al., 2002). De esta forma,
gran cantidad de vesiculas vuelven a sellarse después de hacer exocitosis sin perder
su identidad (Perrais et al., 2004; Diaz-Flores et al., 2008), es decir, conservando la
membrana y la mayoria de las proteinas de la membrana y la matriz. Usando
medidas de capacidad y amperometria en parche se ha sugerido que el tamafio
limite del poro de fusidn para su reversibilidad es alrededor de 3,4 nm, tamafos
mayores darian lugar a una fusion irreversible, es decir, acabaria siempre en una
fusion completa del granulo con la membrana plasmatica (Albillos et al., 1997; Alés
et al, 1999). No obstante, observaciones usando TIRFM (Perrais et al., 2004) y
captura en fase fluida (von Grafenstein and Knight, 1992) concluyen que incluso
poros de didmetro mayor son reversibles. Esos granulos parcialmente fusionados
con la membrana plasmatica podrian ser parcial o completamente vaciados de CAs
y otros componentes solubles (Tabares et al, 2001) y al volver a sellarse serian
rapidamente acidificados (Taraska et al., 2003).

Los complejos SNARE que ya han sido utilizados durante la exocitosis
también pueden ser reciclados. En este proceso actua el factor NSF que, ademas de
favorecer la fusién vesicular, actia como una chaperona que utiliza la energia
obtenida en la hidrélisis de ATP para desensamblar las proteinas que constituyen
los complejos SNARE y, de esta forma, puedan reutilizarse (Morgan and Burgoyne,
1995).
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1.6. Segundos mensajeros intracelulares.

La principal forma que tienen las células para regular la exocitosis son los
segundos mensajeros. Estos son iones o moléculas producidas en las células que
utilizan como sefalizacion en respuesta a determinados estimulos para
desencadenar un efecto. Ese efecto puede ser, por ejemplo, la proliferacion celular,
su diferenciacién, metabolismo, migracién, apoptosis o, como se dijo
anteriormente, la exocitosis.

El descubrimiento de los segundos mensajeros lo llevé a cabo Earl Wilbur
Sutherland Jr., por lo cual gand el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1971.
Usando preparaciones celulares de higado, Sutherland Jr. se dio cuenta de que, al
anadir adrenalina, se producia un incremento de la glucogenolisis. Esto tenia lugar
por un incremento en la actividad fosforilasa que desencadenaba el segundo
mensajero que acababa de descubrir, adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Rall
and Sutherland, 1959).

Ademads del AMPc, otros segundos mensajeros son el guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), el Ca?', el diacilglicerol o el IPs. En los préximos apartados
trataremos algunos de ellos haciendo especial atencién a su relacién con la

exocitosis.
1.6.1. El calcio.

El Ca?* es quizds el segundo mensajero mas comun tanto en células
neuronales como endocrinas puesto que la mayoria de las funciones celulares estan
influenciadas por este ién (Clapham, 1995).

La concentracidon de iones Ca®* en el citoplasma es muy baja, del orden de
50-200 nM. Sin embargo, en el exterior celular su concentracion es varios drdenes
de magnitud superior, aproximadamente 1-2 mM. Este enorme gradiente de Ca?*
es ademas reforzado por el gradiente eléctrico al ser el interior celular negativo y el
Ca?* un catidn divalente. El gradiente de Ca’* se genera y mantiene gracias a la
existencia de proteinas en la membrana plasmatica que realizan el intercambio de
este idén. Uno de ellas es una ATPasa conocida como bomba de Ca?*, que saca 2
iones Ca?* hacia el medio extracelular por cada molécula de ATP hidrolizada y la
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otra es el intercambiador Na%*/ Ca?*, el cual lleva a cabo el cotransporte de 1 ién
Ca?* del citoplasma al espacio extracelular y 3 iones Na?* en el sentido contrario.
Este intercambiador Na?*/ Ca?* también aparece en la mitocondria (fig. 1.8). Estos
sistemas de transporte de Ca?* sirven para mantener unos niveles basales de este
ion en el citoplasma muy bajos frente al medio extracelular. No obstante, cuando a
la célula le llega un estimulo, el Ca?* puede actuar como segundo mensajero
elevando su concentracién intracelular. Este Ca®* entra a la célula a través de
canales de Ca?*.

1.6.1.1. Los canales de Ca?*.

Los canales del Ca?* pueden clasificarse en funcién del estimulo que lo
activa, hay canales del Ca?* dependientes de voltaje, canales de Ca?* operados por
receptor, dependientes de la cantidad del Ca?* en los depdsitos intracelulares y
operados por segundos mensajeros (fig. 1.8).

Los canales del Ca?* dependientes de voltaje (CCDV) estdn presentes en la
membrana plasmatica de células excitables, como las neuronas y las células
neuroendocrinas. Frente a un estimulo despolarizante, estos canales sufren un
cambio conformacional que produce su apertura permitiendo asi la entrada de Ca?*
desde el medio extracelular. Esta entrada de Ca?* puede ser muy rapida, lo que
permite controlar procesos rapidos de la célula, tales como la contracciéon muscular
o la liberacién de transmisores. Cuando la célula vuelve a su estado de reposo y la
membrana estd hiperpolarizada, dichos canales vuelven a su conformacion cerrada.
Los CCDV estan especialmente implicados en la generacién de microdominios de
Ca?* pudiendo interaccionar asi con las vesiculas secretoras a través de proteinas
sensores del Ca?* del complejo SNARE (Berridge, 2012).

La estructura de los CCDV es similar para todos los miembros de la familia.
Se trata de complejos heteromultiméricos con una subunidad ai que conforma el
poro del canal y un conjunto de subunidades auxiliares B y a2 responsables de la
localizacién, trafico, estabilizacién del canal en la membrana, asi como de su
interaccidon con otras proteinas y moléculas de sefalizacion (Buraei and Yang,
2010).
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Los CCDV pueden clasificarse en tres grandes familias, Cay1, Ca,2 y Ca,3, en
funcion de su conductividad, caracteristicas funcionales y su respuesta
farmacoldgica (Ertel et al., 2000) (Ver resumen en la tabla 1).

Familia Conductividad Localizacion Caracteristicas funcionales

Musculo esquelético,

Ca,l Tipo-L (“Long-lasting”) corazén, neuronasy
células endocrinas Presentan una alta
Tipo-N conductancia y requieren una
alta despolarizacién para su
Ca,2 Tipo-P/Q Sistema nervioso activacién
Tipo-R

Gran variedad de tipos .
Presentan una baja

celulares, donde modulan . .
conductancia y se activan a

bajos potenciales de
despolarizacion

Ca,3 Tipo-T (Transitorias) el potencial de accién y el
control de patrones de
disparo repetitivo

Tabla 1. Clasificacion de los CCDV. Se muestra una clasificacion en funcion de su conductividad, su
localizacion y sus principales caracteristicas funcionales.

Los canales de Ca?* operados por receptor son aquellos que permiten la
entrada del Ca%* cuando sufren un cambio conformacional como consecuencia de
la union de un agonista a un receptor. Ese receptor puede ser el propio canal en el
caso de los canales ionotrdpicos, o bien, un receptor asociado al canal en el caso de
los metabotrépicos. Un ejemplo de canal ionotrdpico es la familia de receptores
nicotinicos presentes en una gran variedad de tipos celulares como las neuronas,
células del epitelio bronquial, del sistema inmune o las células cromafines (Karlin,
1993; Wu and Lukas, 2011). Los principales agonistas que actian sobre los
receptores nicotinicos son la ACh y la nicotina (Gundisch and Eibl, 2011). Un
agonista no fisiolégico de estos canales, ampliamente utilizado para inducir
exocitosis a través del incremento de Ca%*en células cromafines, es el dimetil-fenil
piperazinio (DMPP).

Los canales del Ca?* operados por depdsitos se activan en respuesta de una
disminucién del Ca?* de los depdsitos intracelulares, tales como el reticulo
endoplasmico, el aparato de Golgi o las mitocondrias. Estos canales no sélo se
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activan cuando es necesario restablecer la concentracién de Ca®* en los depdsitos
sino como una fuente de este idn, especialmente bajo condiciones en los que la
sefializacién de Ca?* debe ser mantenida durante periodos de tiempo largos
(Berridge, 2012).

Los canales del Ca?* operados por segundos mensajeros estan controlados
por segundos mensajeros procedentes de diversas cascadas de sefalizacion de la
célula. Los mas representativos son los activados por nucledtidos ciclicos,
fundamentalmente AMPc y GMPc, y los regulados por acido araquidénico.

Figura 1.8. Homeostasis de Ca%* en un modelo de célula neuroendocrina. Se representa un modelo
de la regulacion de flujos de Ca** celular donde participan el reticulo endopldsmico (ER), la
mitocondria y las vesiculas secretoras (SV). Se encuentran representados los canales de Ca®*
dependientes de voltaje (1), operados por segundos mensajeros (2), operados por receptor (5) y los
canales de Ca?* operados por depdsito (6). Por otro lado, se muestran las ATPasas de Ca’* de la
membrana plasmatica y del ER (4 y 11) y el sistema intercambiador de Na**/Ca?* (3 y 10). En la
mitocondria se muestra la captacién de Ca?* a través del uniportador de Ca?* mitocondrial (9) y el
intercambiador Na?*/Ca?* (10). También se representa un granulo secretor (7) y el mismo granulo
aumentado mostrando la entrada de Ca?* a través de una ATPasa de Ca?* (Modificado de la tesis del
Dr. Pablo Montenegro, 2016).
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1.6.1.2.  El calcio y su implicacién en la exocitosis.

En el segundo apartado de la introduccion de esta tesis se comentd el origen
de la expresion “acoplamiento estimulo-secrecidon” con el que Douglas y Rubin, en
la década de los afios 60, relacionaban un estimulo secretor y la liberacion de

neurotransmisores, siendo el Ca?* el que conecta ambos procesos.

Una vez que el Ca?* incrementa sus niveles en el interior de la célula por
cualquiera de las formas anteriormente comentadas en respuesta a un estimulo,
é¢como desencadena la exocitosis? Una de las formas es por medio de su interaccion
con sinaptotagmina-1 que sufre cambios conformacionales al unirse a Ca?
haciendo que pueda ensamblarse el complejo SNARE y se desencadene la fusién de
la vesicula con la membrana plasmatica. Ademas de la sinaptotagmina-1, el Ca?*
también interacciona con otras proteinas que intervienen en la formacion del

complejo SNARE como las Munc13.

El incremento de la concentracion de Ca?*intracelular no solo interviene en
los ultimos pasos de la exocitosis, sino que también favorece dicho proceso
interviniendo en otros pasos. Se ha comprobado que el Ca?* activa un paso de
fosforilacién mediada por PKC que modifica la red de actina préxima a la membrana
plasmadtica. Las vesiculas que estén cerca de esas zonas del citoesqueleto podrian
ser transportadas a sitios secretores activos induciendo su fusién con la membrana
(Garcia et al, 2006).

1.6.2. El AMPc.

Tras el Ca%*, el AMPc fue el primer miembro de la familia de segundos
mensajeros que se descubrid. El nivel de AMPc en la célula depende de la actividad
de, al menos, dos enzimas, la adenilato ciclasa (AC), que cataliza la formacién del
AMPc a partir de ATP en una reaccion que requiere magnesio (Sutherland et al.,
1962) y la fosfodiesterasa (PDE), que cataliza su hidrélisis en 5'-AMP (Butcher and
Sutherland, 1962).

La formacién del AMPc comienza cuando un primer mensajero extracelular
(que puede ser una hormona, un neurotransmisor, un lipido o algun farmaco) se
une a un receptor acoplado a proteina G (GPCR). La unién del ligando da lugar al
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intercambio de GDP por GTP de la subunidad a de la proteina G resultando en su
separacion de la subunidad B del complejo (fig. 1.9). La subunidad a estimula la AC
para catalizar la reaccién de ciclado del ATP generando AMPc y pirofosfato (para
una revision mas detallada ver Serezani et al., 2008). Algunos de los receptores
acoplados a proteina G bien conocidos, y que son estudiados en esta tesis, son los
receptores adrenérgicos o los receptores del péptido-1 similar al glucagdn (GLP-1R).

Ligandos

Figura 1.9. Regulacién de los niveles de AMPc. 1, unidn de un agonista de receptores acoplados a
proteina G (GPCR). 2, la unidon del agonista produce un cambio conformacional que da lugar a la
liberacién de la subunidad a de la proteina. Dicha subunidad a se une al adenilato ciclasa (AC). 3, se
genera AMPc a partir de ATP. 4, la degradacion de AMPc por parte de las fosfodiesterasas (PDE)
genera AMP. 5, la sefializacion mediada por AMPc puede ocurrir via proteina kinasa-A (PKA) o
proteinas de intercambio de guanina directamente activadas por AMPc (EPAC). (Modificado de
Serezani, 2008).

Recientemente se ha descrito un proceso alternativo de produccion de
AMPc independiente de proteinas G, mediado por los receptores de hormonas
liberadoras de corticotropina (CRHR1) (Inda et al., 2016). Cuando el CRHR1 se
estimula como consecuencia de la unién de su ligando, pueden activarse ACs
asociadas a proteina G o bien, se activan ACs solubles, insensibles a la regulacién
por proteina G, dando lugar, en cualquiera de los casos, al incremento de AMPc.
Ademads, una vez que se produce la internalizacion del receptor, las ACs solubles
actuan como una segunda fuente de produccion de AMPc ya que son capaces de
incrementar su concentracién en diferentes localizaciones intracelulares.

-37-



Introduccion

Durante muchos afios se penso que la concentracion de AMPc aumentaba
uniformemente después de la estimulaciéon de un receptor localizado en la
membrana plasmatica. Esta vision se basaba en que el AMPc se trata de una
molécula soluble con un alto coeficiente de difusién y que, ademas, se mantiene
libre en el citoplasma. No obstante, cada vez hay mas evidencias que consideran
que el AMPc se distribuye en microdominios cerca de los sitios de su sintesis,
permitiendo asi una activacién selectiva de las dianas localizadas en su proximidad
(Calebiro and Maiellaro, 2014). El desarrollo de las técnicas de microscopia optica
ha permitido una visualizacién directa de la sefializacion del AMPc con alta
resolucidon espacial y temporal. Se ha comprobado que la distribucién en
microdominios del AMPc puede deberse a la distribucidon heterogénea dentro de la
célula de las moléculas con las que interactua, ya sean receptores, ACs, PDEs, etc.

Una vez que el AMPc ha incrementado su concentracion dentro de la célula,
puede interaccionar con diferentes tipos de proteinas como la proteina quinasa-A
(PKA) o con proteinas de intercambio de guanina activadas directamente por AMPc
(EPAC, del acrénimo Exchange Protein Activated Directly by Cyclic AMP) que son los
sistemas efectores de la respuesta celular al estimulo inicial o ligando.
Recientemente se ha descrito otra via de sefalizacion del AMPc en células
cromafines, independiente de PKA, que requiere la activacién de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Emery and Eiden, 2012).

Entre la multitud de sefales intracelulares que lleva a cabo el AMPc, sirve
como una senal casi universal que modula y regula la exocitosis en varios sistemas
secretores, tanto neuronas, células endocrinas y neuroendocrinas como en células
exocrinas (para una revision detallada ver Serezani et al., 2008).

1.6.2.1. La PKAy su papel en la exocitosis regulada.

La PKA esta compuesta por dos subunidades distintas, una reguladora y otra
catalitica, las cuales forman una holoenzima tetramérica, R;C.. En presencia de
AMPc, la holoenzima se disocia en sus respectivas subunidades reguladoras y
cataliticas siendo estas ultimas las que fosforilan multitud de dianas celulares tanto
citoplasmaticas como nucleares (Chin et al, 2002).
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En células neuronales, la sefializacién mediada por AMPc-PKA es clave en la
transmisidn sinaptica. PKA lleva a cabo la fosforilacion de proteinas implicadas en
la maquinaria exocitdsica, tales como snapina, Rim1 o SNAP-25, entre otras. Al ser
fosforiladas, pueden interactuar con otras proteinas de las zonas activas donde
ocurre la sinapsis o pueden interactuar con proteinas del complejo SNARE,
estabilizando dicho complejo e incrementando la liberacién de las vesiculas
sindpticas (Chheda et al., 2001; Betz et al., 2001; Lonart et al., 2003; Nagy et al.,
2004).

En células cromafines, los agonistas de GPCRs, tales como los receptores de
adenosina (Chern et al., 1988), los receptores de histamina (Marley et al., 1991), los
receptores del dcido gamma-aminobutirico (GABA) (Oset-Gasque et al., 1993) o los
receptores del PACAP (Przywara et al., 1996), producen un incremento de AMPcy,
en todos los casos, estimulan la secrecion de CAs. Esa estimulacién de la secrecion
depende de la entrada de Ca?* a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje
ya que en ausencia de ese idén en el medio extracelular o bloqueando dichos canales
se produce una reduccién significativa de la exocitosis (Parramon et al., 1995).
Usando farmacos activadores de las AC, como la forskolina, que dan lugar a un
incremento de AMPc, no afectan a la secrecién basal de CAs, pero si la potencian
en presencia de secretagogos, tales como la angiotensina Il, la histamina, la
metacolina o el potasio (Alvarez et al., 1997). La forskolina también puede
incrementar la secrecién por la activacién de canales de Ca%* (Morita et al., 1987;
Doupnik and Pun, 1992), el bloqueo de canales de K* (Garber et al., 1990) o
alterando la organizacién del citoesqueleto (Perrin et al., 1992).

La base molecular de la modulacidn de la secrecién de CAs mediada por
AMPc-PKA todavia no se conoce con exactitud. Muchos grupos han demostrado
que la PKA es capaz de fosforilar la proteina SNAP-25 en su residuo de treonina 138
(Risinger and Bennett, 1999; Chheda et al., 2001; Hepp et al., 2002; Nagy et al.,
2004; Gao et al., 2015). Dicha fosforilacion es necesaria para la regulacién del
tamarfio de los grupos de vesiculas SRP y RRP, asi como el ensamblaje del complejo
SNARE (Nagy et al., 2004; Gao et al., 2015).

En células B-pancredticas, las sefiales de AMPc intracelulares producidas por
agonistas de GPCRs, tales como el GLP-1, el péptido inhibidor gastrico (GIP), el
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péptido intestinal vasoactivo (VIP) y PACAP, son fundamentales en la regulacion de
la secrecidon de insulina. Todos esos ligandos comentados potencian la secrecién de
insulina por medio de la sefializacion AMPc-PKA a través de multiples mecanismos
como la inhibicidon de los canales de K* sensibles a ATP (Holz et al., 1993), el
incremento de la actividad de canales de Ca?* tipo L (Britsch et al., 1995; Kanno et
al., 1998; Klinteberg et al.,, 1996) o incrementando la permeabilidad de la
membrana a Na?* (Miura and Matsui, 2003; Filipsson et al., 1998). El GLP-1 es quizas
el agonista mejor caracterizado y serd comentado en el apartado 1.7 de la
introduccion de esta tesis.

El AMPc también lleva a cabo una importante funcién de regulacién
transcripcional a través de la PKA. Existe una amplia familia de factores nucleares
de respuesta al AMPc que se unen y regulan la expresion de genes que contienen
elementos de respuesta al AMPc (CRE) en sus regiones promotoras. La fosforilacién
de esas proteinas de unidn a CREB (CREBs, por sus siglas en inglés, CRE Binding
proteins), mediada por las subunidades cataliticas de la PKA, permite su
translocacion al nucleo celular y la modulacion de su actividad (Chin et al, 2002). En
este sentido, el gen de la TH, expresadas solo en células que sintetizan CAs, posee
elementos CRE en su region promotora. Desde principios de los afios 70, Waymire
y colaboradores se dieron cuenta de que la actividad de la TH estaba regulada por
un mecanismo intimamente asociado con la concentraciéon de AMPc (Waymire et
al., 1972). Varios afios mas tarde, otro grupo elaboré un pldsmido que contiene un
fragmento del gen de la TH. Dicho fragmento abarca 773 pb previos al punto de
inicio de la transcripcién e incluye las primeras 27 pb de la secuencia transcrita
(+27/-773) insertado en un gen reportero bacteriano, CAT (Chloramphenicol
Acetyltransferase). Usando ese plasmido se comprobd que el AMPc era capaz de
mediar la transcripcién del RNA mensajero de la TH incluso en células que no
expresan la TH de forma natural (Lewis et al., 1987). Poco después se evidencié que
existian elementos CRE en la region promotora del gen de la TH (Harrington et al.,
1987; Fader and Lewis, 1990). De esta forma, el AMPc es capaz de inducir la
expresion de la THy la fosforilacion de la misma (Joh et al., 1978) a través de la PKA,
incrementando asi la sintesis de CAs. Esto, unido a que la sefializacién AMPc-PKA
potencia la secrecién de CAs, indica que dicha sefializacién interviene tanto en la
sintesis como en la secrecién de las mismas.
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1.6.2.2. El EPAC y la exocitosis.

El EPAC, también conocido como factor de intercambio de guanina mediado
por el AMPc (cCAMP-GEF), fue descubierto en 1998 cuando trataba de identificar el
mecanismo involucrado en la activacion de la GTPasa Rap1 dependiente de AMPc
(de Rooijetal., 1998). Por otro lado, y de forma independiente, fue identificado por
otro grupo que hacia una busqueda de genes que codificaran proteinas con
dominios de unidn a nucledtidos ciclicos, presentes en el cuerpo estriado del
cerebro (Kawasaki et al., 1998).

Rap forma parte de una familia de las GTPasas denominadas Ras. Las
proteinas Ras alternan dos conformaciones estructurales, una activada en la que se
encuentra unida a GTP y otra inactivada unida a GDP. Se activan por medio de las
proteinas GEF y se desactivan por proteinas activadoras de las GTPasas (GAP), las
cuales hidrolizan el GTP en GDP volviendo a su conformacion inactiva. El EPAC es
una proteina GEF que controla diversas respuestas celulares por medio de la
activacién de Rapl a través de AMPc (Schmidt et al., 2013). A su vez, la proteina
Rap1l estd implicada en multiples procesos celulares, tales como la proliferacion
celular, inactivacién de linfocitos T y activacion plaquetaria. Han sido identificados
dos miembros de la familia de proteinas EPAC, EPAC1 y EPAC2. El EPAC1 se expresa
en el tiroides, rifién, ovarios, musculo esquelético y regiones especificas del
cerebro. El EPAC2 se expresa predominantemente en tejido cerebral y en tejido
adrenal (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998).

En ciertas células neuronales, como las que realizan la sinapsis del cdliz de
Held, EPAC actua como diana del AMPc dando lugar a la potenciacién sinaptica.
Usando la forskolina, que incrementa la actividad de las ACs, se produce una
potenciacidon de las corrientes postsindpticas excitatorias. Ademads, el uso de
bloqueadores de la PKA, no antagonizan los efectos potenciadores de la liberacién
mediada por AMPc (Sakaba and Neher, 2001). Sin embargo, activadores especificos
de EPAC, tales como el 8-(4-chlorophenylthio)-2"-O-methyladenosine-3’,5 -cyclic
monophosphate (8-pCPT), dentro de los terminales presinapticos potencia dicha
liberacion (Kaneko and Takahashi, 2004). Por tanto, un incremento de AMPc en el
terminal nervioso facilita la liberacién de transmisores, por el incremento del
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numero de vesiculas liberables, a través de la activaciéon de la ruta mediada por
EPAC en el cdliz de Held (Seino and Shibasaki, 2005).

En células B-pancredticas, la exocitosis inducida a través de AMPc, de forma
independiente a la PKA, fue descubierta en 1997 por el grupo de Patrik Rorsman.
Usando medidas de capacidad encontraron que la exocitosis de los granulos de
insulina, estimulada por AMPc, no se abolia por completo tras la inhibicion de PKA
(Renstrom et al., 1997). Poco después fue publicado un trabajo en el que, usando
H-89, un inhibidor especifico de PKA, combinado con oligonucledtidos interferentes
para inhibir EPAC, se reducia enormemente la secrecién de insulina potenciada por
incretinas (GIP y GLP-1) (Kashima et al., 2001). Esos resultados sugieren que la
potenciacidon de la secrecién de insulina por incretinas es mediada tanto por
mecanismos dependientes de PKA como por EPAC.

La secrecién de insulina a través de EPAC puede ocurrir por diferentes
mecanismos. Primero, EPAC2 puede activar fosfolipasa C (PLC), receptores de
rianodina (RyR) y ATPasas de Ca?* del reticulo sarcopldsmico (SERCA) (Dzhura et al.,
2011; Pereira et al., 2007). Segundo, EPAC2 puede interaccionar directamente con
el receptor de sulfonilurea-1 (SUR-1), produciendo el cierre de canales de K*
dependientes de ATP en respuesta a un incremento en la ratio ATP/ADP y regulando
asi el nivel de Ca?* intracelular (Zhang et al., 2009). En tercer lugar, la interaccién de
EPAC2 con las proteinas Rim2, Munc 13-1 y Piccolo potencia la exocitosis
dependiente de Ca?* (Fujimoto et al., 2002; Kwan et al., 2007; Wang et al., 2017).

Kawasaki y colaboradores describieron en 1998 la presencia de EPAC2 en
tejido adrenal (Kawasaki et al., 1998). También ha sido descrita la via de
sefalizacion mediada por EPAC, a través de la activacion de receptores PACAP,
activando proteinas Rapl presentes en células cromafines (Emery et al., 2013). Sin
embargo, aun no ha sido estudiada la implicacion de EPAC en la secrecién de CAs
en estas células.

-42 -



Introduccion

1.7. ElI GLP-1y su receptor, el GLP-1R.

El GLP-1 es una hormona que pertenece a la familia de las incretinas. El
término de incretinas fue introducido en 1930 por Jean La Barre y Eugene U. Still
para describir la actividad humoral que lleva a cabo el intestino para incrementar la
secrecion endocrina del pancreas (La Barre and Still, 1930).

Aligual que el glucagdn, el GLP-1 estd codificado por el gen preproglucagon.
Distintos procesamientos post-translacionales del preproglucagén dardn lugar al
glucagoén en las células a del pancreas o al GLP-1 y GLP-2 en el intestino y en el
cerebro (fig. 1.10) (Heinrich et al., 1984). A su vez, el GLP-1 es procesado de dos
formas, una de 31 aminodcidos, el GLP-1-(7-37), y otra de 37, el GLP-1-(1-37). Se
comprobé que el mas pequefio de ellos es mas efectivo para incrementar los niveles
de AMPcy liberar la insulina en células de insulinoma de rata (Drucker et al., 1987).
Actualmente, estd bien establecido el papel del GLP-1-(1-37) como el péptido
insulinotrépico bioactivo en intestino y cerebro por lo que se hace referencia a esa
isoforma como GLP-1 (Kieffer and Habener, 1999).

1 33 64 72 111 126
1 GRPP H Glucagon IP-1 > |B-2 1—1 GLP-2 1
30 61 69 107/8 123 158
L JL J
Oxitomodulina GLP-1 (1-37)
GLP-1 (7-37)
L JL J
Glicentina MPGF

Intestino Pancreas Mff‘/
PC1 PC2

Glicentina Glucagon wa
a Oxintomodulina MPGF s
s GLP-1
s GLP-2
wa |P-2

Figura 1.10. Estructura y procesamiento del proglucagén humano. A. Liberacion de los péptidos
derivados del proglucagon en el pancreas o intestino. PC1, prohormona convertasa 1; PC2,
prohormona convertasa 2; MPGF, fragmento de proglucagon mayor. (Modificado de Drucker et al.,
2017).
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Un incremento de glucosa en sangre debido a la ingesta de alimentos da
lugar a la secrecion de GLP-1 por las células L-intestinales. Una de las principales
funciones del GLP-1 es la potenciacidon de la secrecion de insulina en las células B-
pancreaticas (Holst et al., 1987; Mojsov et al., 1987). Ademas, el GLP-1 actua
sinérgicamente con la glucosa para promover la transcripcién del gen de la insulina,
ofrecer estabilidad al RNA mensajero generado a partir de dicho gen e inducir su
traduccion a proteinas. De esa forma, se potencia el rellenado de los almacenes de
insulina en las células B-pancreaticas (Drucker et al., 1987; Wang et al., 1997; Li et
al., 2005). También inhibe la secrecién de glucagdn, favorece la supervivencia de las
células B-pancreaticas y disminuye el vaciamiento gastrico del estébmago. En el
sistema nervioso central, el GLP-1 aumenta la neuroproteccién y disminuye la
sensacion de apetito (Baggio and Drucker, 2007).

Todas estas funciones del GLP-1 estan mediadas por la union a su receptor,
el GLP-1R. Dicho receptor fue clonado y secuenciado por primera vez en 1992
mediante la construccion de una libreria de ADN complementario a partir de
preparaciones de islotes pancreaticos de rata (Thorens, 1992). Se trata de un
receptor acoplado a proteina G de 7 dominios transmembrana con un dominio
amino-terminal extracelular esencial para la uniéon de su ligando y un dominio
carboxilo-terminal citoplasmatico. La fosforilacion en residuos especificos del
extremo carboxilo-terminal son fundamentales para la desensibilizacion y la
internalizacion del receptor (Widmann et al., 1997; Baggio et al., 1999; Baggio and
Drucker, 2007).

Ademads del GLP-1, otro agonista del GLP-1R es la exendina-4 (Ex-4). Se trata
de un péptido aislado del veneno de la saliva de un lagarto que habita en zonas
aridas de América, conocido como el “monstruo de Gila” (Heloderma suspectrum).
Ya en 1992 se habia encontrado que tanto la exendina-3 como la Ex-4 aumentaban
la secrecién de insulina cuando se administraban en perros (Eng et al.,1992) pero
fue en 1993 cuando se comprobd que la Ex-4 actuaba como agonista del GLP-1R
(Goke et al., 1993). Es un péptido de 39 aminodcidos cuya homologia en su
estructura con el GLP-1 alcanza el 53%. Ha sido localizado en una amplia variedad
de tejidos que incluyen las células a- B- y §-pancreaticas, pulmoén, corazdn, rifidn,
estdmago, intestino, pituitaria, piel y varias regiones del SNC (Baggio and Drucker,
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2007). También se ha descrito la presencia del RNA mensajero del receptor en las
células PC12 (Perry et al., 2002).

La Ex-4 tiene varias ventajas sobre el GLP-1, es un agente insulinotrépico
mas potente y mantiene sus niveles en plasma durante mas tiempo (Greig et al.,
1999). La vida media del GLP-1 en circulacidén es aproximadamente de 2 minutos
sufriendo una rapida inactivacion por parte de la enzima proteolitica dipeptidil
peptidasa-4 (DPP-4). Se ha estimado que los metabolitos resultantes de dicha
protedlisis se mantienen en plasma durante 5 minutos antes de ser eliminados a
través del rifién por filtracidon glomerular, captacion tubular y catabolismo (Ruiz-
Grande et al., 1993). En el caso de la Ex-4, esta es capaz de mantenerse en plasma
durante aproximadamente 120 minutos debido a que posee una glicina en la
posicién 2 de su secuencia de aminodcidos que evita su protedlisis por la DPP-4
(Baggio and Drucker, 2007).

En el afio 2003 se publicé un estudio en el que evaluaban el efecto de una
Ex-4 sintética, la exenatida, en el control de la glicemia en pacientes con diabetes
tipo 2 (Fineman et al., 2003). Estudios previos realizados en animales habian dado
a conocer su eficacia en la potenciacion de la secrecién de insulina (Young et al.,
1999; Parkes et al., 2001), la supresiéon de la secrecién de glucagon (Gedulin et al.,
1999) y el enlentecimiento del vaciamiento gastrico (Jodka et al., 2000) por lo que
todo ello indicaba que podria tratarse de un agente terapéutico prometedor para
los pacientes con diabetes tipo 2. En el aifio 2005 se aprobé el uso clinico de la
exenatida y actualmente, con muchos avances en sus formas farmacéuticas, sigue
siendo un farmaco ampliamente usado para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2.

Como ya se ha comentado anteriormente, las células cromafines tienen
receptores acoplados a proteina G que modifican la liberacidn de las CAs por medio
de la regulacién de segundos mensajeros intracelulares. Algunos de estos
receptores también se expresan en las células B-pancreaticas alterando, en este
caso, la liberacién de insulina. El principal receptor de estas células, que interviene
en la regulacion de la secrecién de insulina, es el GLP-1R, el cual, ademds, también
ha sido descrito en células PC12. Debido al parentesco de las PC12 con las células
cromafines nos planteamos las siguientes preguntas que seran abordadas en esta
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tesis: éel GLP-1R se expresa en las células cromafines? si ese fuera el caso, équé
papel fisiolégico podria llevar a cabo en estas células?, ¢estaria regulando la
liberacion de CAs?, écual seria la via de segundos mensajeros que estimulada tras
su activacion?
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Nuestro equipo de trabajo se ha dedicado durante 30 aiios al estudio de los
factores celulares involucrados en la exocitosis de catecolaminas (CAs) en las células
cromafines. Para continuar ahondando en los mecanismos que controlan la eficacia

de la exocitosis, planteamos las siguientes hipdtesis y objetivos asociados:
HIPOTESIS Y OBJETIVOS I.

La via del AMPc, estimulada a través del receptor de incretinas GLP-1R, modula la
sintesis y la liberacidon de neurotransmisores en células cromafines.

Los objetivos para abordar esta hipétesis son:

i Identificacidn, caracterizacién y localizacién de la expresion de GLP-1R
en cultivos primarios de células cromafines bovinas.

ii. Comprobar el efecto de la activacion del GLP-1R en la sintesis de CAs.

iii. Analizar los mecanismos de regulacién de la secrecidon de CAs tras la
activacion del GLP-1R.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS Il.

La cantidad de CAs acumulada en las vesiculas secretoras y su exocitosis puede ser
diferente en las células cromafines en funcién del tipo de CA que contiene.

Los objetivos para abordar esta hipétesis son:

i Determinar las caracteristicas de la secrecion y parametros cinéticos de
la exocitosis de CAs en un modelo animal carente de adrenalina.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Reactivos y constructos de DNA.

Los siguientes productos se adquirieron de Sigma-Aldrich: acido
bicinconinico, acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico, acido percldrico,
adrenalina, albumina de suero bovino, alimina, azida sddica, azul de Coomassie,
azul de tripan, cebadores oligo “d (T)”, colagenasa, 3-4-dihidrobencialamina,
dimetil fenil piperazinio, fenol-cloroformo, heptasulfonato sédico, insulina bovina,
kanamicina, L-DOPA, noradrenalina, penicilina, Percoll®, persulfato de amonio,
poli-D-lisina, tripsina, Tri-Reagent, Tritédn-X 100, TWEEN® 20y los medios de cultivo
Dulbecco Modified Eagle,-Ham’s F12 y RPMI-1640.

El kit de determinacién de luciferasa y DNasa | provienen de Promega. El
suero bovino fetal, suero de caballo de Biowest y gentamicina de Acofarma. La
exendina-4 la obtuvimos de Tocris. El Urografin®, cebadores con secuencias
aleatorias en forma de hexameros, proteinasa K y céctel inhibidor de proteasas
cOmplete®de Roche. El kit de purificacidn de RNA se obtuvo de Zymo Research, el
kit de PCR de GenScript y los marcadores de peso molecular de proteinas y de DNA
de BioRad. El Gel Red de Biotium. El glucdmetro y las tiras reactivas de Accu-Chek,
Roche.

La sintesis de los oligonucledtidos la realizé la casa comercial Integrated
DNA Technologies (IDT) para los cebadores de DNA. Las enzimas de restriccidn son
de la compaiiia Takara Bio Inc.

La calidad de todas las sales empleadas fue de grado reactivo de Merck o
Sigma-Aldrich, el agua fue purificada en un sistema Elix10/MiliQ Gradient A-10 de
Millipore.

En el anexo | se muestra una tabla con la composicidn de las soluciones mas
comunes empleadas.

El pldasmido que contiene la secuencia del GLP-1R en fusién con la proteina
fluorescente verde (GLP-1R-EGFP) fue cedido amablemente por el Dr. Alessandro
Bisello (University of Pittsburgh, School of Medicine) (Syme et al., 2006) y el

-53-



Material y métodos

constructo del promotor de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) insertado en el
vector pGL3-Basic expresando la luciferasa de luciérnaga (p5 TH-Luc (-
272/+27)/Luc) fue proporcionado afectuosamente por la Dra. Esther L. Sabban
(New York Medical College) (Nakashima et al., 2003). El plasmido que contiene la
secuencia de la CgA fusionada con la proteina verde fluorescente (CgA-EGFP) fue
disefiado en nuestro laboratorio. El producto de PCR que contiene la secuencia
completa de la CgA se clond directamente dentro del vector pEGFP-N3 (Clontech-
BD Bioscience, Palo Alto, CA, USA) usando las dianas de restriccién EcoRIl y Kpnl
(Dominguez et al., 2014). El vector pEGFP-N1 fue obtenido en Clontech
Laboratories.

3.2. Modelo animal.

Se han empleado ratones que han sido criados y mantenidos en el
Estabulario de la ULL en condiciones controladas y siempre cumpliendo con “el
principio ético de las 3 Rs: reduccidn, refinamiento y reemplazo”. El uso de estos
animales ha sido aprobado por el comité ético de la investigaciéon (con nimeros de
registro: CEIBA2010-0159 y CEIBA2017-0244).

El Estabulario esta inscrito como centro de cria, suministrador y centro
usuario en la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacién del
Gobierno de Canarias con el nimero de registro 52-Q3818001-D-02. El proyecto de
investigacion en el que se desarrolla esta tesis cuenta con el informe favorable del
Comité Etico de la Investigacién y el Bienestar Animal (CEIBA) de la ULL.

Los animales utilizados en los procedimientos experimentales se trasladan
al laboratorio de 4 a 7 dias antes de realizar el experimento con el fin de que se
aclimaten al nuevo lugar. En el laboratorio se estabulan en un rack ventilado
(Tecniplast®, Buguggiate, Italia) con condiciones ambientales controladas (ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas, y agua y comida ad libitum).

-54 -



Material y métodos

3.3. Genotipado de ratones.

En el afio 2013 obtuvimos la cepa de ratones carentes de adrenalina (PNMT-
KO), desarrollada por el grupo del Dr. Steven N. Ebert. La base genética de esos
ratones proviene de la cepa 129x1/SvJ, los cuales usamos como ratones control
(WT) en nuestros experimentos (Ebert et al., 2004). Se verifica el genotipo de todos
los ratones utilizados en los experimentos.

Para la determinacién del genotipo, se extrae DNA a partir de biopsias de
cola de ratén, mediante su digestién con proteinasa Ky purificacion con cloroformo
de fenol. A partir de ese DNA, se realiza una amplificacién del mismo mediante PCR
empleando dos cebadores para discriminar el alelo mutado y el no mutado del gen
gue codifica para la enzima PNMT. Los detalles para extraccidon del DNA, las PCRy
la visualizacion del resultado puede encontrarse en el anexo lll.

3.4. Aislamiento y cultivo de células.
3.4.1. Cultivo primario de células cromafines bovinas.

Las glandulas adrenales de vaca han sido proporcionadas por el Matadero
Insular de Tenerife. Una vez extraidas del animal son trasladadas al laboratorio en
un intervalo de tiempo no superior a 30 min. El aislamiento y cultivo de las células
cromafines adrenales se realiza en condiciones de esterilidad en una campana de
flujo laminar vertical y siguiendo las recomendaciones descritas por (Dominguez et
al., 2012; Moro et al., 1990).

Los pasos seguidos se detallan en el anexo IV.

En los casos en los que las células deban sembrarse en cubreobjetos, para
conseguir una buena adhesidn de las células, éstos se tratan con poli-D-lisina de la
siguiente manera:

- Secoloca un cubreobjetos, previamente flameado por ambos lados, en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos.

- Se pone una gota de poli-D-lisina al 0,01% sobre cada cubreobjetos, se deja
secar 30 min en una estufa a 37°C y se lava 3 veces con agua filtrada. Una vez
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lavados, se deja la tapa de la placa abierta dentro de la campana de flujo laminar
durante 10 min para permitir la evaporacion de los restos de agua.

Las células sembradas se mantienen a 5% de CO; y 37°C en una atmdésfera
saturada de humedad en la estufa de cultivo y se utilizan durante un periodo
maximo de 4 dias.

3.4.2. Cultivo primario de células cromafines murinas.

El protocolo para el aislamiento y cultivo de las células cromafines adrenales
de ratdn es una modificacion del descrito por (Sérensen et al., 2003; Dominguez et
al., 2012). Todos los procedimientos se llevan a cabo en condiciones estériles.

El protocolo para el cultivo de las células se detalla en el anexo V.
Las células se utilizan entre 24 y 72 horas después de haber sido sembradas.
3.4.3. Cultivo de la linea celular PC12.

La linea celular neuroendocrina PC12, derivada de feocromocitoma de rata
(Greene & Tischler, 1976), se mantienen en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10 mM de HEPES, 5% de FBS, 5% de HS, y los antibidticos
gentamicina (40 mg/mL) y penicilina (100 UI/L). Las células se mantienen en frascos
de cultivo de 75 cm? en una estufa con 5% de CO,, a 37°C con atmdsfera saturada
de humedad, y cada 2-3 dias se subcultivan.

Esta linea celular prolifera fundamentalmente en suspensién formando
agregados celulares, por lo que para subcultivarlas se recoge el medio de cultivo,
se centrifuga a 900 xg durante 5 min y se resuspende en medio fresco previamente
precalentado a 37°C a una dilucién 1/4.

Para hacer el recuento de las células debemos individualizarlas haciendo
pasar la suspension celular por una aguja de calibre G22 de 20 a 25 veces. El
recuento se realiza de la misma forma que el descrito para las células cromafines
bovinas en el anexo IV.
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3.5. Transfeccion de células.

Las células cromafines bovinas se electroporan usando un dispositivo
nucleofector siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La
nucleofeccion requiere que las células estén en suspensién por lo que, en el caso
de las células cromafines bovinas, el procedimiento se lleva a cabo tras el protocolo
de aislamiento celular; en el caso de las PC12, éstas crecen en suspension. Se usan
3-10° células por condicion, resuspendidas en 100 pL de solucién de nucleofeccién
(Basic Nucleofector® Kit for Primary Mammalian Neurons) conteniendo 3 ug de los
pldsmidos. Esta suspension celular se transfiere a una cubeta de electroporacién y
se somete al programa 0-005, para las células cromafines o el programa U-029,
para las PC12. Las células se han utilizado en un periodo entre 24 y 72 horas post-
nucleofeccion.

3.6. PCR.
3.6.1. Aislamiento de RNA y sintesis de cDNA de cromafines bovinas.

El RNA total de las cromafines bovinas se extraen usando Tri-Reagent y el
kit Direct-zol™ RNA Miniprep. 4-10° células se lisan en 800 uL de Tri-Reagent.
Después de afnadir 200 uL de cloroformo y mezclar, las muestras se centrifugan a
12.000 xg durante 15 min a 4°C. Un volumen de etanol absoluto se afiade al
sobrenadante, se mezcla y luego el RNA se lava y eluye usando Direct-zol™ RNA
Miniprep siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA gendmico residual se
elimina mediante un paso de digestién con DNasa |. La integridad del RNA se
determina por medio de electroforesis en gel de agarosa para comprobar que
aparecen las dos subunidades del RNA ribosémico. Ademas, el RNA se cuantifica
por absorbancia usando un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific) con el que también se miden las densidades dpticas (OD) OD260 y OD2so,
indicativas de la pureza de las muestras.

La reaccidn de retrotranscripcion se lleva a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante a partir de 2 ug del RNA total, usando una mezcla 1:1 de cebadores
oligo “d (T)” y cebadores aleatorios en forma de hexameros.
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3.6.2. Diseio de los oligonucleétidos para la PCR.

En el disefio de los oligonucledtidos para PCR, cada pareja se selecciona en
funcion de 3 criterios. Primero se determina sean especificos de la secuencia del
GLP-1R. Para ello se realiza un nucleotide BLAST con las secuencias candidatas a
oligonucledtidos con el objeto de ser alineadas con el genoma bovino. Segundo,
cada pareja de cebadores se disefia teniendo en cuenta la temperatura de melting
(Tm). En concreto, hemos determinado el uso de oligonucleétidos con Tm de 59°C
(£ 1°C). El tercer criterio es la longitud del amplicén. La longitud media seleccionada
es de =100 bp.

3.6.3. PCR.

Para determinar la expresion del GLP-1R en células cromafines bovinas se
realiza una PCR convencional partiendo de las muestras de DNA complementario
(cDNA) comentadas en el apartado anterior. Cada muestra se analiza por triplicado
en un volumen de reaccidn total de 20 plL consistiendo en una dilucion de 10 veces
el ¢cDNA, 2 puL de 10x buffer (GenScript), 2,5 mM Mg, 100 uM
desoxiribonucledtidos trifosfatos, 5 U de Green Tag DNA polimerasa y 0,25 uM de
cada uno de los cebadores. Las condiciones de la reaccién fueron 94°C durante 2
min seguido de 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 20 segundos
y 72°C durante 30 segundos. Para cada experimento, una reaccién sin muestra de
cDNA se incluye como control negativo.

Como control interno de la PCR, usamos un gen de expresiéon constitutiva,
la hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT), establemente expresado. La
secuencia de los cebadores utilizados fueron las siguientes: GLP-1R forward: 5°'-
TCCTTCATCCTCCGAGCACT-3" y reverse: 5'-TGCATGAGCAGGAACACCAG-3"y HPRT-
F: 5"-CTCATGGACTGATTATGGACA-3" y HPRT-R:5"-GCAGGTCAGCAAAGAACTTAT-3".

Con el resultado de la PCR se realiza una electroforesis en gel de agarosa al
1,7% con el fin de observar las bandas correspondientes al GLP-1R y la HPRT.
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3.7. Western-blot.
3.7.1. Preparacion de las muestras.

Las células cromafines bovinas se lisan en una solucién TENT 1% (su
composicidon se muestra en el anexo 1), suplementada con un céctel inhibidor de
proteasas. Posteriormente se someten a ultrasonidos con un sonicador Labsonic®

M (Sartorius) y se conservan a -80°C hasta su utilizacion.

La cantidad total de proteinas en cada muestra se determina por el método
del acido bicinconinico.

3.7.2. Separacion de proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE.

La separacion de las proteinas se realiza en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE, “sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis”). Los
extractos de proteinas se mezclan con el tampdn de carga 6x (Laemmli) de forma
gue la muestra quede a una concentracién final de 1x. El Laemmli contiene SDS y B
-mercaptoetanol que permite la desnaturalizacidon de las proteinas, glicerol para
aportar densidad homogénea a la muestra y facilitar su carga en los pocillos del gel
y azul de bromofenol como marcador del frente de avance de la electroforesis (Las
cantidades exactas de cada componente se muestran en el Anexo I). A
continuacion, las muestras se someten a 95°C durante 5 minutos para
desnaturalizar las proteinas. Se utilizan geles discontinuos con una zona de
compactacion (“stacking” 4%) que contiene los pocillos y otra de separacién
(“resolving” 7,5%) (La composicién de cada uno de estos geles se muestra en el
anexo |).

Se carga cada muestra en el gel y junto a ellas un marcador de pesos
moleculares (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BioRad). La
electroforesis se lleva a cabo en el sistema Mini Trans-Blot® Cell (BioRad) con el
tampdn de electroforesis SDS-PAGE (25 mM de Tris-base a pH 8,3; 192 mM de
glicina; 0,1% de SDS) a un amperaje constante de 40 mA por gel.

-59-



Material y métodos

3.7.3. Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF.

Las proteinas separadas por electroforesis se transfieren a una membrana
de polivinilideno difluoruro (PVDF, Immobilon-P Transfer Membranes, Millipore) de
0,45 um de poro. Se lleva a cabo una transferencia humeda donde el gel con las
proteinas y la membrana se coloca en la cubeta de transferencia llena de solucion
de transferencia (25 mM Tris-base a pH 8,3; 192 mM de glicina; 0,04% de SDSy 20%
de metanol) y se aplica corriente durante 90 min, a un amperaje constante de 350
maA.

Debido a la alta hidrofobicidad de las membranas de PVDF, deben ser
activadas antes de la transferencia, para ello se sumergen durante 15 s en metanol
absoluto, 2 min en agua milli-Q y, por ultimo, 5 min en tampdn de transferencia.
Después de la transferencia, la membrana se reactiva y se bloquea durante al
menos 30 min, a temperatura ambiente y en agitacion horizontal, en una solucion
de leche desnatada (Svelty®, Nestle) al 5% en TBSt (50 mM de Tris-HCl, 150 mM de
NaCl y 0,1% de Tween-20). El bloqueo permite que los sitios de adsorcién de la
membrana, no ocupados por proteinas, sean ocupados por proteinas de la leche y
de esa manera, evitar uniones inespecificas de los anticuerpos posteriormente
utilizados. Tras el bloqueo se lava la membrana con TBSt 3 veces durante 5 min a
temperatura ambiente y en agitacién.

Posteriormente, se procede al marcaje con el anticuerpo primario,
preparado en una solucion de PBS con 1% de BSA (Bovine Serum Albumin) y 0,01%
de azida sddica. La incubacion con el anticuerpo primario se realiza durante toda la
noche a 4°C o durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacién, dependiendo del
anticuerpo y la proteina a detectar (diluciones de anticuerpos descritas en el anexo

).

A continuacién, la membrana se lava en TBSt 3 veces durante 5 min cada
lavado, a temperatura ambiente y en agitacidon. A continuacidn, se incuba con el
anticuerpo secundario que esta unido a la peroxidasa de rabano, diluido 1/10000
en TBSt. Luego, la membrana se lava 3 veces en TBSt durante 5 min cada lavado.
Finalmente, se revela el marcaje afiadiendo el sustrato de la peroxidasa (Clarity
Western ECL Substrate, BioRad). La sefal de quimioluminiscencia emitida se
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detecta con el sistema de captura de imagen (ChemiDoc™ MP, BioRad) y se analiza
usando el software provisto por el fabricante (Imagelab).

Para marcar la misma membrana con otros anticuerpos se realiza un
proceso de “stripping” (término utilizado para describir la eliminacidon de los
anticuerpos primarios y secundarios de una hibridacién previa en una membrana
de western-blot). Primero, se incuba la membrana con una solucién de “stripping”
(152 mM de glicina, 0,1% (p/v) de SDS, 1% (v/v) de Tween-20, a pH 2-3) durante 30
min. Luego se hacen dos lavados de 10 min en una solucidon de NaCl 50 mM vy, por
ultimo, dos lavados de 5 min con TBSt, a temperatura ambiente y en agitacion. A
continuacion, se puede volver a comenzar con el proceso de bloqueo e hibridacién
con diferentes anticuerpos como se describid anteriormente.

3.8. Inmunofluorescencia.

Realizamos esta técnica para comprobar la localizacion del receptor GLP-1R.
Las células cromafines bovinas (5-10° células cultivadas), sembradas sobre
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro tratados con 0,01% de poli-D-lisina,
fueron fijadas durante 10 min a RT en una solucién de 4% de paraformaldehido /
150 mM de sacarosa en PBS. Tras ello, las células se lavan 3 veces con PBS y se
incuban durante 1 h en una solucién de permeabilizacion (0,1% Tween-20 en PBS).
En el caso de las células sin permeabilizar se obvia ese ultimo paso. A continuacion,
se bloquean con 5% de BSA en PBS / 150 mM de sacarosa para el caso de las células
sin permeabilizar o 5% de BSA en la solucidon de permeabilizacién para el caso de
las permeabilizadas. La incubacidon con los anticuerpos primarios anti-GLP-1R y
anti-TH (diluciones de anticuerpos descritas en el anexo Il) se realiza durante toda
la noche en una cdmara refrigerada a 4°C y con agitacién orbital.

Al dia siguiente, se retiran los anticuerpos y las células se lavan con PBS 3
veces durante 10 min. Luego se incuban durante 1 h a temperatura ambiente con
los anticuerpos secundarios marcados con fluoréforos anti-lgG Alexa Fluor® 488
para el marcaje del GLP-1R y anti-IgG Alexa Fluor® 568 para el marcaje de la TH (las
diluciones de los anticuerpos se muestran en el apartado 3.2). Tras 3 lavados con
PBS durante 10 min, los cubreobjetos se retiran de la solucion y se montan usando
Fluoroshield® con DAPI (Sigma-Aldrich). Las imagenes de microscopia se realizan en
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secciones medias x-y en un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica
Microsystems) y se analizan empleando el software Metamorph (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.9. Microscopia de onda evanescente o TIRFM.

Con el fin de estudiar eventos concretos de exocitosis, las células cromafines
bovinas, sobreexpresando CgA acoplada a la proteina fluorescente verde (EGFP), se
visualizan por medio de microscopia TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy), también llamada de onda evanescente. Esta técnica permite excitar
selectivamente fluoréforos en soluciones acuosas o en células localizados a una
distancia inferior a 200 nm desde una superficie sdlida, sin excitar a aquellas
estructuras que se encuentran a una distancia mayor. De eta forma, podemos
estudiar el movimiento de los granulos secretores que contienen CgA-EGFP
ubicados en la proximidad de la membrana, asi como la exocitosis y endocitosis de
dichos granulos.

Para visualizar las células se utiliza un microscopio invertido (Zeiss 200M;
Axiovert, Jena, Alemania) a través de un objetivo de apertura numérica de 1,45 (a
Fluar, 100X/1,45; Zeiss) tal y como esta descrito en (Barroso-Gonzalez et al., 2009).
Brevemente, el cubreobjetos con las células adheridas en su superficie se pone en
contacto con el objetivo del microscopio a través de aceite de inmersidn (nass =
1,518; Zeiss). Para la iluminacién de campo evanescente, se emplea luz
monocromatica (488 nm) de un laser de iones de argdn (Lasos; Lasertechnik GmbH,
Jena, Alemania) filtrada con un filtro pasa banda (488/10; Zeiss) y que utilizamos
para excitar de manera especifica la EGFP. El haz de luz se centra en una posicion
en el plano focal posterior del objetivo y después de introducir el cubreobjetos con
las células, la luz se somete a la reflexién interna total al chocar contra la interfaz
entre el vidrio y la solucion de células en un angulo determinado. La reflexién
interna total genera un campo evanescente que disminuye exponencialmente al
aumentar la distancia desde la interfaz, dependiendo del angulo en el que la luz
incide en dicho interfaz (Axelrod et al., 1983; Steyer and Almers, 2001). El rayo laser
se incide sobre el cubreobjetos a 64-66° respecto a la normal.
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La luz de excitacion (488 nm) se dirige al objetivo por un espejo dicroico 510
nm y un filtro de emision HP525/50 BP. Todos los filtros fueron provistos por
Chroma Technology (Brattelboro, VT, USA). Las imagenes se proyectan sobre una
camara digital CCD-EM (C9100-13, Hamamatsu Photonics, Japdn) y cada imagen se
registra usando el software de adquisicion HC Image (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japdn) durante una exposicion de 10 ms a 10 Hz.

La intensidad de fluorescencia se calcula usando el programa Metamorph
Los eventos exocitoticos se localizan y se encuadran en una pequeia region circular
de 1,38 um de diametro para calcular la fluorescencia media dentro de la misma. El
ruido de fondo se calcula dibujando una regién circular de 5,53 um de didmetro en
torno a la primera, calculando la fluorescencia media de esa regién mayor y
finalmente, substrayendo una de otra.

3.10. Determinacion de la actividad de la luciferasa.

La determinaciéon cuantitativa de la luciferasa expresada en células PC12,
tras la transfeccion de dichas células, se realiza mediante un ensayo de deteccién
de bioluminiscencia. Dicha bioluminiscencia es emitida tras la reaccidn entre la D-
luciferina y el ATP, mediada por la enzima luciferasa (fig. 3.1).

Usando el kit de determinacion de luciferasa (Steady-Glo® Luciferase Assay
System, Promega) con las indicaciones del fabricante, se realiza la medicién en una
placa blanca de 96 pocillos a la que se afiaden 50 pL de la solucidn estandar de ATP
y luciferina y el mismo volumen de la muestra a determinar. El luminémetro
estandar empleado (VICTOR™ X5 Multilabel Reader, Perkin ElImer, USA) nos da la
medida de la bioluminiscencia en cada pocillo.

HO s /N j/COOH Luciferasa [0} s N [o)
UN; :s +ATP+0; Mg2+ UN’: </s:|/ +AMP + PP + CO, + Luz

Luciferina

Figura 3.1. Reaccion catalizada por la luciferasa. La mono-oxigenacion de la luciferina es catalizada
por la luciferasa en presencia de Mg?*, ATP y oxigeno.
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3.11. Cromatografia liquida de alta presion con deteccion electroquimica (HPLC-
ED).

Para el analisis de las CAs mediante HPLC-ED, los lisados de glandulas
adrenales o de células se diluyen en 0,05N de PCA y 200 nM de DHBA como
estandar interno.

Las muestras se separan con una columna cromatografica (Tracer Analitica,
Teknokroma, Barcelona) de 12,5 cm de largo y rellena con Spherisorb ODS-2 de un
tamafo de particula de 5 um. La fase mavil para la separacién de CA que se emplea
es un tampodn fosfato: 9,66 g/L de NaH;POs: 3,72 mg/L de EDTA y 1 g/L de
heptasulfonato sddico. El pH se ajusta a 3,1 con acido fosférico y se afiade metanol
al 7-10% (v/v). La mezcla se filtra mediante un filtro de 0,22 mm (Millipore) y se
desgasifica mediante el burbujeo con helio (Borges et al, 1986).

Se emplea un equipo cromatografico (fig. 3.2) que consta de una bomba
(modelo LC-62, Shimadzu) que bombea la fase mévil a un flujo constante de 1
mL/min hacia un inyector automatico (modelo SIL-6B, Shimadzu) a través del cual
se inyectan las muestras. Las muestras se pasan por la columna antes mencionada
y se dirigen hacia un detector electroquimico (modelo LC-4B, Bioanalytical Sciences,
USA). La senal resultante de la oxidacion de las CAs se digitaliza a una frecuencia de
1 Hz empleando un programa de adquisicion desarrollado en nuestro laboratorio
por el Dr. Yézer Gonzalez.

Detector Amperométrico ———™
oo o0

ol 020
Controlador . B8 o ’

Inyector
Automatico

- % @ Bombal——— (& || |

Fase
Movil

Columna Ordenador

Figura 3.2. Esquema del equipo cromatografico.
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Las CAs poseen dos residuos en su anillo catecol que son facilmente
oxidables, dando lugar a la liberacion de dos protones y dos electrones por cada
molécula oxidada (fig. 3.3). Para ello aplicamos un voltaje constante de +650 mV
frente a un electrodo de referencia, lo cual es suficiente para oxidar las CAs, ya que
su potencial redox esta en torno a +500 mV (Kissinger et al., 1977; Leszczyszyn et
al, 1990). Los electrones liberados por la reaccion son los que se detectan por el
electrodo del detector amperométrico.

Catecolamina Ortoquinona
HO : R : : R
HO 2H*

2e
+650 mV |

- Electrodo

Figura 3.3. Esquema de la reaccién de oxidacién de las CAs ante un potencial de oxidacion.

Para el analisis de los picos cromatograficos de las CAs se utiliza como
estandar interno el DHBA, a una concentracién conocida de 200 nM. Debido a que
cada molécula se comporta de manera diferente al pasar por la columna (en tiempo
de retencion y en drea bajo la curva), hay que calcular el factor de correccién (FC)
para cada una de las moléculas. Para ello se inyecta una mezcla de estandares
(adrenalina, noradrenalina, dopaminay DHBA) a una concentracién de 200 nM. Una
vez obtenida el 4rea bajo la curva de cada pico, se normaliza por el drea del DHBA
obteniendo asi cada FC. En cada muestra se mide el drea bajo la curva de la
molécula de interés y se utiliza el area de DHBA para conocer la concentracién de
la CA en cuestion.

drea CA x FC x [DHBA]
area DHBA

Concentracién (nM) =

donde,

area CA, es el drea bajo la curva de cada una de las CA; FC, es el factor de
correccidn para cada CA (area DHBA / area CA); [DHBA], es la concentracion del
estandar interno; drea DHBA, es el drea bajo la curva del estandar interno.
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Una vez calculada la concentracion de las moléculas de interés se
normalizan los datos por las proteinas totales de la muestra (determinado por el
método del acido bicinconinico) y asi se pueden comparar las diferentes
condiciones experimentales. Las comparaciones se realizaron con el test U- Mann-
Whitney.

3.12. Estudio de secrecion de CAs a tiempo real.

Con este ensayo se pretende medir la cantidad de CAs secretadas por una
poblacién de células cromafines. Para ello, 4 x 108 células cromafines bovinas se
siembran en placas de Petri de 92 mm de didmetro y se mantienen en estufa a 5%
de CO2y 37°C. En el momento del ensayo, las células se levantan con ayuda de una
espatula y se pasan a un filtro Whatman de 22 um de tamafio de poro. Las células
son retenidas en ese filtro mientras se perfunden con una solucién de Krebs-HEPES
a 2 mL/min (fig. 3.4).

Un sistema de electrovalvulas controla el momento en el que se hace pasar
un secretagogo sobre las células. Se utiliza una solucion de 10 uM de DMPP disuelto
en solucion Krebs-HEPES como secretagogo y se hace pasar sobre las células cada
5 min, mediante pulsos de 10 segundos de duracién. Las CAs secretadas se registran
al llegar a un detector electroquimico (LC-4B, BioAnalytical Systems) con un
potencial de oxidacién de +650 mV, conectado a un sistema de adquisicion
PowerlLab 8/30 (ADInstruments). La secrecién de CAs se cuantifica mediante la
integracion de cada espiga amperométrica obtenida.

Ademads, la solucidon secretada es recolectada para posteriormente
determinar las proteinas presentes en ella por medio de dot-blot (comentado en el
apartado 3.13).
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Electrovalvula

o e F
L Bomba peristaltica

Filtro Whatman
con células

P

Detector electroquimico

Ordenador

+650myV | == | [v -
[ ) (] A ° ]
, , l e e
* PowerlLab/4sp
Krebs-Hepes Krebs-Hepes l
+
Secretagogo “

b
Recoleccién de muestras

Fig. 3.4. Esquema del equipo utilizado para la determinacién de la secrecidn a tiempo real. Por medio
de una bomba peristéltica se bombea solucién de Krebs-HEPES (solo o con los farmacos disueltos) a
las células. El estimulo secretagogo aplicado a las células es DMPP 10 uM. Una electrovalvula
controlada por el ordenador ajusta qué solucion pasa en cada momento y durante cuanto tiempo. A
continuacion, la solucién secretada pasa por el detector amperométrico (detector: W-trabajo, R-
referencia, A-auxiliar) para finalmente, ser recolectada y analizada por dot-blot. El PowerlLab/4sp
permite la adquisicion de los datos que se almacenan en el ordenador para su posterior analisis.

3.13. Deteccion de proteinas mediante Dot-blot.

Las muestras secretadas por las células cromafines bovinas en los ensayos
de secrecién a tiempo real (en el apartado 3.13) se concentran en una membrana
de PVDF colocada en una cubeta de dot-blot (Slotblot, GE Healthcare, Europe
GmbH). Dicha cubeta consta de tres soportes: el primero constituido por 48 pocillos
donde se colocan las muestras, el segundo hace de soporte para la primera placay
ajusta la membrana de PVDF colocada entre ambas y el tercero recolecta el eluido.
Este sistema se conecta a una bomba de vacio que obliga a las muestras a atravesar
la membrana quedando, de esa forma, las proteinas retenidas en ella. Una vez que
pasan las muestras, se realizan 3 lavados con solucidon Krebs-HEPES, la misma
solucion donde estdn resuspendidas las muestras.

A continuacién, la membrana se trata para la hibridacion con anticuerpos
como se detalld en el apartado 3.8.3.
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3.14. Test de tolerancia a la insulina.

Se realiza un test de tolerancia a la insulina a ratones WT (129x1/Sv)) y
PNMT-KO. Los ratones se mantienen en ayuno durante 14 h. Al iniciar el test, se
corta 0,3 cm de cola para tomar muestras de sangre y asi medir la glucemia usando
un glucémetro estandar. A continuacion, se inyecta un bolo de insulina bovina por
via intraperitoneal (0,75 Ul/kg de peso corporal, en 0,9 % de NaCl). Seguidamente
se toman muestras de ~ 20 uL de sangre de la cola a diferentes tiempos (0, 30, 60,
90, 120 y 210 min) para la determinacion de glucosa en sangre.

3.15. Monitorizacidon de las CAs contenidas en la adrenal tras la hipoglucemia
inducida por insulina.

Se realizan medidas de glucosa en sangre, siguiendo el procedimiento
indicado en el apartado anterior, a los 0, 60, 120, 180 y 450 min, tras la inyeccién
de insulina bovina. Al menos 3 ratones de cada grupo temporal se sacrifican por
dislocacidn cervical y las adrenales se aislan, se lisan en PCA frio y se centrifugan a
13.000 rpm durante 5 min en una centrifuga refrigerada a 4°C. El pellet resultante
de esa centrifugacion corresponde a restos celulares, que se desechan, y las CAs se
encuentran en el sobrenadante. Dicho sobrenadante se mezcla con DHBA a una
concentraciéon final de 200 nM, usado como estdndar interno, y se analiza el
contenido de CAs por HPLC-ED.

3.16. Deteccion de CAs por medio de amperometria en célula Unica.
3.16.1. Elaboracién de los electrodos de carbono.
3.16.1.1. Fabricacién.

La fabricacién de los microelectrodos se lleva a cabo siguiendo el proceso
descrito por (Kawagoe et al., 1993) con las modificaciones que se describen en
(Machado et al., 2008). Brevemente, con una bomba de aire se aspira una fibra de
carbono de 5 um (Thornel P-55; Amoco Corp., Greenville, SC) en el interior de un
capilar de borosilicato (WPI Ref. IB120-4, World Precision Instruments, Hitchin, UK).
El capilar se estira y separa en dos partes iguales con un estirador de pipetas (PC-
10, Narishige, Tokio, Japdn). Se corta la fibra de carbono de tal manera que se
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aproxime al extremo del capilar. Se examinan en un microscopio (Erma,
Opticalworks, Japdén) rechazando aquellos que, en la punta del capilar, posean un
didmetro superior a 15 um.

Para conseguir un sellado adecuado entre la fibra de carbono y las paredes
del capilar, la punta de los electrodos se sumerge en una resina tipo epoxi (Epo-tek®
301) durante ~40 s. Esta resina consta de dos componentes que deben mezclarse a
temperatura ambiente en una relacién 4:1 (por peso) hasta que quede totalmente
homogénea. Después la resina colocada en los electrodos endurece durante toda
la noche en un horno a 150°C.

Para conseguir un microelectrodo de superficie activa uniforme se pule con
un angulo de 45° en una pulidora de diamante negro (modelo EG-40, Narishige)
utilizando 2-propanol como lubricante que contribuye a eliminar grasa (fig. 3.6).
Una descripcién detallada sobre la construcciéon de electrodos puede encontrarse
en (Machado et al., 2008).

Figura 3.5. Apariencia de un microelectrodo de carbono ya pulido. Imagen tomada mediante
microscopia electrénica de barrido. Ay B. Vista a distinto aumento de un electrodo pulido. C. grieta
en otro electrodo imperceptible bajo el microscopio dptico (Tomado de Machado et al., 2008).

3.16.1.2. Calibracion.

La calibracién de cada electrodo se realiza antes de cada experimento y cada
vez que se lava la superficie del electrodo con 2-propanol. Es importante para
comprobar el estado de la superficie activa, asegurando asi que las respuestas sean
reproducibles, que la proporcion sefial-ruido sea adecuada y la corriente basal
estable. Para la calibracidn se utiliza un sistema de inyeccién con parada de flujo
(FIA: Flow Injection Analysis), lo que permite exponer el electrodo, de forma rapida
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a las CAs que en nuestro caso es NA, a una concentracion de 50 uM. Con este
sistema se comprueban las caracteristicas del electrodo en flujo continuo, lo que
nos da una idea del comportamiento del electrodo frente a una concentracion
constante de CA, y en parada de flujo, que nos da una idea de las caracteristicas
propias del electrodo, ya que en este caso no esta condicionada por el flujo. Lo ideal
es que existan pocas diferencias entre la sefial maxima en flujo continuoy en parada
de flujo, y que las respuestas se detecten en el rango de milisegundos (fig. 3.6).

La sefial amperométrica se acondiciona en un potenciostato (EI400, Ensman
Instrumentation, Bloomington, IN, USA) y se digitaliza a través de un conversor,
USB-6009 de 14 bits (National Instruments, Austin, Texas, USA), controlada por un
software con la plataforma LabView de National Instruments realizado por el Dr.
Yézer Gonzalez en nuestro laboratorio, con el cual la sefial se registra en la pantalla
de un ordenador Mac Mini (Apple Computer, Cupertino, USA).
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Figura 3.6. Calibracién de un electrodo en el sistema de perfusiéon con 50 uM de NA. En el registro se
pueden apreciar 2 pulsos de NA, cada uno de ellos con dos alturas de corriente. La altura mayor (*)
corresponde a un estado de flujo continuo y la segunda altura (#) a un estado de parada de flujo. Este
segundo estado advierte de las propiedades del electrodo, ya que no esta sujeto a flujo. Tras aplicar
NA y parar el flujo, se aplica con la solucidn de Krebs-HEPES (K-H) para lavar el sistema y la corriente
vuelve a la sefial basal. Como se puede apreciar las respuestas son reproducibles y la corriente basal
es pequefia y estable.
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3.16.2. Construcciéon de micropipetas para aplicar sustancias.

Las micropipetas para la aplicacion de sustancias, a diferencia de los
sistemas de perfusion tradicionales, permiten controlar el tiempo de aplicaciony la
distancia a la célula. La construccidén sigue un procedimiento sencillo: un capilar de
borosilicato, idéntico a los descritos en la construccion de electrodos (WPl #Ref
IB120F-4, World Precision Instruments, Hitchin, UK) se escinde, en un proceso de
dos pasos en un estirador de pipetas (PC-10, Narishige, Narishige, Japdn). De esta
manera conseguimos dos micropipetas, cada una de ellas con una punta de un
didmetro aproximado de 5 um. Las micropipetas se rellenan con la solucion de
secretagogo y se situan lateralmente a =40 um de la célula. La liberacion de estas
sustancias se lleva a cabo mediante aplicacion de aire con presidn positiva mediante
una electrovalvula.

3.16.3. Deteccion amperométrica de la exocitosis.

Los registros amperométricos se llevan a cabo en el interior de una jaula de
Faraday provista de una toma de tierra, usando un amplificador (VA-10X, NPI
Electronic GmbH, Tamm, Alemania). El electrodo de trabajo se coloca en el
portaelectrodo del preamplificador y se monta sobre un micromanipulador
monitorizado (MS 314, Marzhduse Wetzlar GmbH & Co.KG, Wetzlar, Alemania)
unido a la platina de un microscopio invertido (IX51, Olympus, Waltham, MA, USA).
Un sistema similar se monta en el otro lado de la platina del microscopio para
colocar la micropipeta con la que se aplican sustancias por presion positiva. Este
sistema de inyeccidn por presion, fabricado en nuestro laboratorio, esta regulado
por electrovdlvulas (Lee, Westbrook, USA), que pueden ser controladas
manualmente o por ordenador, acopladas a un compresor. El cubreobjetos con las
células se coloca en una cdmara de metacrilato que tiene incorporado un electrodo
de referencia de microagregados de plata (Ag/AgCl) (WPI #Ref EP2). Entre los dos
electrodos se ajusta el potencial de oxidacion a +650 mV. La frecuencia de muestreo
es de 4 KHz, dando asi una buena resolucion temporal. La seiial se filtra a 1 KHz
(filtro tipo Bessel 8 polos) haciendo uso del programa de adquisicién y control del
amplificador Power Lab/LabChart (ADInstruments, New South Wales, Australia).
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3.16.4. Andlisis de los datos amperométricos.

El andlisis de los datos amperométricos se lleva a cabo usando ficheros con
formato binario de IGOR-Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) y empleando
una serie de programas desarrollados en nuestro laboratorio, que permiten la
automatizacion del proceso de andlisis, el programa se denomina “Spike 32”
desarrollado por el Dr. Miguel Angel Brioso (Segura et al., 2000).

Estos programas nos permiten: calibrar la sefial adquirida segun la ganancia
del potenciostato; filtrar digitalmente la sefial amperométrica, pudiendo elegir
entre varios tipos de filtros, mejorando asi la relacién sefal/ruido sin afadir
artefactos de sobrefiltrado; identificar los picos amperométricos de forma
automatica y objetiva, mediante un algoritmo de busqueda basado en la primera
derivada; obtencién de los parametros cinéticos de cada evento; revisién manual
de los registros y realizacién de un estudio estadistico preliminar del conjunto de
experimentos seleccionados. En este caso, la estadistica puede ser aplicada a los
datos agrupados por células o directamente al total de los eventos
amperomeétricos, sin agrupar, obtenidos durante un experimento individual
(Colliver et al., 2000).

3.16.5. Parametros cinéticos de las espigas amperométricas.

En la figura 3.7. se puede ver un fragmento de un registro amperométrico,
obtenido de una Unica célula cromafin después de la aplicacidon de un estimulo
secretagogo. La secrecion de CAs es discontinua y cada deflexién o “espiga” se
corresponde con la medicion de CAs secretadas desde una sola vesicula
(Whightman et al., 1991).
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Figura 3.7. Registro amperométrico. A. Fragmento de un registro amperomeétrico tipico. B. Ampliacién
de una de las deflexiones o espigas del registro, y los parametros que se obtienen para caracterizar
su morfologiay cinética (explicacién en el texto).

Una vez identificadas las espigas, de forma automatica con el programa, se
obtienen los pardmetros cinéticos, que se describen a continuacién para cada

evento:

- Q, se obtiene por integracién del drea bajo la curva y se corresponde con el
contenido de CAs oxidadas provenientes de una vesicula. Se expresa en pC.

- Imax, es la amplitud maxima de corriente e indica la concentracién maxima
alcanzada en la superficie del electrodo expresada en pA.

- ti/2, se define como el ancho de la espiga a la mitad de la amplitud maxima,
expresada en ms.

- m, es la pendiente media de ascenso entre el 25y el 75% del valor maximo
de amplitud, expresado en nA/s.

- tp, es el tiempo al pico, es decir, el tiempo necesario en alcanzar la amplitud

maxima, expresado en ms.

Una vez determinados estos parametros, el programa permite su
exportacion a otros programas para la cuantificacion de la secrecion total por
integracion de la senal y su posterior anadlisis estadistico.

3.16.6. Criterios de seleccion de espigas amperométricas.

Para la determinacion de los pardmetros cinéticos se debe seguir una serie
de criterios que nos aseguren la objetividad del andlisis. Por lo tanto, debemos
excluir del andlisis aquellas espigas que no cumplan los siguientes criterios:
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- Cuya morfologia no permita cuantificar sin error alguno de los parametros
indicados en el apartado anterior.

- Que tengan un valor de Q inferior a 0,015 pCy superior a 7 pC, el rango en
el que se encuentra el contenido de CA (Machado et al., 2008).

- Quetengan un valor de Imax inferior a 3 pA. En condiciones normales y tras
filtrar el registro amperométrico, se obtiene un ruido de 1,1 pA de amplitud media
y 0,32 pA de desviacidon estandar (SD). Si establecemos como limite 10 veces la SD,
3 pA es un buen limite de corte inferior.

- Que tengan un “pie” de altura igual o superior a 1/3 del valor de Imax, ya
gue puede tratarse de dos espigas superpuestas.

3.17. Patch-clamp en configuracién de célula completa.
3.17.1. Fabricacidn de las pipetas de patch-clamp.

Para la fabricacion de las pipetas de patch-clamp, se emplearon capilares de
borosilicato (World Precision Instruments, Hitchin, UK) estirados y divididos con un
estirador vertical de pipetas (PC-10, Narishige, Tokio, Japdn). Con la ayuda de una
aguja, se coloca y extiende una cera comercial (Sylgard® 184, Dow Corning, Ml) en
la punta de cada pipeta, con el fin de reducir la capacidad eléctrica de las mismas,
gracias al engrosamiento de las paredes. Para facilitar el endurecimiento de la cera,
ésta se calienta con una resistencia acoplada a una fuente de alimentacion. A
continuacion, se pule la punta de cada pipeta con calor en usando una microforja.
De esta forma, también conseguimos eliminar la cera que haya podido quedar
obstaculizando la punta, alisar la punta de las pipetas para facilitar la realizacién del
gigasello y reducir el diametro de la punta de las mismas. La resistencia eléctrica
final de las pipetas, una vez rellenadas con la solucién correspondiente e
introducidas en el bafio, debe estar comprendida ente 1y 5 MQ.

3.17.2. Determinacidn de la capacidad celular por medio de patch-clamp.

Los registros de patch-clamp se llevaron a cabo en el interior de una jaula
de Faraday usando un amplificador (HEKA EPC-10, HEKA Elektronik, Lambrecht,
Alemania). La pipeta se acopla al portaelectrodo, se coloca en el preamplificador y
se monta sobre un micromanipulador monitorizado (World Precision Instruments,
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Hitchin, UK) unido a la platina de un microscopio invertido (Zeiss Axiovert, Jena,
Alemania). El cubreobjetos con las células se coloca en una cdmara que tiene
incorporado un electrodo de microagregados de plata (Ag/AgCl), que sirve de
electrodo de referencia. Las medidas de capacidad se llevan a cabo en la
configuracion de célula completa de acuerdo a la técnica desarrollada por (Lindau
& Neher, 1988) usando el modo “sine+dc” (técnica de dominio de la frecuencia,
aplicando un voltaje en forma de onda sinusoidal) en la extensién “Lock-in” del
programa PatchMaster (HEKA Elektronik, Lambrecht, Alemania) (Para mas
informacién véase anexo VI). La frecuencia y la amplitud de la onda sinusoidal es
1042 Hz y 70 mV, respectivamente, a un potencial de reposo de -70 mV. La
frecuencia de muestreo es de 12,5 KHz y la seiial se filtra a 2,9 kHz.

La pipeta se llena con una solucién intracelular y el cubreobjetos con las
células se sumerge en una solucion extracelular (la composicién de ambas
soluciones se muestra en el anexo |). Todos los experimentos se llevan a cabo a

temperatura ambiente, entre 21-25°C.
3.17.3. Andlisis de los datos de capacidad.

El analisis de los datos de patch-clamp se llevaron a cabo con el programa
PatchMaster, el mismo con el que se realizaron los experimentos.

3.18. Analisis estadistico.

Los conjuntos de datos estdan expresados como las medias = SEM. La
significacion estadistica entre los grupos experimentales fue obtenida mediante el
test t de Student o el no paramétrico de U-Mann Withney. Las diferencias fueron
consideradas significativas a un nivel de p<0,05. Los datos fueron analizados por el
programa Prism (Graphpad Software, San Diego, USA).
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4. RESULTADOS.
4.1. ESTUDIO DEL GLP-1R EN CELULAS CROMAFINES.
4.1.1. El receptor de incretinas GLP-1R se expresa en las células cromafines.

Para determinar si el receptor de la hormona peptidica GLP-1 se expresa en
las células cromafines, disefiamos oligonucleétidos especificos que tienen como
diana un fragmento de los exones 5y 6 de la secuencia de RNA mensajero (RNAm)
del GLP-1R bovino. Empleando estos oligonucledtidos se realizd una PCR
convencional usando como molde el cDNA obtenido por medio de la
retrotranscripcion del RNA aislado de células cromafines bovinas. En la fig. 4.1 se
muestra un gel de electroforesis donde aparecen las bandas correspondientes al
receptor de GLP-1 comparadas con la amplificacion de un gen de expresion
constitutiva, la hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT), amplificado a
partir de la misma muestra.

Fig. 4.1. Expresion del mRNA del GLP-1R en células cromafines. Productos de PCR observados en un
gel de agarosa. Los carriles 1y 2 muestran la expresién de HPRT de 195 pb, usado como gen de
expresion constitutiva. Los carriles 4 y 5 muestran la expresion del GLP-1R de 136 pb. Los carriles 3 y
6 son controles negativos de la PCR para ambos genes. M, marcador de pares de bases. Las muestras
de los carriles 1 y 2 son réplicas de muestras procedentes de células de cultivos distintos
obteniéndose resultados similares. Lo mismo ocurre para las muestras de los carriles 4y 5. Se muestra
un experimento representativo de n=2.

Una vez comprobada la expresion del RNAm del GLP-1R en células
cromafines bovinas, quisimos determinar la presencia y localizacion del receptor en
las mismas. Para ello se emplearon técnicas inmunocitoquimicas y microscopia
confocal. Se utilizd un anticuerpo contra el epitopo presente en la regidn carboxilo
terminal localizada en el dominio extracelular del receptor. Como se puede
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observar en la figura 4.2, el GLP-1R se distribuye en la membrana plasmatica de las
células no permeabilizadas. Ademas, se llevé a cabo un marcaje con anticuerpos
contra una enzima especifica de las células cromafines, la enzima tirosina
hidroxilasa (TH). Al tratarse de una enzima citoplasmatica, solo se detecta en células
gue han sido permeabilizadas. La localizacion del receptor en estas células
permeabilizadas es predominantemente en el citoplasma celular apareciendo una
distribucién punteada en el mismo, a diferencia de la TH que presenta un patrén
difuso (fig. 4.2).

Campo clar DAPI GLP-1R

Fig. 4.2. El GLP-1R se localiza en la membrana plasmatica y en el citoplasma celular. Imagenes de
microscopia confocal realizadas en células cromafines bovinas. En la primera columna se muestran
las células en campo claro; en la segunda observamos los nucleos celulares marcados en azul (DAPI),
el cual se detecta por medio de excitacion a 405 nm; la tercera columna corresponde al marcaje con
el receptor GLP-1R. Se observa fluorescencia verde debido al uso de Alexa 488 como anticuerpo
secundario, para lo cual se excitaron las muestras con un haz de luz laser utilizando la linea de 488
nm y se recoge la fluorescencia emitida entre 500-600 nm; en la cuarta columna aparecen las
imagenes de las células excitadas con un haz de laser de 543 nm, recogiendo la fluorescencia emitida
ente 600-700 nm. Se observa asi la fluorescencia emitida por el anticuerpo secundario Alexa 568

Sin permeabilizar
-TH

+TH

Permeabilizadas

+TH
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utilizado para marcar la enzima TH. Las dos primeras filas corresponden a células sin permeabilizar
para comprobar la presencia del receptor en membrana. No aparece la TH marcada debido a que se
trata de una enzima citoplasmatica. La tercera y cuarta fila incluyen las imagenes de células que
fueron permeabilizadas con el fin de observar el marcaje de la enzima TH (control positivo de tratarse
de células cromafines). En la tercera fila no aparece TH debido a que no se incubd con dicho
anticuerpo (control negativo de marcaje especifico de TH). En las células permeabilizadas el receptor
se localiza principalmente en el citoplasma. Barra de escala 4 um.

4.1.2. La activacion del receptor de GLP-1 con Ex-4 induce el incremento de la
sintesis de las CAs y un aumento en la expresion de la enzima TH.

La primera estrategia llevada a cabo para comprobar la posible modulacién
de la secrecion de CAs fue estudiar la produccién de las mismas después de un
tratamiento crdnico con Ex-4 a células cromafines en cultivo. Tratamos ~ 4 millones
de células con Ex-4 (100 nM), durante 0, 1 y 24 horas. Transcurrido ese tiempo
lisamos las células y las centrifugamos para descartar los restos celulares. Los
sobrenadantes fueron diluidos para alcanzar una concentracién de PCA al 0,05 N y
DHBA a 200 nM (estandar interno). Las muestras fueron analizadas por HPLC
acoplado a deteccion electroquimica (HPLC-ED) para cuantificar la cantidad de
adrenalina y noradrenalina contenidas en las células.

En la figura 4.3 se muestran ejemplos de muestras provenientes de células
en ausencia y presencia del farmaco durante 24 horas. Los cromatogramas
representan la noradrenalina (sombreado rojo), adrenalina (sombreado azul) y
DHBA (sombreado verde).

La cantidad de CAs contenidas en los ~ 4 millones de células cromafines no
tratadas con Ex-4 fueron ~ 46 moles/ng de proteina, en el caso de las células
tratadas con el farmaco durante 1 hora fueron ~ 41 moles/ng de proteinas y
aquellas tratadas durante 24 horas fueron ~ 63 moles/ng de proteina. A las 24 horas
de tratamiento, la cantidad de CAs llegan a ser significativamente mayor respecto
a los otros tiempos estudiados (fig. 4.3, B).

Ocurre lo mismo cuando separamos la respuesta de la A y la NA, el
tratamiento con Ex-4 durante 24 horas produce un incremento significativo en
ambas CAs comparadas con la cantidad de esas CAs en las células no tratadas o las
qgue fueron tratadas durante 1 hora (fig. 4.3, Cy D).
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Fig. 4.3. Andlisis del tratamiento con Ex-4 en las células cromafines bovinas. A. Cromatograma de
HPLC-ED que muestra trazos ejemplo de la deteccién de aminas contenidas en las células no tratadas
con Ex-4 (trazo fino) y las tratadas durante 24 horas (trazo grueso). B. Contenido total medio de CAs
en los lisados de las células no tratadas con Ex-4 (0 horas) y las tratadas durante 1y 24 horas. Cy D.
Contenido de los transmisores NAy A en las células no tratadas con Ex-4 vy las tratadas durante 1y 24
horas. Los datos mostrados en B, Cy D son valores medios + SEM. de 6 células para cada condicién
experimental. Las células fueron obtenidas del mismo cultivo. El test estadistico usado es el t de
Student. *p<0,05. E. Western-blot representativo del tratamiento con Ex-4 durante O horas (carril 1),
1 hora (carril 2) y 24 horas (carril 3). Se cargd 21 pg de proteina en cada carril. El efecto de la Ex-4
sobre el gen de la TH se cuantificd como la ratio entre las intensidades de las bandas de TH/actina. F.
Andlisis cuantitativo del curso temporal de la expresion de la TH después del tratamiento con e
farmaco. Los datos mostrados en E y F son valores medios de un n=3 o0 4, seguin se indica en la grafica,
procedentes de 3 cultivos distintos. El test estadistico usado en F es el t de Student con la correccién
de Welch. **p<0,01.
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De estos resultados concluimos que la activacion del receptor GLP-1 con Ex-
4 en células cromafines bovinas produce un incremento del contenido de CAs.

Si hay un incremento en la cantidad de CAs con el tratamiento con Ex-4,
probablemente se deba a un aumento en la actividad o cantidad de la principal
enzima responsable de la sintesis de CAs, la TH (ya que se trata de la enzima
limitante de la ruta). Con el fin de comprobar dicha hipdtesis, realizamos un wester-
blot con los lisados de las células que fueron tratadas 0, 1 y 24 horas con la Ex-4 y
marcamos con anticuerpos especificos dirigidos contra la TH. Se observé que el
tratamiento con el farmaco durante 24 horas incrementod la expresion de la TH en
~ 46%, no encontrandose diferencias con 1 hora de tratamiento. Este incremento
de expresién se determind mediante la relacién entre la intensidad de la banda de
TH con respecto a la de la banda de proteina empleada como control de carga, la
actina (fig. 4.3, Ey F).

4.1.3. La Ex-4 activa la expresion del gen de la TH en PC12.

El tratamiento de células cromafines bovinas con Ex-4 produjo un aumento
en la expresion de la enzima TH como pudimos comprobar con los resultados del
apartado anterior. Nos planteamos llevar a cabo otra estrategia para corroborar si
un aumento de la expresién enzimatica se correlaciona con un aumento de la
regulacién del gen.

Disponemos de un plasmido que porta el promotor del gen de la TH en pauta
de lectura con el gen de la luciferasa, el p5’ TH-Luc (-272/+27). El promotor del gen
de la TH tiene elementos de respuesta al AMPc (Fader & Lewis, 1990) por lo que un
incremento del AMPc inducido por la activacién del receptor GLP-1 produciria la
activacion del promotor del gen de la TH vy, por tanto, la expresion del gen de la
luciferasa. Midiendo la luz emitida por la luciferasa podemos conocer la expresion
del gen de la TH.

El promotor del gen de la TH presente en el pldsmido se trata de un
promotor de rata por lo que se realizé la transfeccidn en células de feocromocitoma
de rata (PC12), en las cuales fue descrita la presencia del RNAm receptor GLP-1 por
(Perry et al., 2002). Ademas de la transfeccidon con el plasmido descrito, se llevd a
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cabo una doble transfeccién con otro que expresa el GLP-1R en pauta de lectura
con la proteina verde fluorescente (GLP-1R-EGFP), con el fin de sobreexpresar el
receptor, o con el plasmido EGFP en las células usadas como control.

Aquellas células que fueron tratadas con 100 nM de Ex-4 durante 24 horas
presentaron un incremento significativo de la actividad de la luciferasa medida con
un luminémetro. Ese incremento fue de aproximadamente el doble (fig. 4.4, A) para
el caso de las células donde no se sobreexpresé el receptor y de aproximadamente
el triple en el caso de las células con el GLP-1R sobreexpresado. No hubo diferencias
significativas entre las células tomadas como control (sin tratar con Ex-4 ni
sobreexpresar el receptor) y aquellas en las que se sobreexpreso el receptor, pero
no se trataron con el farmaco. Con fines comparativos entre experimentos
realizados con cultivos celulares diferentes, se normalizé a 1 la respuesta de las
células control.

Para completar este estudio, quisimos relacionar directamente el
incremento de la expresion de la TH con la sintesis de nuevas CAs. A diferencia de
las células cromafines, la linea celular PC12 de la que disponemos en nuestro
laboratorio no sintetiza NA y A, la sintesis de CA sdlo llega a la DA. Por medio de
HPLC-ED se realizé un analisis cuantitativo de la DA. Las células que fueron tratadas
con Ex-4 y en las que no se sobreexpreso el receptor GLP-1, incrementaron la
cantidad de DA un =12% con respecto a las células consideradas control. Aquellas
en las que se sobreexpreso el receptor y se trataron con el farmaco incrementaron
al doble la cantidad de DA (fig. 4.4, B).

Estos datos estuvieron en concordancia con los obtenidos mediante el
tratamiento con Ex-4 a células cromafines bovinas en cultivo. La activacién del
receptor de incretinas GLP-1 indujo un incremento en la cantidad de CAs
sintetizadas por las células a través de un incremento en la expresion de la TH (fig.
4.3,ByE).
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Fig. 4.4. Células PC12, transfectadas con p5°TH-Luc (-272/+27) y EGFP o GLP-1R-EGFP, fueron tratadas
durante 12 h con Ex-4 (100 nM) y comparadas con células no tratadas (Control). A. Andlisis de la
actividad luciferasa de lisados celulares (n=10 de cada condicién, células procedentes de dos cultivos
distintos) + SEM. B. Contenido total de DA analizado por medio de HPLC-EC. Se representan las
medias de células (n=7 de cada condicidn, células procedentes de dos cultivos distintos) = SEM. El
test estadistico utilizado fue la t de Student con la correccién de Welch; *p<0,05, **p<0,01.

4.1.4. La amperometria en célula tnica revela un aumento en la cantidad de CAs
liberadas por cada vesicula en las células tratadas con Ex-4.

La amperometria en célula Unica permite el estudio de las CAs liberadas, el
modo en el que cada vesicula libera su contenido y la frecuencia con la que las
vesiculas secretoras liberan su contenido. Consiste en registrar la oxidacién de las
CAs cuando entran en contacto con la superficie de un electrodo que se encuentra
a un potencial de +650 mV (fig. 4.5, A). Esta técnica proporciona la resolucién
temporal necesaria para analizar la forma en la que ese contenido es liberado por
exocitosis (Whigtman et al., 1991). El estudio de estas caracteristicas es lo que se
denomina cinética de la exocitosis y se aborda midiendo los parametros que se
muestran en la figura 4.5 (E), de cada una de las deflexiones de corriente o espigas
amperométricas (fig. 4.5, B). Cada una de estas espigas corresponde con la
oxidacion del contenido de las CAs liberadas de forma cuantica por una vesicula
secretora.
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Para estimular la secrecion de las CAs, se aplicé BaCl, 5mM durante 5 s con
una micropipeta localizada a =40 um de la célula (fig. 4.5, A). Este secretagogo es
especialmente util dado que no requiere la activacién de receptores y produce una
baja frecuencia de exocitosis. Esta baja frecuencia de exocitosis permite el estudio
de los parametros de cada espiga de forma individual, ya que la probabilidad de
solapamiento de dos eventos independientes, en estas condiciones
experimentales, es muy baja.

Las medidas fueron realizadas en el mismo dia usando el mismo electrodo
de fibra de carbono calibrado y alternando registros de las células control y las
tratadas con Ex-4 (100 nM) durante 20 min.

El tratamiento con Ex-4 produjo un incremento del ~75% del tamafio
cuantico, o cantidad de CAs liberadas, de las vesiculas fusionadas tras el estimulo
secretor (ver Q, tabla 4.1). Con respecto a la frecuencia de exocitosis, definida como
el numero de espigas por unidad de tiempo, y representada en un histograma de
distribucién en la figura 4.5 (D), no se observaron diferencias con el tratamiento
con el farmaco (fig.). No obstante, si se observd un incremento del #35% de la
secrecion de las CAs totales registradas en un periodo de tiempo de 120 s (211 pC
en células controles vs. 285,2 pC en células incubadas con Ex-4/100 pC en células
controles vs. 135,2 pC en células incubadas con Ex-4) (fig. 4.5, C).

El tratamiento con Ex-4 resulté en un incremento neto de la Imax y de la Q de
las espigas amperomeétricas individuales, con una disminucién de su t;/, (tabla 4.1).
En la grafica de la figura 4.5 (F) se representan los valores de Imax de las espigas
amperométricas en el eje de ordenadas y los valores de Q en el de abscisas. Se
observa que existe una relacién lineal entre las espigas correspondientes a las
exocitosis de cada grupo experimental, es decir, en células sin tratar con el farmaco,
a medida que incrementa la altura de la espiga, incrementa su carga. Lo mismo
ocurre con las células tratadas con Ex-4. Si comparamos esta relacion entre 1a Imaxy
la Q de ambos grupos, vemos que, a mismos valores de Q, la Imax del grupo tratado
es mayor, indicando que las espigas son mas rapidas.
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Estos resultados apuntan a que el incremento en las CAs liberadas tras la
activacién del GLP-1R posiblemente se deba a un mayor vaciamiento de CAs de cada
vesicula, y no a un aumento de las vesiculas que realizan exocitosis.
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Fig. 4.5. Incremento en la secrecién de CAs en células cromafines tras la activacion del receptor de
GLP-1. A. Imagen de un electrodo de carbono sobre una célula cromafin usado para la deteccién
amperométrica de CAs; a la derecha de la imagen se muestra un puffer con el que se aplica el
secretagogo. Barra de escala de 15 um. B. Registro amperométrico tipico en el que cada espiga
(representadas en rojo) corresponden a las CAs liberadas por cada vesicula individual. La secrecién
acumulada se representa con el trazo en azul. La exocitosis es inducida aplicando un pulso de 5 s con
BaCl, (5 mM) en ausencia y presencia de distintos farmacos. C. Secrecién normalizada de CAs, a los
120 s después de la exposicién al secretagogo, medida en los registros amperométricos (media *
SEM) comparando 12 células preincubadas con Ex-4 (100 nM) con 10 células controles. Todas las

-87-



Resultados

células proceden del mismo cultivo y mismo dia de experimento. El test estadistico utilizado en C fue
el t de Student, *p<0,05. D. Andlisis amperométrico de la frecuencia de eventos exocitéticos en
células control (trazo rojo) y células tratadas con Ex-4 (trazo negro). Registros ajustados a una funcion
sigmoidea. E. Ejemplo de una espiga amperométrica en la que se ilustran los pardmetros cinéticos. F.
Efecto de la Ex-4 en la relacion entre el contenido de CAs de las vesiculas (Q) y la concentracién
maxima alcanzada por el electrodo (Imax). LOS puntos muestran la relacion entre la amplitud de las
espigas vs. contenido cudntico en ausencia (control) y después de la incubacion con 100 nM de Ex-4
(n =647 espigas de 10 células control y 1166 espigas de 12 células tratadas con el farmaco). No existen
diferencias significativas entre las células controles y tratadas con el farmaco. El test estadistico
utilizado en F fue la prueba U Mann-Whitney con la correccién de Bonferroni.

Tabla 4.1. Caracteristicas de las espigas secretoras obtenidas en las células cromafines
bovinas tratadas con Ex-4.

Imax (PA) Q (pC) tiz(ms)  m(pA/ms) N n
Control 85,6 +11,9 1,2+0,1 19,4+2,4 18,8+3,2 10 647
Ex-4 126,4+13,9*  2,1+0,3* 15,1+1,1 29,8+3,1* 12 1166
% Cambio 47,7 % 75 % -22,2% 58,5 %

Para mas detalle, ver el apartado de material y métodos (3.16.5). Los experimentos fueron repetidos
usando células de dos cultivos diferentes obteniéndose resultados similares. Los datos medios
mostrados corresponden a las células procedentes de un cultivo y el mismo dia de experimento. N =
numero de células y n = nimero de espigas utilizados en el analisis. Los datos se expresan en las
unidades indicadas entre paréntesis. El test estadistico utilizado (U Mann-Whitney) se llevé a cabo a
partir de los datos originales agrupados por células. Se establecieron las diferencias significativas
*p<0,05.
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4.1.5. La sobreexpresion del receptor de GLP-1 intensifica el efecto de la Ex-4.

Una comprobaciéon adicional del efecto de la Ex-4 incrementando la
secrecion de CAs en las células cromafines y que este efecto es mediado por la
activacion del receptor de GLP-1, presente en la membrana plasmatica, es
sobreexpresar dicho receptor en la célula y comprobar como esta maniobra
incrementa la respuesta secretora.

Para ello se nucleofectaron células cromafines bovinas con el plasmido GLP-
1R-EGFP, que porta la secuencia del gen humano del receptor de GLP-1. Aquellas
células que sobreexpresan el receptor podemos detectarlas debido a la
fluorescencia emitida por la EGFP (fig. 4.6, A). Utilizando solo las células marcadas,
se empled la amperometria en célula Unica para comparar células tratadas con Ex-
4 (100 nM) durante 20 min con células sin tratar o controles.

El tratamiento con Ex-4 sobre las células que sobreexpresan el GLP-1R se
tradujo en un incremento del #38% del tamafio cudntico (ver Q, tabla 4.2), siendo
éste un incremento menor que el que ocurre en las células cromafines tratadas con
Ex-4 pero sin sobreexpresar el receptor. No obstante, el analisis de la frecuencia de
exocitosis muestra mayores diferencias entre células controles y tratadas, en
comparacion con aquellas que no sobreexpresan el receptor (fig. 4.6, B).
Observamos un incremento en la frecuencia de exocitosis y, como consecuencia,
un aumento del #70% de la secrecion de CAs totales (142,4 pC en células controles
vs. 242,5 pC en células tratadas con Ex-4) (fig. 4.6, C).

El tratamiento con Ex-4 en células con el receptor sobreexpresado resulto,
al igual que lo que ocurrié en células sin el receptor sobreexpresado, en un
incremento neto de la Imax y de la Q, con una disminucidn no significativa de la t1»
(ver tabla 4.2). Comparando espigas amperométricas con la misma Q, las
procedentes de células tratadas con Ex-4 tienen valores mayores de Imax. Esto indica
gue las espigas amperométricas en células tratadas son madas rapidas que las
obtenidas en células controles. Sin embargo, estas diferencias en la velocidad de las
espigas no llegan a ser significativas (fig. 4.6, D).
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Fig. 4.6. La sobreexpresion del GLP-1R en células cromafines bovinas produce un incremento de las
CAs secretadas. A. Imagen de una célula cromafin expresando el plasmido GLP-1R-EGFP cuya
exocitosis estd siendo registrada con un microelectrodo de carbono. La micropipeta (puffer)
localizada #40um de distancia de la célula permite la inyeccién de la solucién de estimulacién. Barra
de escala de 15um. B. Andlisis amperométrico de la frecuencia de eventos exocitéticos en células
control (trazo rojo) y células tratadas con Ex-4 (trazo negro), sobreexpresando todas ellas el receptor
de GLP-1. Se representa también una funcidon sigmoide ajustada a cada trazo. C. Secrecion
normalizada de CAs, a los 120 s desde la exposicion al secretagogo, en células cromafines que
sobreexpresan el GLP-1R en ausencia y presencia de Ex-4. El test estadistico utilizado fue la prueba U
Mann-Whitney; *p<0,05. D. Amplitud de las espigas vs liberacion cuantica de CAs de células control
o incubadas con Ex-4. No existen diferencias significativas entre las células controles y tratadas con
el farmaco. El nimero de muestras utilizado en todos los experimentos de amperometria
sobreexpresando el GLP-1R fueron n=336 espigas de 9 células control y n=594 espigas de 10 células
incubadas con Ex-4.
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Tabla 4.2. Caracteristicas de las espigas secretoras obtenidas en las células cromafines
bovinas nucleofectadas con el plasmido que porta el receptor GLP-1.

Imax (PA) Q (pC) ti2 (ms) m (pA/ms) N n
Control +
186,0+ 14,6 2,1£0,2 109+1,1 58,1+7,5 9 336
GLP-1R-EGFP
Ex-4 + GLP-1R-
249,8+17,8 * 2,9+0,3* 10,1+1,0 70,1£9,2 10 594
EGFP
% Cambio 34,3 % 38,1% -7,3% 20,7 %

Los experimentos fueron repetidos usando células de dos cultivos diferentes obteniéndose
resultados similares. Los datos mostrados corresponden a valores medios procedentes de células del
mismo cultivo y el mismo dia de experimento. N = nimero de células y n = nimero de espigas
utilizados en el analisis. Los datos se expresan en las unidades indicadas entre paréntesis. El test
estadistico utilizado fue la prueba U Mann-Whitney partiendo de los datos originales agrupados por
células; *p<0,05.

4.1.6. El incremento en la secrecion de CAs se debe a la activacion de la ruta
intracelular mediada por PKA y no por la via EPAC.

Los resultados anteriores muestran que la activacion farmacolégica del GLP-
1R en células cromafines bovinas produce un incremento en la sintesis de CAs (fig.
4.3y 4.4), en la secrecion total de CAs (fig. 4.5, Cy 4.6, C) y en el tamaio cuantico
de liberacidn de las mismas (tablas 4.1 y 4.2). Por tanto, nos planteamos cual seria
la ruta intracelular que tiene lugar tras la activacidon del receptor para promover

dicho mecanismo.

El receptor GLP-1 pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas
G. Su activacion induce un incremento de la adenilato ciclasa y de los niveles
citosdlicos de AMPc. En otros tipos celulares, como las células B-pancredticas, el
AMPc modula la secrecién por medio de las proteinas PKA y/o EPAC. Nuestro grupo
ha descrito la modulacién de la exocitosis mediada por la via PKA en células
cromafines. Sin embargo, la via EPAC aun no ha sido explorada en células

cromafines.
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Para dilucidar la ruta intracelular que esta activando el receptor GLP-1R en
células cromafines tras la activacion con Ex-4, tratamos las células con diferentes
farmacos y realizamos amperometria en célula Unica para determinar cdmo se ve
modificada la secrecion de CAs. El 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX) es un inhibidor
de fosfodiesterasas (PDE). Estas son las principales enzimas que degradan el AMPc
por lo que, al inhibirlas, incrementan los niveles celulares de AMPc produciendo un
incremento en la secrecion de CAs (Machado et al., 2001). Cuando se incuban las
células con Ex-4 (100nM) e IBMX (500pM), ambas durante 20min, el incremento en
la secrecion de CAs es de dos veces mas con respecto a las células control. Tanto la
Imaxcomo la Q estan incrementadas en las células tratadas (ver tabla 4.3).

También se utilizé el H-89, el cual es un inhibidor de la actividad catalitica
de PKA. Se sabe que la via PKA en células cromafines provoca un incremento en la
secrecion de CAs y modifica la cinética del ultimo paso de la exocitosis (Machado et
al., 2001). La inhibicion de esa via produce una disminucién en la exocitosis de las
CAs. Al incubar las células con Ex-4 (100nM) y H-89 (50nM), ambas durante 20min,
si la ruta activada tras la estimulacién del GLP-1R cursa via PKA esperariamos ver
una reduccion de la secrecidon de CAs y esto es lo que ocurre, hay una reduccién del
~50%. Ademas, se observa una disminucién del ~36% del tamafio cuantico de las
espigas amperométricas en las células incubadas con Ex-4 y H-89.

Por ultimo, se utilizé un farmaco que activa de forma selectiva el EPAC, el 8-
(4-Chlorofeniltio)-2'-O-metiladenosina-3',5'-monofosfato ciclico acetilo metil-éster
(8-pCPT) de manera que, si la via EPAC tiene lugar en células cromafines, cuando se
incuban las células con 8-pCPT (100uM) esperariamos un incremento en las CAs
secretadas. No obstante, no observamos diferencias respecto a las células control.

Estos datos indican que la activacion del GLP-1R dan lugar al incremento de
la secrecién de CAs a través de la activacién de una ruta de segundos mensajeros
mediada por AMPc y PKA, sin implicacion aparente de la via EPAC.
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Fig. 4.7. Secrecién de CAs obtenida por amperometria en célula tnica en células cromafines tratadas
con IBMX, H-89 y 8-pCPT. La grafica muestra la secrecién de CAs de células cromafines bovinas
obtenida en ausencia y presencia de Ex-4 (100nM) e incubadas con IBMX (500uM), H89 (50nM) o 8-
pCPT (100uM). Cada barra representa los valores medios de la secrecion de CAs a los 120s desde la
exposicion al secretagogo por células cromafines de un mismo cultivo. Las diferentes condiciones
farmacoldgicas se representan normalizadas frente a sus respectivos controles. El n de células y
espigas de cada condicién aparecen en la tabla 4.3. El test estadistico utilizado fue la prueba U Mann-
Whitney; *p<0,05; **p<0,01.
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Tabla 4.3. Caracteristicas de las espigas secretoras obtenidas en las células cromafines
bovinas tratadas los farmacos IBMX, H-89 y 8pCPT-cAMP.

Imax (PA) Q (pC) t1/2 (ms) m (pA/ms) N n
Control 58,9+ 3,80 1,4+0,1 195+1,9 8,5+0,7 9 467
IBMX + Ex-4 110,7 £ 13,1 ** 2,2+0,3* 16,4+1,5 18,2 £ 2,3 ** 10 1644
% Cambio 87,9 % 57,1% -15,9 % 114,1 %
Imax (PA) Q (pC) t1/2 (ms) m (pA/ms) N n
Control 67,9+10,1 1,4+0,2 175+1,1 8,1+1,1 13 1195
H-89 + Ex-4 52,5+5,65 09+0,1* 141+0,8* 6,9+0,7 14 820
% Cambio -22,7% -35,7% -19,4 % -14,8 %
Imax (PA) Q (pC) t1/2 (ms) m (pA/ms) N n
Control 57,4+9,4 09+0,1 13,6 £0,9 12,3+2,1 13 811
8pCPT-cAMP 63,4+6,1 1,2+0,1 147 +1,0 141+1,8 17 560
% Cambio 10,4 % 33,3% 8,1% 14,6 %

N = nimero de células y n = nimero de espigas utilizadas en el anélisis. Los datos se expresan en las
unidades indicadas entre paréntesis. Cada condicién farmacolédgica fue realizada con células
procedentes de cultivos distintos. El analisis estadistico utilizado (U Mann-Whitney) se realizé a partir
de los datos originales agrupados por células; *p<0,05; **p<0,01.
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4.1.7. Medidas de la capacidad eléctrica de las membranas y las corrientes de Ca%*
no muestran diferencias entre células cromafines tratadas con Ex -4 y células
controles.

Otra forma de comprobar si el incremento en la secrecién de CAs, mediado
por la activacion del GLP-1R, se debe a un aumento en el nUmero de vesiculas
fusionandose con la membrana o a un mayor vaciamiento de cada vesicula, y dado
gue la amperometria permite medir la exocitosis de CAs Unicamente en la region
celular en contacto con el electrodo amperométrico, medimos la capacidad
eléctrica de la membrana celular por medio de patch-clamp en configuracién de
célula completa. La capacidad de la membrana celular es una caracteristica de las
membranas posible gracias a que existe una diferencia de cargas eléctricas aambos
lados de la misma. Si se puede separar una carga, Q, por la aplicacion de un
potencial eléctrico, V, a través de la membrana, ésta se comporta como un
condensador C = Q/V. La capacidad celular es proporcional al drea de la superficie
celular y, junto con la resistencia de la membrana, determina las variaciones en el
potencial de la membrana en respuesta al flujo de corriente a través de los canales
ionicos. Por tanto, midiendo el area de la membrana bajo la estimulacién con pulsos
despolarizantes, se puede determinar el balance entre eventos de
exocitosis/endocitosis.

Para medir la capacidad eléctrica de las membranas, se sometieron las
células a 6 pulsos despolarizantes de 10 ms cada uno y a continuacién, 4 pulsos
despolarizantes de 100 ms cada uno. Observamos que en presencia de Ex-4, la
capacidad celular fue mayor respecto a las células control, sobre todo durante los
pulsos despolarizantes de 100 ms. En el segundo pulso despolarizante de 100ms, la
capacidad registrada es de 85,73 *+ 14,5 fF en células controles y aumenta a 106,1
+ 20,6 fF en las células tratadas con Ex-4. Sin embargo, estas diferencias no son
significativas (fig. 4.8, A).
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Fig. 4.8. Registro de patch-clamp en células cromafines bovinas tratadas con Ex-4. A. Cambio en la
capacidad de la membrana después de la aplicacién de 10 pulsos despolarizantes (6 pulsos de 10 ms
seguidos de 4 pulsos de 100 ms) en presencia y ausencia de Ex-4. B. Cambio en la corriente de Ca?*
usando el mismo protocolo que la figura A (diferencias observadas no significativas). C. Ampliacién
de los 6 primeros pulsos de la grafica mostrada en B. El nimero de muestras usadas en todas las
graficas fueron n=16 células controles y n=11 células incubadas con Ex-4. No existen diferencias
significativas entre las células controles y tratadas con el fadrmaco usando test estadistico de U Mann-
Whitney.

Utilizando el mismo protocolo que el usado para el estudio de la capacidad
celular se midieron también las corrientes de Ca®'. Cuando se aplican pulsos
despolarizantes en la célula se produce la apertura de canales de Ca?* dependientes
de voltaje dejando entrar Ca?*en la célula. Ese idn el principal responsable de la
induccion de la exocitosis.

Se midieron las corrientes de Ca?* en condiciones basales y en células
tratadas con Ex-4 (fig. 4.8, B). Las corrientes de Ca?*en las células tratadas fueron
mayores que en caso de los controles sin llegar a ser significativas las diferencias.
Esto se debe al efecto, ya bien documentado, del AMPc sobre las corrientes de Ca?*
(Cachelin et al., 1983; De Jongh et al, 1996; Szappanos et al., 2018).
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Con estos experimentos de patch-clamp concluimos que el nimero de
vesiculas fusionadas con la membrana plasmatica no es significativamente mayor
en las células tratadas con Ex-4 ya que, midiendo la capacidad eléctrica de la
membrana, no se detecta un aumento la superficie de la misma (fig. 4.8, A). Esto
estd en concordancia con el andlisis de frecuencia de las espigas amperométricas
obtenido en los experimentos de amperometria (fig. 4.5, D).

4.1.8. El aumento de CAs liberadas con el tratamiento con Ex-4 e IBMX se
corresponde con un aumento en la liberacion de CgA.

Con el fin de conocer cdémo es la respuesta secretora, a tiempo real, de las
células cromafines bovinas, se desarrollé6 un sistema que usa una cdmara de
perfusion conectada a un detector amperométrico que registra las CAs liberadas
(Green and Perlman, 1981; Herrera et al., 1985; Borges et al., 1986; Kumakura et
al., 1986). Con estos experimentos de secrecidn a tiempo real se evita el efecto de
una regulacién autocrina y/o paracrina en caso de que existiese, ya que la perfusiéon
hace que se laven continuamente las sustancias secretadas (Gandia et al., 1993).

Para estimular la secrecién de CAs de una poblacién de células cromafines,
sometimos a las células a administraciones repetitivas de DMPP 10 uM de 10 s de
duracion en solucién de Krebs-HEPES con intervalos de lavado de 5 min. En la figura
4.9; A, se muestra un registro representativo de la respuesta secretora de las células
donde se observa que el primer pulso de DMPP causé una secrecién de 242 nA. La
cantidad de CAs liberadas en el segundo pulso fue mayor que en el primer pulso en
la mayoria de los registros y, a continuacion, disminuyd gradualmente. En el caso
de las células tratadas con Ex-4 e IBMX, el tratamiento con dichos farmacos
comenzé a partir del sexto pulso con DMPP y se mantuvo hasta el décimo. La
respuesta secretora en los 5 primeros pulsos con DMPP fue similar a la de los
registros controles debido a que en ambos casos no estaba presente la Ex-4. Sin
embargo, en los pulsos en los que las células estuvieron en contacto con el farmaco,
la cantidad de CAs liberadas incrementé (fig. 4.9; B).

Las muestras eluidas fueron recolectadas durante el protocolo de
estimulacion y se analizaron por medio de dot-blot para cuantificar la cantidad de
CgA de cada fraccion. En la figura 4.9; D se representa una grafica con los valores
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medios de la intensidad de las bandas de dot-blot de cada fraccién observando que
el tratamiento con los farmacos da lugar a un incremento en la cantidad de
cromogranina A (CgA) liberada. La CgA es una proteina de ~80 KDa cuya mayor o
menor liberacion va a depender del tamaio y la longevidad del poro de fusion.

Lo que podemos concluir con estos experimentos de secrecién a tiempo real
y dot-blot es que el aumento de CAs liberadas por las células que fueron incubadas
con el agonista del GLP-1R se corresponde con el aumento de proteinas liberadas,
en concreto, de la CgA.
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Fig. 4.9. El tratamiento con Ex-4 e IBMX produce un incremento de las CAs y las proteinas secretadas
por una poblacidon de células cromafines. A y B. Registros representativos de la secrecién de CAs
producida por la estimulacién con DMPP 10 uM en células cromafines control o tratadas con Ex-4 e
IBMX. Debajo de cada registro aparece la imagen de dot-blot realizado con las muestras eluidas en
cada fraccién marcando en ellas CgA. C. Representacion de la media del drea de cada espiga de los
registros de secrecién online de todas las células controles (n=14) y tratadas con los farmacos (n=10).
Las diferencias entre los 5 primeros pulsos controles y problemas muestran un p=0,27, los 5 pulsos
intermedios muestran un p=0,04* y los Ultimos 5 pulsos un p=0,09. El test estadistico utilizado fue el
t de Student; *p<0,05. D. Representaciéon de la media de la intensidad de bandas del dot blot de
células controles (n=8) y tratadas con los farmacos (n=8). Las diferencias entre los 5 primeros pulsos
controles y problemas muestran un p=0,87, los 5 pulsos intermedios muestran un p=0,003** y los
dltimos 5 pulsos un p=0,19. El test estadistico utilizado fue el t de Student; *p<0,05; **p<0,01.
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4.1.9. El tratamiento con Ex-4 incrementa la liberacion de CgA-EGFP de los
granulos cromafines.

Realizamos microscopia TIRF con el fin de estudiar la exocitosis de granulos
cromafines que contienen CgA-EGFP. Las células fueron estimuladas con DMPP 10
uM durante 3 de los 5 min que se mantuvo en perfusién. Cuando los granulos que
contienen la CgA-EGFP se fusionan con la membrana, el aumento de pH vesicular
da lugar a un incremento de la intensidad de fluorescencia y se mantiene mientras
ocurre la liberacién del contenido del granulo.

Con el fin de sincronizar todos los eventos de exocitosis, cuadramos el
momento de la fusién del granulo al segundo 0. Un analisis secuencial de los
eventos exocitéticos mostraron que, en el caso de las células controles,
aproximadamente la mitad de los eventos representaron exocitosis parciales y la
otra mitad representaron exocitosis completas. Consideramos exocitosis parciales
aquellos eventos en los que, después del incremento de fluorescencia debido a la
fusidn de los granulos con la membrana plasmatica, las vesiculas siguen mostrando
fluorescencia. Esto indica que liberaron parte de su contenido, sin llegar a vaciarse
por completo. Consideramos exocitosis completas aquellas en las que la intensidad
de fluorescencia del granulo, después de fusionarse con la membrana plasmatica,
desaparece por completo. En el caso de las células tratadas con Ex-4, las exocitosis
parciales disminuyeron al 29,4% del total de eventos exocitéticos representando
las exocitosis completas un 70,6%. Sin embargo, en células controles, la proporcion
de ambos tipos de exocitosis es similar (un 52,9% de exocitosis parciales frente a
un 47% de exocitosis completas). El curso temporal de la fluorescencia de una
exocitosis parcial y una exocitosis completa se represento en la fig. 4.10, A.
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Fig. 4.10. Caracteristicas de la exocitosis de CgA-EGFP en células cromafines bovinas examinadas por
TIRFM. A. Ejemplos demostrando que las células cromafines bovinas llevan a cabo dos tipos de
exocitosis de granulos conteniendo CgA-EGFP. Los cuadros superiores muestran la secuencia de una
exocitosis parcial y los inferiores corresponden a una exocitosis completa. Barra de escala =1 um. B
y C. Representacion de la media de la sefial de fluorescencia de los dos tipos de exocitosis mostrados
en A. En el panel B se muestra la media de las exocitosis parciales de las células tratadas con Ex-4 y el
panel C corresponde a la media de las exocitosis completas de las células tratadas. D. De un total de
17 eventos exocitésicos analizados en 10 células controles, el 52,9% de las exocitosis fueron parciales
y el 47% restante fueron completas. En el caso de los 34 eventos exocitdsicos analizados en 15 células
tratadas con Ex-4, el 29,4% fueron parciales y el 70,6% fueron completas. La diferencia en la
proporcion de exocitosis parciales y completas entre células controles y tratadas con Ex-4 muestran
un p valor de 0,0047**. El test estadistico utilizado fue el test binomial; **p<0,01.
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4.2. ESTUDIO DE LA ACUMULACION Y EXOCITOSIS DE CATECOLAMINAS EN
RATONES PNMT-KO, CARENTES DE ADRENALINA.

4.2.1. Las glandulas adrenales de ratones PNMT-KO no contienen adrenalina y
tienen un 50 % mas de noradrenalina.

Los ratones PNMT-KO exhiben caracteristicas fenotipicas similares a los
ratones WT (129x1/Sv]) y no se observan problemas aparentes respecto a su
desarrollo, incluyendo alteraciones de crecimiento o de conducta. No obstante, el
peso de los ratones PNMT-KO a los tres meses de edad es significativamente menor
(30,2 g en WT vs. 25,7 g en PNMT-KO). Asi mismo, son capaces de sobrevivir hasta
edades adultas cumpliendo sin dificultad sus funciones vitales de nutricién, relacion
y reproduccién (Ebert et al., 2004).

Todos los ratones utilizados en este estudio fueron genotipados utilizando
DNA gendmico extraido de cada ratén (ver Anexo lll), con el fin de verificar que los
genotipos eran correctos. A continuacién, se llevd a cabo la homogeneizacion
tisular de médulas adrenales procedentes de ratones WT y PNMT-KO vy las CAs
presentes en dichos lisados se analizaron por medio de HPLC-ED.

En lafigura 4.11 se muestran ejemplos de cromatogramas correspondientes
a lainyeccién de 50 pL de estandares de NA, Ay DHBA a una concentracion de 200
nM cada uno (trazo rojo) y muestras provenientes de ratones WT (trazo gris) y de
ratones PNMT-KO (trazo negro) (fig. 4.11, A).

La falta de la enzima PNMT funcional produce la ausencia de A en la glandula
adrenal. La consecuencia en el almacenamiento de CAs es el incremento de dos
veces el contenido de NA (fig. 4.11, C). No obstante, este incremento en NA no
compensa la falta de A, siendo el total de CAs en la médula adrenal de ratones
PNMT-KO ~30% menor que los WT (fig. 4.11, B).
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Fig. 4.11. Contenido de CAs en la médula adrenal. A. Cromatograma representativo de HPLC-ED
mostrando trazos ejemplo de la deteccién de NA, A y DHBA en un estandar (trazo rojo) y las CAs
contenidas en las glandulas adrenales de los animales WT (trazo gris) y PNMT-KO (trazo negro). B.
Grafico que muestra el contenido total de CAs en nmol/glandula de WT (n=13, columna blanca) y
PNMT-KO (n=13, columna negra). Los datos se muestran como las medias + SEM. *p<0,05 (test t
Student). C. Cuantificaciéon de Ay NA por separado en ratones WTy PNMT-KO. Los datos se muestran
como las medias + SEM. **p<0,01 (test t Student con la correccién de Welch).

4.2.2. Regulacion homeostatica de la glucosa en ratones PNMT-KO.

La A es una de las principales hormonas contra-reguladoras de la insulina.
En individuos PNMT-KO, uno de los efectos de la ausencia de A deberia ser la
alteracion en el control de la glucemia incrementada en condiciones de estrés, tales
como la hipoglucemia. Con el fin de comprobar tal efecto, se realizé un test de
tolerancia a la insulina midiendo la glucosa en sangre a diferentes tiempos tras una
inyeccion de 2 Ul/Kg de insulina intraperitoneal.

Las medidas de sangre a tiempo 0 muestran que los ratones PNMT-KO
tienen una glucemia basal en condiciones de ayuno significativamente mayor que
los individuos WT (70,4 en WT vs. 91,9 en PNMT-KO) (Todos los valores de glucemia
expresados en mg/dL). Sin ayuno, la glucemia en ratones WT es mas alta que en
condiciones de ayuno (121,7 sin ayuno vs. 70,4 en ayuno), sin embargo, esas
diferencias en la glucemia entre ayuno y no ayuno no son significativas en el caso
de los ratones PNMT-KO (103,4 sin ayuno vs. 91,9 en ayuno) (fig. 4.12, A). Estos
resultados indican que la regulacion de la glucosa en ratones WT y PNMT-KO es
diferente.
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Fig. 4.12. Efecto de la ausencia de adrenalina en la respuesta a la hipoglucemia. A. Concentracion de
glucosa en sangre de ratones WT y PNMT-KO sometidos a ayuno y sin ayuno (n=25 WT con ayuno,
n=33 WT sin ayuno, n=28 PNMT-KO con ayuno y n=32 PNMT-KO sin ayuno). Los datos se muestran
como las medias = SEM. *p<0,05; **p<0,01 (test t Student). B. Test de tolerancia a la insulina en
individuos WT y PNMT-KO. La administracion de 2 Ul/Kg de insulina se representa con una flecha
negra. Los circulos blancos unidos por la linea discontinua se corresponden con los valores medios de
glucosa en sangre de ratones WT y los puntos negros unidos con linea continua son las medidas de
los PNMT-KO (n=18 WT; n=18 PNMT-KO). C. y D. Curso temporal del contenido de catecolaminas de
la adrenal después de la administracion de 2 Ul/Kg de insulina (sefialado con una flecha negra) en
ratones WT (panel C; La A se representa con puntos blancos unidos por una linea discontinua y la NA
se representa con puntos negros unidos por una linea discontinua) y PNMT-KO (panel D; La NA de los
individuos PNMT-KO se representa con puntos negros unidos por una linea continua). Las CAs fueron
medidas por medio de HPLC-ED a partir del lisado de glandulas adrenales de los ratones sacrificados
al final del experimento ((n=18 WT; n=18 PNMT-KO). Los datos se muestran como las medias + SEM.
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La inyeccidn intraperitoneal de 2 Ul/Kg de insulina causd la disminucion de
la glucemia tanto en ratones WT y PNMT-KO. Transcurridas 2 h, la glucemia
desciende a 13 en WT y a 17,9 en PNMT-KO. Después de 7 h. tras la inyeccidn de
insulina, la glucemia alcanza niveles cercanos a los basales, 60 en WT y 85,7 en
PNMT-KO (Todos los valores de glucemia expresados en mg/dL) (fig. 4.12, B).

Sabemos que la hipoglucemia desencadenada por la insulina activa el
sistema simpatoadrenal a través del nervio esplacnico, resultando en una liberacién
de CAs. En condiciones fisioldgicas, la respuesta de la adrenal es principalmente la
liberacion de A (Yoshimatsu et al., 1987; Borg et al., 1994). Nos preguntamos si los
ratones PNMT-KO son capaces de liberar NA bajo esas condiciones.

Para intentar responder a esta pregunta se inyectd 2 Ul/kg de insulina
intraperitonealmente a ratones WT y PNMT-KO vy, transcurridas 1, 1,5, 2, 3y 7
horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. A continuacion, se
extrajerony lisaron sus glandulas adrenales con el fin de medir el contenido de CAs
por HPLC-ED.

En ratones WT, la insulina produce la secrecién de A resultando en una
fuerte disminucién del contenido de esta CA en la adrenal. Por el contrario, se
observa una menor reduccion del contenido de NA (fig. 4.12, C). Sin embargo, en
los individuos que carecen de A, las adrenales liberan en su lugar NA, resultando en
una reduccion significativa de esta CA durante 2 h después de la administracion de
insulina (fig. 4.12, D). Como se comento anteriormente, la respuesta de la adrenal
a la hipoglucemia estd mediada por la activacidn selectiva del nervio esplacnico,
principalmente en las células adrenales, estos resultados indican que la NA es
acumulada y liberada por células adrenérgicas.
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4.2.3. La liberacion de CAs es menor en las células cromafines de los ratones
PNMT-KO.

Se llevaron a cabo experimentos de amperometria en célula Unica con
células procedentes de ratones PNMT-KO, y sus correspondientes controles, con el
fin de estudiar la secrecidn y los pardmetros de la cinética de exocitosis de CAs. Se
usaron dos tipos de secretagogos: ACh, neurotransmisor natural liberado por el
nervio esplacnico que actua sobre receptores nicotinicos y muscarinicos y el BaCl,,
el cudl promueve exocitosis de forma independiente de receptores.

En el panel A de la figura 4.13 se muestra el curso temporal tipico de
secrecién evocada por BaCly, el cudl da lugar a una respuesta secretora prolongada
en el tiempo y con baja frecuencia de espigas. Esto lo hace un secretagogo idéneo
para cuantificar los parametros de la cinética de exocitosis y el tamafo cuantal, es
decir, la cantidad de CAs liberadas por vesicula. El panel B de la figura 4.13
representa un registro amperométrico tipico obtenido con la estimulacidon con ACh.
La unién de la ACh a sus receptores desencadena la exocitosis de CAs
inmediatamente después de la aplicacidon del secretagogo. Aproximadamente 1
min después de la aplicacion de la ACh, la respuesta secretora se reduce
fuertemente como consecuencia de la desensibilizacidn de los receptores, es decir,
la célula deja de responder a la accién del ligando como método de protegerse
frente a una estimulacién excesiva o prolongada.

La frecuencia de eventos exocitdticos en el caso de los ratones PNMT-KO es
menor que la de los individuos WT, tanto cuando se usa el BaCl, como secretagogo
como cuando se usa la ACh (fig. 4.13, Cy D).

Cuando usamos BaCl, para estimular la exocitosis, observamos que la
secrecion total de CAs, cuantificada por la integracién de las espigas
amperomeétricas, se reduce un =~45% en el caso de las células cromafines
procedentes de ratones PNMT-KO, siendo esta disminucidn significativa. Al utilizar
ACh como secretagogo, la disminucion de la secrecién de CAs no llega a ser
significativa, siendo un =23% menor en células cromafines de individuos PNMT-KO.
(fig. 4.13, E).
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En la tabla 4.4 se muestran los parametros cinéticos de las espigas
amperomeétricas obtenidas en en las células cromafines de individuos WTy PNMT-
KO. Observamos que, usando BaCl, como secretagogo, la altura de las espigas (Imax)
y su carga (Q) se reducen en la condiciéon PNMT-KO (tabla 4.4). Estas diferencias en
los pardmetros cinéticos no se observan cuando se utiliza la ACh para estimular la
exocitosis. No obstante, haciendo una relacidon entre los pardmetros cinéticos
comentados, Imaxy Q, se obtienen diferencias significativas entre individuos WT y
PNMT-KO, bajo la estimulacién con ambos tipos de secretagogos. Es decir, si
representamos graficamente los valores de Imax, €n el eje de ordenadas, y de Q, en
el de abscisas, vemos que a medida que incrementa la altura de las espigas,
incrementa su carga (fig. 4.14). No obstante, a un mismo valor de carga, las espigas
procedentes de células PNMT-KO tienen valores mayores de Imax, indicando que las
espigas son mas altas y, por tanto, mas rdpidas. Todo ello indica que existen
diferencias en la cinética de liberacion de CAs entre las células cromafines de
ratones WT y PNMT-KO.

Teniendo en cuenta que la diferencia que hay entre las células cromafines
aisladas de ratones WT y PNMT-KO, es que las adrenérgicas procedentes de los
PNMT-KO acumulan NA, en vez de A, podemos pensar que la afinidad de la matriz
vesicular de las células adrenérgicas por la NA, es distinta a la afinidad que tiene
por la A. Es por esto que se observan esas diferencias en la cinética de liberacién de
las CAs entre ambos fenotipos.

- 106 -



Resultados

A Estimulo con Ba®* B Estimulo con ACh
Ba>*
50 pA J-*’ 50 pC 50 pC
Hl e
50s
8- —WT —WT
— PNMT-KO — PNMT-KO

Frecuencia (Hz)
S
1
Frecuencia (Hz)

i

50s

1501 CJWT mm PNMTKO

100 -
*

50 i

0-

> v o
P

Secrecion (%)

Fig. 4.13. Disminucién en la secrecidon de CAs en células cromafines de ratones PNMT-KO. A y B.
Registros amperométricos tipicos en el que cada espiga (representadas en rojo) corresponden a las
CAs liberadas de una Unica vesicula. La secrecién acumulada se representa con el trazo en negro. La
exocitosis es provocada aplicando un pulso de 5 s con BaCl, (5 mM) en el caso del panel Ay con ACh
(10 uM) en el caso del panel B. Ambos registros pertenecen a individuos WT. C y D. Analisis
amperométricos de la frecuencia de eventos exocitéticos en ratones WT (trazo rojo) y PNMT-KO
(trazo negro). El panel C corresponde a los registros en los que se usé BaCl, como secretagogo vy el
panel D a aquellos en los que se usé ACh. Registros ajustados a una funciéon sigmoide. E. Secrecién
normalizada de CAs medida en los registros amperométricos (media = SEM), a los 120 s después de
la exposicion al secretagogo, comparando células de ratones WT con células de ratones PNMT-KO y
comparando la respuesta frente a dos tipos de secretagogos (BaCl, y ACh). La cantidad de células y

espigas utilizadas de cada condicién se muestra en la tabla 4.4. El test estadistico utilizado fue la
prueba U Mann-Whitney; *p<0,05.
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Fig. 4.14. Efectos del BaCl,y la ACh en la relacién entre la amplitud de las espigas secretoras y el
tamanfio cuantal de ratones PNMT-KO y WT. A. Se utilizé como secretagogo BaCl,. Todas las espigas
(2566 de ratones WT y 1822 de ratones PNMT-KO) se agruparon independientemente en 20
intervalos de carga en incremento conteniendo el mismo nimero de espigas cada uno. Las espigas
se dividieron en WT y KO y se analizaron su Imax. B. Se usé ACh para inducir la secrecién. Las espigas
(1915 de ratones WTy 911 de ratones PNMT-KO) se agruparon en 14 intervalos de incrementos de
carga con el mismo nimero de espigas cada uno. Test de U de Mann-Whitney con la correccion de

Bonferroni; *p<0,005; **p<0,001.
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Tabla 4.4. Caracteristicas de las espigas secretoras obtenidas en las células cromafines de
ratones WT y PNMT-KO estimuladas con dos tipos de secretagogos.

Imax (PA) Q (pC) t1/2 (ms) m (pA/ms) N n
Control/BaCl, 51,2+5,2 0,8+0,1 12,5+1,0 15,4+2,0 16 2566
PNMT-KO/BaCl, 40,2 +3,7 0,5+0,1* 10,8+0,8 12,8+1,7 17 1822
% Cambio -21,4 % -29,5% -13,6 % -17,0 %
Imax (PA) Q (pC) t1/2 (ms) m (pA/ms) N n
Control/ACh 53,6 £5,8 0,5+0,1 7,5+0,4 18,3+2,0 15 1915
PNMT-KO/ACh 58,0+6,3 0,5+0,1 6,9+0,1 18,9+2,5 15 911
% Cambio 8,3% -0,8 % -1,5% 3,3%

N = nimero de células y n = nimero de espigas utilizados en el analisis. Los datos se expresan en las

unidades indicadas entre paréntesis. Los valores mostrados cuando se usa BaCl, como secretagogo

provienen de células del mismo cultivo y de un experimento de amperometria realizado el mismo dia.

Este experimento se realizd por duplicado a partir de dos cultivos distintos obteniendo datos

similares. Los datos mostrados cuando se usa la ACh como secretagogo provienen de células del

mismo cultivo y de un experimento de amperometria realizado el mismo dia. Este experimento se

realizo por triplicado a partir de dos cultivos distintos obteniendo datos similares. El test estadistico

utilizado (U Mann-Whitney) se realizé a partir de los datos originales agrupados por células; *p<0,05.
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5. DISCUSION.

En esta Tesis doctoral, hemos descubierto un mecanismo hasta ahora
desconocido por el cual la célula cromafin es capaz de modular la cantidad de
neurotransmisores que libera en respuesta a la activacion del receptor GLP-1. La
forma en la que modula la liberacién de los neurotransmisores parece ser una
mayor expansion del poro de fusidén o bien a una modificacién de la agregacion de
la matriz vesicular durante la exocitosis. Este proceso cursa una ruta clasica de
segundos mensajeros mediada por el AMPc.

Por otro lado, estamos mds cerca de responder una pregunta que suscita
curiosidad a los fisidlogos desde hace mucho tiempo: ¢las células adrenérgicas lo
son porque tienen adrenalina o son asi a pesar de la CA que acumula? El uso de
ratones PNMT-KO nos ha permitido demostrar que, a pesar de no tener A, siguen
teniendo células adrenérgicas que acumulan y liberan NA. La reduccidén del tamafio
cuantico de liberacion de CAs en células procedentes de estos ratones indica que la
matriz de una célula adrenérgica no es capaz de retener NA con la misma afinidad
con la que retiene A. Existe, por tanto, una fuerte especializacion de las vesiculas
secretoras con respecto al tipo de CA que acumula.

5.1. ESTUDIO DEL GLP-1R EN CELULAS CROMAFINES.
5.1.1. ¢El receptor de GLP-1 se expresa en células cromafines?

Nos planteamos la posibilidad de que GLP-1R pueda expresarse en las
células cromafines. Ha sido descrita la presencia de varios receptores
metabotropicos en las células cromafines, tales como los receptores de adenosina
(Chernetal., 1988), los receptores de histamina (Marley et al., 1991), los receptores
GABA (Oset-Gasque et al., 1993) o los receptores PACAP (Przywara et al., 1996).
Todos ellos tienen en comun la capacidad de modificar la secrecidén cudntica de las
CAs por medio de la regulacion de segundos mensajeros intracelulares. Algunos de
estos receptores también se expresan en las células B-pancreaticas estando
implicados, en este caso, en la regulacion de la liberacion de insulina. Uno de estos
receptores, que interviene en la regulacién de la secrecién de insulina, es el GLP-
1R, el cual, ademas, ha sido descrito en células PC12 (Perry et al., 2002). Estas
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células de feocromocitoma de rata se originaron a partir de células cromafines y
todavia comparten muchas caracteristicas en comun con ellas (Greene and Tischler,
1976). Es debido a este parentesco entre las células PC12 y las cromafines por lo
gue en esta tesis nos planteamos que el GLP-1R pueda expresarse en las células
cromafines.

Para confirmarlo, hemos llevado a cabo experimentos de PCR a partir de
muestras de cDNA procedentes del RNA total de células cromafines bovinas. Dichos
experimentos han puesto de manifiesto que estas células expresan el receptor GLP-
1 (fig. 4.1). También quisimos comprobar dénde se localiza el receptor en la célula.
Con técnicas inmunocitoquimicas comprobamos que estd ubicado en la membrana
plasmdtica, como es de esperar para un receptor. Sin embargo, también aparece
ampliamente distribuido en el citoplasma de la célula, probablemente en el interior
de algun compartimento celular (fig. 4.2). ¢Cudl puede ser el motivo por el que el
receptor, cuya funcién se lleva a cabo en la membrana plasmatica, estd presente
en el citoplasma? Varias posibilidades podrian dar explicacion a esta observacion.
Puede tratarse de un mecanismo de reciclaje del receptor, de internalizacion
debido a la unién de su ligando o es posible que el receptor se mantenga en
compartimentos celulares preparados para dirigirse a la membrana plasmatica en
respuesta determinados estimulos, como por ejemplo situaciones de estrés
cronico, diabetes o ejercicio intenso. El grupo de Alessandro Bisello estudié la
localizacion del GLP-1R en células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) y MIN6
(Mouse Insulinoma-6) transfectadas con pldasmidos que portan la secuencia del
receptor asociada a EGFP (Syme et al., 2006). Observaron que se localiza en
membrana plasmaticay en compartimentos intracelulares asociados con caveolina-
1, necesaria para la internalizacién y el reciclaje del receptor tras la estimulacion
con su agonista. En el 2009 se publicd otro articulo acerca de la localizacién del GLP-
1R marcado con EGFP en células CHO (Chinese Hamster Ovary). Detectaron el
receptor principalmente en el citoplasma celular, siendo su concentracion en la
membrana plasmatica mas baja. Propusieron que el GLP-1R que aparece en
membrana plasmatica es la forma activa y glucosilada del receptor preparado para
unirse a su agonista. El GLP-1R que aparece en citoplasma es receptor no
glucosilado (Bavec and Licar, 2009).
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A continuacién, tratamos células cromafines con Ex-4 con el fin de activar el
GLP-1R. Se ha descrito la capacidad de este farmaco para actuar como agonista del
receptor (Goke et al., 1993) y, ademas, muestra ventajas respecto al agonista
fisiolégico del mismo, el GLP-1, debido a su mayor vida media en plasma (Greig et
al., 1999). Como se comentdé anteriormente, la activacion de determinados
receptores metabotropicos en las células cromafines, tales como los receptores de
adenosina, los GABA o los PACAP, potencian la secrecién de CAs a través del
aumento de AMPc. Esto lo hacen activando canales de Ca?* (Morita et al., 1987;
Doupnik and Pun, 1992; Artalejo et al., 1990; Parramén et al., 1995), bloqueando
canales de K* (Garber et al., 1990), alterando la organizacién del citoesqueleto
(Perrin et al., 1992), modificando el pH vesicular (Camacho et al.,, 2006) o
interaccionando con componentes de la maquinaria exocitdsica (Risinger and
Bennett, 1999; Chheda et al., 2001; Hepp et al., 2002; Nagy et al., 2004; Gao et al.,
2015). Es posible que la activacion del GLP-1R con Ex-4, como ocurre con los
receptores metabotrépicos comentados, dé lugar a un incremento en las
concentraciones intracelulares de AMPc aumentando la cantidad de CAs liberadas.
Medidas realizadas con HPLC-ED demuestran que ocurre un aumento en el
contenido de CAs de las células tratadas con agonistas del GLP-1R.

Si hay mayor contenido de CAs, seria logico pensar que se debe a un
aumento en la sintesis de las mismas. Sabemos que la actividad de la enzima
tirosina hidroxilasa (TH) es el paso limitante en la ruta de sintesis de CAs (Levitt et
al., 1965) por lo que, para comprobar si la activacion del GLP-1R potencia la sintesis
de las mismas, realizamos medidas de la TH por medio de WB. En caso de que
hubiera un incremento en la sintesis de la TH inducida por el receptor, podriamos
afirmar que su activacion potencia la sintesis de CAs. Los resultados de WB revelan
un incremento en la cantidad de TH cuanto mayor es el tiempo de incubacién con
el agonista del receptor (fig. 4.3, C y D). Por otro lado, transfecciones de células
PC12 con plasmidos que portan la secuencia de la TH asociada a un gen reportero
muestran que la activacion del GLP-1R produce un aumento en la expresion de la
TH (fig. 4.4).

Al menos dos mecanismos podrian explicar el motivo por el que la activacién
del GLP-1R da lugar al aumento de la TH. Por un lado, ha sido demostrado que el
gen de la TH porta secuencias que se ven activadas por accion del AMPc (Harrington
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et al., 1987; Fader and Lewis, 1990), incrementando su expresién por la accién del
receptor. Por otro lado, el AMPc, a través de PKA, puede incrementar directamente
la actividad de la TH por medio de la fosforilacidon de su residuo ser40 (Joh et al.,
1978; Kim et al., 1993). En nuestro caso, solo hemos observado un incremento en
la expresién del gen de la TH, no obstante, es posible que también esté ocurriendo
un incremento de su actividad por medio de su fosforilacién.

Es importante destacar que 1 hora de incubacién con agonistas del GLP-1R
no es suficiente para que ocurra mayor sintesis de CAs, segin muestran las medidas
realizadas con HPLC-ED. El incremento de la sintesis de CAs requiere la potenciacion
de la expresién del gen de la TH, que sea transcrita la proteina TH y que las CAs
formadas se acumulen en el interior de las vesiculas. Es necesaria mas de 1 hora
para producir un incremento significativo en el contenido neto de CAs en el interior
de las vesiculas (Machado et al.,, 2001). A pesar de ello, los experimentos de
amperometria revelan un aumento de las CAs liberadas tras apenas 20 minutos de
incubacién. Por tanto, el incremento de CAs liberadas no puede deberse solo a la
potenciacion de su sintesis, sino que debe haber otro mecanismo mediando dicha
respuesta.

5.1.2. {Qué via de segundos mensajeros se pone en marcha tras la activacién del
GLP-1R en las células cromafines?

En el presente trabajo hemos empleado la amperometria en célula Unica en
combinacidn con tratamientos farmacoldgicos para comprobar la via de segundos
mensajeros que tiene lugar tras la estimulacién de GLP-1R en células cromafines.
Parece claro que, tratandose de un receptor acoplado a proteina G, la unién de su
agonista producird unincremento de AMPc a través de AC. Han sido descritas varias
cascadas de sefializacion intracelular activadas por AMPc. Por un lado, el AMPc
podria activar la via de la PKA (Alvarez et al., 1997; Morita et al., 1987). En células
cromafines también se ha descrito otra via mediada por el AMPc, independiente de
PKA, que requiere la activacién de proteinas quinasas activadas por mitdégenos
(MAPK) (Emery and Eiden, 2012). En el caso de las células B-pancreaticas, el AMPc
producido a partir de la activacién de GLP-1R, puede interaccionar con PKA
(Gromada et al., 1995) o con EPAC (Renstrom et al., 1997) (fig. 1.9).
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Hemos incubado células cromafines con agonistas del GLP-1R, en presencia
de inhibidores especificos de fosfodiesterasas que degradan el AMPc -el IBMX-.
Estudios previos demostraron que el tratamiento con IBMX no causa ningun efecto
en la modulacién de la secrecion de CAs en células cromafines (Machado et al.
2001) pero en nuestros experimentos, combinando este tratamiento con Ex-4,
incrementa 3 veces la secrecién de CAs. Confirmamos, como ya habian hecho
estudios previos, que el AMPc es clave en el efecto mediado por el receptor. Por
otro lado, cuando se activa el GLP-1R en presencia de inhibidores de PKA -el H-89-,
la secrecion de CAs se reduce a la mitad respecto a las células control (fig. 4.7). Si el
aumento de la liberacion de CAs al activar el GLP-1R no dependiera de la via PKA, la
incubacién con H-89, en presencia de Ex-4, no deberia afectar dicho incremento.
Demostramos que la estimulacién del GLP-1R potencia la exocitosis de CAs por
medio de la activacién de la PKA.

Ademas, activando la ruta EPAC con andlogos de AMPc selectivos para EPAC
-el 8-pCPT-, no observamos diferencias en la secrecion de CAs (fig. 4.7). Se ha
descrito la presencia de EPAC en tejido adrenal (Kawasaki et al., 1998) y como la
activacion de esta via, por medio de la estimulacién de receptores PACAP o por
medio del 8-pCPT, activa ciertos grupos de proteinas Rapl en células cromafines
(Emery et al., 2013). Sin embargo, hasta ahora no habia sido estudiada su
implicacion en la secrecion de CAs en células cromafines. Bajo nuestras condiciones
experimentales, la via de sefializacion mediada por EPAC no es activada en estas
células estimulando la exocitosis de CAs (fig. 5. 1).

Réstrom y colaboradores propusieron en 1997 que la secrecién de insulina
en las células B-pancredticas podia ocurrir por un mecanismo independiente de PKA
(Réstrom et al., 1997). Fue Kashima y colaboradores quienes demostraron que ese
mecanismo independiente de PKA potenciando la secrecién de insulina era la via
EPAC. La afinidad del AMPc es muy distinta con PKA y con EPAC, siendo la K4 de
~100 nM y =10 uM, respectivamente (Kashima et al., 2001). Esto supone que
cantidades muy bajas de AMPc es suficiente para activar la PKA y, sin embargo, es
necesaria mayores concentraciones de AMPc para activar EPAC, al menos en células
B-pancredticas. Es posible que, en nuestros experimentos, la concentracién de
AMPc fuera muy baja cuando activamos EPAC Yy, por tanto, no fuera suficiente para
estimular dicha via. Si activdramos el GLP-1R por medio de Ex-4 o utilizdramos
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IBMX, conseguiriamos aumentar los niveles de AMPc y no descartamos que, bajo
esas condiciones experimentales, viéramos activacion de EPAC.

Otro trabajo publicado por Islam y colaboradores puso de manifiesto que la
via EPAC era capaz de estimular la sintesis pero no la liberacidn de glucagén y GLP-
1 en las lineas celulares endocrinas InR1-G9 (células a-pancreaticas aisladas de
hamster) y GLUTag (células L-intestinales productoras de glucagdn aisladas de
ratén). Por el contrario, la activacidon de PKA incrementd tanto la sintesis como la
secrecion de esas hormonas peptidicas (Islam et al., 2009). En esta tesis, no hemos
estudiado la implicacion de la PKA o EPAC en la sintesis de CAs en las células
cromafines, pero parece ocurrir lo mismo que en las células InR1-G9 y GLUTag con
respecto a la secrecién. La PKA interviene en la liberacion de las CAs, no habiendo
mediacidn aparente de la via EPAC en este proceso.
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Figura 5.1. Modelo de la ruta intracelular que ocurre tras la activacion del receptor GLP-1. 1, la unién
de Ex-4 al GLP-1R produce el incremento de AMPc mediado por la AC. 2, AMPc es degradado a 5'-
AMP por la accion de las fosfodiesterasas (PDE). 3, AMPc puede actuar incrementando la expresion
del gen de la TH por medio de la activacién de los elementos CREB presentes en la region promotora
del mismo. 4, dicho aumento de la expresion del gen de la TH induce la potenciacién de la sintesis de
CAs, lo cual se hace evidente tras 24 horas de tratamiento con Ex-4. 5, AMPc también activa la via
PKA, pero no muestra variaciones en la activacién de la via EPAC en estas células. 6, PKA aumenta el
tamafio cuantico de liberacion de CAs (Q) por medio de su interaccidon con la maquinaria exocitética.
Esto Ultimo ocurre en un periodo de tiempo inferior a 1 hora.
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5.1.3. La activacion de GLP-1R modifica el tamafio cudntico de la liberacion de
catecolaminas.

La activacion de GLP-1R en células cromafines no solo incrementa la sintesis
y la liberacién de CAs, sino que también modifica la cinética de la exocitosis.

Los experimentos de amperometria en célula Unica nos permiten obtener
datos acerca de los pardmetros cinéticos de los eventos individuales de la
exocitosis. El andlisis de la liberacién de CAs de cada vesicula (Q) muestra que
ocurre un incremento en el tamafio cuantico de liberacién de las mismas cuando se
incuban durante 20 min con agonistas del GLP-1R. También se produce un
incremento de la corriente maxima de las espigas amperométricas (/max) Y UNa
disminucidn del tiempo que tarda en alcanzar la mitad de su amplitud maxima (t1/2)
(tabla 4.1). Esto indica que las espigas tienen una tendencia a ser mas rapidas en
las células en las que se activa el receptor, aunque las diferencias en el t12 no llegan
a ser significativas.

El incremento de secrecién de CAs que hemos registrado (fig. 4.5, C) podria
ser explicado por varios mecanismos: un aumento del numero de vesiculas
reclutadas para ser liberadas, un mayor rellenado de las vesiculas antes de ser
liberadas, una variacion de la estabilidad de la matriz vesicular o un mayor vaciado
de las CAs liberadas por cada vesicula cuando se fusiona con la membrana
plasmatica. Analizando la frecuencia de exocitosis en los experimentos de
amperometria, revela que el nimero de vesiculas que se fusionan con la membrana
plasmatica es similar en células incubadas con agonistas del GLP-1R y en células
controles. Ademas, las medidas de capacidad de las membranas celulares por
medio de patch-clamp no revelan cambios significativos en las células en las que se
activa el GLP-1R (fig. 4.8, A), indicando que no hay un mayor niumero de vesiculas
llevando a cabo la exocitosis.

La ruta de segundos mensajeros activada tras la incubacién de las células
cromafines con agonistas del GLP-1R podria incrementar la cantidad de CAs dentro
de las vesiculas secretoras antes de ser liberadas. Esto explicaria tanto el aumento
de la secrecion total de CAs como el incremento en el tamafio cuantico medidos
por amperometria (tabla 4.1). No obstante, si la explicacidon de ese incremento, que
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ocurre después de 20 minutos de incubacion con agonistas del GLP-1R, fuera la
mayor cantidad de CAs contenidas en las vesiculas, 1 hora de incubacion también
deberia mostrar un incremento de las mismas y no es asi, como indican los
resultados de HPLC (fig. 4.3).

Otra posibilidad que podria explicar una mayor liberacién de CAs mediada
por la activacion del GLP-1R seria una variacién de la agregaciéon de la matriz
vesicular. Esa variacién podria ser debida a un cambio del pH vesicular. Se ha
propuesto que ciertas rutas de segundos mensajeros implicadas en la modulacion
de la cinética de exocitosis podrian actuar sobre el pH de las vesiculas. Es posible
gue las proteinas quinasas sean capaces de fosforilar la subunidad V1 de la V-ATPasa
(Camacho et al., 2006). Este complejo es uno de los principales responsables del
mantenimiento del gradiente de pH en las vesiculas. Si dicho gradiente es afectado,
la capacidad de retencién de CAs por la matriz vesicular serd menor. Esta menor
retencién podria permitir la salida de mayor cantidad de CAs durante la exocitosis.
No obstante, varias publicaciones demuestran que la variacién del pH vesicular
produce una disminucién del tamafio cuantal, no un incremento del mismo (Hong,
2001; Mundorf et al., 1999; Machado et al., 2001; Camacho et al., 2006). Esto se
explica porque los neurotransmisores son desplazados al citosol antes de que
ocurra la exocitosis (Camacho et al., 2006). No obstante, un cambio en la matriz
vesicular durante el proceso de fusidén de la vesicula con la membrana plasmatica
podria dar lugar a un mayor vaciamiento de CAs de cada vesicula durante la
exocitosis. Esto seria consistente con datos publicados por Gong y colaboradores
en el 2007, donde demuestran que el cociente de liberacién de CAs a través del
poro de fusidn estd acoplado a la entrada de iones Na* a través del mismo. Esta
entrada de Na* podria dar lugar a la disociacién de Ca?* de la matriz de los granulos
permitiendo la liberacién de CAs asociadas a la misma (Gong et al., 2007).

Nuestros ensayos de secreciéon a tiempo real con poblaciones de células
cromafines estimuladas con DMPP, muestran que la potenciacién de la secrecién
de CAs cuando se activa el GLP-1R, estd acompanada del incremento en la secrecién
de CgA (fig. 4.9). Ademas, los experimentos de microscopia TIRF con células
cromafines transfectadas con CgA-EGFP mostraron que la incubacién con agonistas
del receptor de GLP-1 daba lugar a un incremento en la liberacién de dicha proteina
(fig. 4.10). La EGFP nos permite visualizar las vesiculas que contienen el constructo
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CgA-EGFP y, ademas, nos permite detectar fendmenos de exocitosis. Cuando
ocurre la fusion de la vesicula con la membrana plasmatica, el cambio de pH de la
vesicula da lugar al aumento de la intensidad de fluorescencia de la EGFP. De esta
forma, si la vesicula libera toda la CgA-EGFP contenida, la fluorescencia después del
evento de fusion desaparece. Por el contrario, si conserva parte del constructo tras
la exocitosis, se mantiene la fluorescencia. Por tanto, esta técnica permite distinguir
entre exocitosis parcial o completa (Dominguez et al., 2014). La activacién del GLP-
1R da lugar a un incremento del nimero de exocitosis completas respecto a las que
ocurren cuando no se activa el receptor.

En el 2004, el grupo de Wolfhard Almers publicé un articulo donde
proponen que, durante la exocitosis, tanto las CAs como las proteinas de pequefio
peso molecular, tales como el neuropéptido Y asociado a EGFP (NPY-EGFP), se
liberan en pequefias fracciones de segundos. Sin embargo, proteinas de mayor peso
molecular como el activador tisular del plasmindgeno asociado a EGFP (tPA-EGFP),
permanecen en los granulos durante minutos, mientras se mantiene el poro de
fusién abierto (Perrais et al., 2004). Estas observaciones las llevaron a cabo por
medio de TIRFM y concluyen que ciertas proteinas pueden ser selectivamente
retenidas en el interior de los granulos por medio de su agregacién a la matriz
vesicular o bien, por un mecanismo de re-sellado de las vesiculas antes de liberar la
totalidad de su contenido. En nuestros experimentos, hemos utilizado una proteina
de mayor peso molecular comparada con el NPY-EGFP y el tPA-EGFP. CgA-EGFP
tiene #100 kDa frente al NPY-EGFP, cuyo peso molecular es 34-42 kDa y el tPA, que
es 97 kDa. El didmetro del poro de fusion determina la cantidad y el tipo de
moléculas que son liberadas por lo que si el poro es estrecho resultard mas dificil
gue salga la CgA-EGFP en comparacion con una proteina pequeiia como el NPY-
EGFP. Por el contrario, poros de fusién mas dilatados facilitaran la salida de
proteinas grandes. Es posible que el incremento de la liberacidon de CAs y CgA que
hemos detectado cuando activamos el GLP-1R se deba a una mayor expansioén del
poro de fusidon o bien a una modificacion de la agregacién de la matriz vesicular
durante la exocitosis (fig. 5.2).
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Figura 5.2. Modelo de los cambios en la cinética de la exocitosis en una célula cromafin incubada con
100 nM de Ex-4 respecto a una célula control sin tratar. La activacién del GLP-1R por medio de la Ex-
4 produce un incremento de las CAs liberadas. Las espigas representadas son las medias obtenidas
de cada condicion respetando las escalas reales de Imax en pA.

Se conocen varios mecanismos que regulan el tamano cudntico de
neurotransmisores en células cromafines. Dichos mecanismos incluyen cambios en
el pH vesicular (Camacho et al., 2006); regulacion de los sistemas de captacién de
neurotransmisores (Kozminski et al., 1998; Pothos et al., 2000); cambios en la
matriz vesicular, ya sea modificando el pH (Jankowski et al., 1994), eliminando las
cromograninas (Montesinos et al, 2008; Diaz-Vera et al., 2010, 2012) o variando la
cantidad de ATP (Estévez-Herrera, 2016); o la accién de segundos mensajeros
intracelulares, tales como el GMPc o el AMPc (O'Sullivan and Burgoyne, 1990;
Machado et al., 2000). Sin embargo, hasta ahora era desconocido el papel que
tienen los segundos mensajeros, activados a través del GLP-1R en células
cromafines, modificando la cinética de exocitosis e incrementando la cantidad de
neurotransmisores liberados por las vesiculas secretoras.
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Recientemente, el grupo de Ronald Holz publicé un articulo en el que
demostraron que la CgA es capaz de controlar la expansion del poro de fusién.
Llevaron a cabo microscopia TIRF con células cromafines transfectadas con CgA-
EGFP y observaron que la CgA estabiliza la curvatura del poro de fusidn, haciendo
gue su expansion sea mas lenta y evitando que la membrana de la vesicula colapse
por completo con la membrana plasmatica (Abbineni et al., 2018). Es posible que la
estabilizacién del poro de fusion llevada a cabo por la CgA nos haya ayudado a
discriminar las exocitosis parciales respecto a las completas en los experimentos en
los que sobreexpresamos la CgA-EGFP. No obstante, dicha estabilizacion ocurre de
la misma forma en células en las que se activa el GLP-1R como en las que no se
activa el receptor, puesto que en ambos casos fueron transfectadas con CgA-EGFP.

Por otro lado, se sabe que la PKA es capaz de fosforilar la proteina SNAP-25
en su residuo de treonina 138 (Risinger and Bennett, 1999; Chheda et al., 2001;
Hepp et al., 2002; Nagy et al., 2004; Gao et al., 2015). La SNAP-25 es una proteina
gue forma parte del complejo SNARE por lo que su modulacidn podria explicar los
cambios en la cinética de exocitosis. El grupo de Reinhard Jahn demostré que la
neurotoxina botulinica A produce la protedlisis selectiva de la SNAP-25 dando lugar
a una disminucion significativa de la liberacién de neurotransmisores (Blasi et al.,
1993). Una posible estrategia para comprobar si el incremento en la cantidad de
CAs liberadas tras la activacion del GLP-1R se produce por medio de la interaccién
PKA-SNAP-25 seria tratarlas con dicha neurotoxina. Esperariamos que ocurrierauna
disminucion similar de la secreciéon de CAs en las células tratadas con la toxina,
tanto con el GLP-1R activado como sin activar.

Ademads, Washbourne y colaboradores publicaron en el 2002 un articulo
donde presentaban el desarrollo de un ratén deficiente de SNAP-25. Los ratones
homocigotos para la mutaciéon en la SNAP-25 no sobreviven, sin embargo, los
heterocigotos son sanos, fértiles y fenotipicamente indistinguibles de los ratones
controles. A pesar de ser heterocigotos, andlisis de WB y PCR a tiempo real
mostraron cantidades de proteina y RNA mensajero de la SNAP-25 menores
respecto a los individuos controles (\Washbourne et al., 2002). Seria interesante
utilizar cromafines aisladas de estos individuos con la SNAP-25 mutada y comprobar
la proporcién de exocitosis parciales y completas tras la activacién del receptor GLP-
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1. Esperariamos observar una reduccién de las exocitosis completas en las células
cromafines que presentan la SNAP-25 mutada, a pesar de activar el GLP-1R.

5.1.4. ¢{Qué consecuencias funcionales puede tener el GLP-1R en células
cromafines?

Si una de las principales funciones del GLP-1R es su implicacién en la
secrecién de insulina en células B-pancreaticas, su presencia en las células
cromafines estaria desencadenando el efecto opuesto ya que la A es una de las
principales hormonas contra-reguladoras de la insulina. Lo cierto es que no
sabemos cudl es la respuesta exacta a esta pregunta, pero podemos pensar que se
trata de un mecanismo de compensacién de la respuesta insulinotrépica, es decir,
una de las formas de compensar una secrecién excesiva de insulina seria aumentar
la liberacion de A, la cual ejerce el efecto contrario a la primera.

La insulina regula el metabolismo de la glucosa incrementando la cantidad
gue entra en las células, respecto a la que entraria en ausencia de la misma. La
relacion entre la insulina y las CAs se conoce desde que, en 1923, Harold Burn
observé que la ergotoxina, un alcaloide que inhibe la accién hiperglucémica de la
A, incrementaba la hipoglucemia desencadenada por la insulina en el conejo (Burn,
1923). A partir de ese momento, el modelo mas usado para determinar los
mecanismos de regulacion de la glucosa fue medir el nivel de este azucar en sangre
después de una hipoglucemia inducida por lainyeccién de insulina (Burn and Marks,
1925; Gohar, 1933; Burn et al., 1950). Afos después, Philip Cryer propuso que la A
y el glucagdn son las principales hormonas que participan en la contra-regulacion
de la hipoglucemia (Cryer, 1981). El efecto hiperglucémico desencadenado por las
CAs ocurre por la activacién de receptores a- y B-adrenérgicos que dan lugar a la
glucogendlisis hepatica (Ellis et al., 1967; Haylett & Jenkinson, 1972; Morgan et al,
1982), el incremento de la gluconeogénesis, la disminucidn de la utilizacion de la
glucosa periférica (HimmsHagen, 1967; Potter et al., 1977), la inhibicién de la
insulinay la estimulaciéon de la secrecidn de glucagdn (Moratinos et al., 1977; Potter
et al., 1978).

La regulacién de la glucemia es un proceso muy complejo y su mal
funcionamiento conduce no solo a problemas metabdlicos crénicos, como la
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diabetes, sino a situaciones agudas graves como la hipoglucemia, que
eventualmente pueden causar situaciones de urgencia vital. En esta regulacion
intervienen numerosas hormonas, entre ellas la A. La respuesta secretora de A, bajo
condiciones de hipoglucemia, es causada por la actividad esplacnica. La hormona
GLP-1se libera en el organismo en respuesta a la ingesta de alimentos y actUa sobre
multiples dianas como son las células B-pancreaticas, estimulando la secrecion de
insulina, o las células cromafines, estimulando la secrecidon de CAs. Es posible que,
bajo condiciones de estrés, tales como una hipoglucemia, se produzca una
potenciacion de la secrecidon de CAs, modulada por el GLP-1R. El mismo estimulo
que incrementa la secrecidn de insulina en las células B-pancreaticas, el GLP-1,
podria también estimular la secrecién de CAs de la médula adrenal como un
mecanismo contra-regulador, pero con una potenciacion mucho menor. Ha sido
muy estudiado el papel de la Ex-4 en la estimulacién de la secrecién de insulina al
activar el receptor GLP-1. La Ex-4 es capaz de potenciar enormemente la secrecién
de insulina hasta una ratio de 10 veces respecto a la secrecion basal en islotes
pancredticos aislados (Parkes et al., 2001). Nuestros resultados midiendo la
secrecién de CAs por medio de amperometria en células cromafines, muestran que
la potenciacién de la secrecion de CAs al incubar con Ex-4 es del orden de 2 veces
mayor respecto a la secrecién basal.

Si estamos en lo correcto y la funcién del GLP-1R en células cromafines es la
modulacién de la secrecién de A como mecanismo contra-regulador de la secrecion
de insulina, es posible que el GLP-1 tenga un efecto directo sobre las células
adrenérgicas o bien que la expresidn de su receptor en estas células sea mayor. Esta
seria una interesante linea de estudio que aun no hemos explorado. Ademas,
disponemos en nuestro laboratorio de ratones que han sido modificados para que
sus células no puedan sintetizar A, los ratones PNMT-KO. Haciendo uso de ellos
podriamos comprobar si la ausencia de A modifica de algin modo la respuesta a
agonistas del GLP-1R o altera la expresién del mismo.
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5.2. ESTUDIO DE LA ACUMULACION Y EXOCITOSIS DE CATECOLAMINAS EN
RATONES PNMT-KO, CARENTES DE ADRENALINA.

5.2.1. éSon los ratones PNMT-KO un buen modelo de estudio de las diferencias
entre células adrenérgicas y noradrenérgicas?

Los ratones PNMT-KO no expresan la enzima PNMT, la cual cataliza la
conversion de NA en A, por lo que estos ratones carecen de A (Ebert et al., 2004).
Desde que Ebert y colaboradores desarrollaron la cepa de ratones PNMT-KO, han
sido utilizado en numerosos estudios. Todos ellos tienen en comun comprobar cual
es el papel de la A en determinados procesos fisiolégicos como su implicacién en el
desarrollo de los efectos mediados por los receptores Pi-adrenérgicos (cuyo
principal agonista es la A) (Moreira-Rodrigues et al., 2014), el desarrollo de la
memoria (Toth et al., 2013; Alves et al., 2016) o en el remodelado hipertrofico del
tejido cardiaco en respuesta a ejercicio créonico (Mendes et al., 2018). En esta tesis,
hemos utilizado los ratones PNMT-KO como modelo de estudio para ahondar en las
diferencias que existen entre células adrenérgicas y noradrenérgicas. Ademas,
hemos querido estudiar las caracteristicas de la exocitosis de CAs en ambos
fenotipos celulares.

Ademds de presentar una CA distinta, existen diferencias anatémicas y
fisiolégicas entre las células adrenérgicas y noradrenérgicas. En las médulas
adrenales de los mamiferos, las células cromafines se distribuyen en grupos
homotipicos de acuerdo a su fenotipo catecolaminérgico. La proporcion relativa de
ambos tipos celulares y su distribucién en la médula varia entre especies. También
existen diferencias fisioldgicas que demuestran que son controladas de forma
diferente. Asi, por ejemplo, la hipoglucemia incrementa la liberacién selectiva de A,
mientras que la exposicion al frio incrementa la liberacidn de NA (Feuerstein and
Gutman, 1971; Vollmer et al., 1992). Ademas, algunas moléculas estimuladoras
tales como la histamina, la angiotensina Il o la bradiquinina inducen diferente
liberacién de cada CA (Borges, 1994; Alvarez et al., 1997; Aunis and Langley, 1999;
Kuwashima, 2000). Estas observaciones indican que la inervacién y la expresion de
los receptores presentes en la superficie celular varia entre ellas. Todas estas
diferencias entre los dos fenotipos celulares son dificiles de explicar Unicamente
por la presencia de una enzima citosélica que media la conversion de la NA en A.
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Nos planteamos la posibilidad de que las células adrenérgicas no deben
considerarse adrenérgicas sélo por la presencia de A, sino que se trata de un tipo
celular distinto a las noradrenérgicas con una fuerte especializacion de la CA que
acumula. Los ratones PNMT-KO son un buen modelo de estudio para dar respuesta
a esta hipdtesis puesto que, segln nuestro planteamiento, seguirian teniendo
células adrenérgicas, pero sin A.

5.2.2. ¢Las células adrenérgicas lo son porque acumulan adrenalina o es un tipo
celular distinto al de una célula noradrenérgica a pesar de la CA que acumula?

Los ratones PNMT-KO, a pesar de carecer de Ay presentar una disminucién
del 30% de sus CAs totales respecto a los ratones WT (fig. 4.11), tienen una
esperanza de vida similar a estos, no muestran alteraciones en su desarrollo y
pueden reproducirse en homocigosis (Ebert et al., 2004). El tnico cambio fenotipico
aparente en comparacion con los ratones WT es una disminucién moderada del
peso corporal del ratén adulto. Sin embargo, el manejo y metabolismo de la glucosa
es distinto al de los ratones WT. Por un lado, los ratones PNMT-KO tienen una
glucemia basal en condiciones de ayuno significativamente mayor que los
individuos WT (fig. 4.12, A). Si nos centramos en cada cepa por separado,
observamos que la glucemia en los ratones WT en condiciones de ayuno es mas alta
gue sin ayuno, lo cual es de esperar. Sin embargo, en ratones PNMT-KO, la glucemia
en ayuno y sin ayuno no son significativamente diferentes. Esto quiere decir que
bajo condiciones en las que no hay aporte de glucosa externa procedente de la
ingesta de alimentos, estos ratones no consumen la glucosa disponible.
Probablemente obtengan la energia necesaria de una fuente diferente al
metabolismo de la glucosa. Es posible que la principal fuente de energia en los
ratones que carecen de A es el metabolismo de los dcidos grasos. Haciendo medidas
del indice Q/R en estos individuos cuando son sometidos a ejercicio intenso
muestran que prevalece en ellos un metabolismo graso frente al metabolismo de
glucosa que predomina en los ratones WT. Ademas, el porcentaje de grasa de los
individuos PNMT-KO es menor que el de los WT, probablemente debido a que estdn
usando esas reservas como fuente principal de energia y también es consistente
con los datos del peso, los PNMT-KO son mas delgados. Las medidas del indice Q/R
asi como los porcentajes de grasa de individuos PNMT-KO son resultados
preliminares que debemos confirmar y por eso no se han presentado en esta tesis.
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Por otra parte, realizamos medidas de las CAs contenidas en la adrenal de
ratones WT y PNMT-KO, después de haber sido sacrificados a diferentes tiempos
tras una inyeccién de 2 UI/Kg de insulina intraperitoneal. Midiendo las CAs
contenidas en las adrenales, podemos saber el grado de vaciamiento de las mismas
como consecuencia de la hipoglucemia desencadenada por la insulina. Dicha
hipoglucemia causa un rapido vaciamiento de A de la médula adrenal en ratones
WT, siendo el vaciamiento de NA mucho menor (fig. 4.12, C). Esto ocurre durante
un periodo aproximado de 3 horas. En el caso de los ratones PNMT-KO, las
adrenales liberan NA en lugar de A y lo hacen mas lentamente que los individuos
WT, en un periodo que puede alcanzar 7 horas tras la inyeccién de insulina (fig.
4.12, D). Como ya se comentd en la introduccién y resultados de esta tesis, la
hipoglucemia activa selectivamente las neuronas preganglionares colinérgicas
simpaticas que inervan las células adrenérgicas (fig. 1.3). Esto puede explicar que
en ratones WT se produzca la secrecién principalmente de la A contenida dentro de
sus células adrenérgicas. La NA secretada por los ratones PNMT-KO es
probablemente la que estd contenida en células adrenérgicas que, por no tener la
enzima que la transforma en A, se secreta como NA. El hecho de que se libere mas
lentamente que la A en individuos WT podria deberse a que la afinidad que tienen
las células adrenérgicas para retener y secretar A o NA es diferente.

También hemos explorado las caracteristicas secretoras de las células
cromafines de ratones PNMT-KO por medio de la amperometria y estimulando la
exocitosis por medio de ACh o BaCl,. Observamos que la cantidad de CAs liberadas,
asi como la frecuencia con la que se liberan, es menor en ratones PNMT-KO en
comparacion con los individuos WT (fig. 4.13). Ademas, haciendo una relacién entre
la Imax de las espigas amperométricas y la Q, vemos que las espigas
correspondientes a las exocitosis de células de ratones WT y las correspondientes
a los ratones PNMT-KO tienen una relacién claramente lineal; sin embargo, si
comparamos las pendientes de cada grupo, vemos que son diferentes (fig. 4.14).
Dicho de otra forma, espigas con una misma Q tienen mayor /max €n los ratones
PNMT-KO. Esto indica que la ausencia de A en las células cromafines adrenérgicas
de ratones PNMT-KO hace que las espigas sean mas rapidas, es decir, las CAs se
liberan mas rapido en los individuos PNMT-KO.
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Estos resultados también son factibles con la idea de que la matriz vesicular
de las células adrenérgicas de ratones PNMT-KO no es capaz de retener NA de
forma eficiente. Se sabe que la presencia de una matriz proteica en los granulos
cromafines ayuda al almacenamiento y liberacion de componentes solubles en la
misma (Estévez-Herrera et al., 2016). Por otra parte, el componente mayoritario de
esta matriz granular son las cromograninas. Estudios realizados con ratones knock-
out para la CgA demuestran que la falta de la misma acelera la exocitosis como
consecuencia de su menor capacidad para retener aminas (Montesinos et al.,
2008). Ademas, la captacidon de neurotransmisores recién sintetizados por las
vesiculas fue menor en esos individuos CgA-KO obteniendo resultados similares con
ratones CgB-KO (Diaz-Vera et al., 2010) y con ratones knock-out para ambas
cromograninas (Diaz-Vera et al., 2012). Analisis cualitativos de las CAs contenidas
en la adrenal de ratones CgB-KO medidas con HPLC mostraron que dicha reduccién
se debe a la disminucién en la cantidad de A, permaneciendo la DA y NA inalteradas
(Diaz-Vera et al., 2010). Por tanto, probablemente el cambio en la matriz vesicular
en ratones PNMT-KO como consecuencia de la falta de A da lugar una disminucién
de las CAs que no es compensada por un incremento en la NA. Por eso observamos
una reduccion del 30% de sus CAs totales. Dicho de otra manera, células
adrenérgicas a las que les falta A, no son capaces de retener mayor cantidad de NA
para suplir la falta de la primera. Probablemente esto ocurre por la diferente
afinidad que tiene la matriz de células adrenérgicas y noradrenérgicas por A o NA.

Ademads, ha sido demostrado que los sistemas de transporte de las CAs hacia
el interior de la vesicula difieren entre células adrenérgicas y noradrenérgicas
(Tillinger et al., 2010). Asi, el VMAT2 se expresa en células noradrenérgicas y el
VMAT1 en tanto en las adrenérgicas como en las noradrenérgicas. El VMAT2 tiene
3 veces mas afinidad por la DA, NA y A de lo que lo tiene el VMAT1 y, ademas, se
recicla con mayor frecuencia de lo que lo hace el VMAT1 (Peter et al., 1994; Erickson
etal., 1996). Por tanto, una célula adrenérgica que almacene NA, lo hard con menor
afinidad de lo que lo hace una célula noradrenérgica ya que no expresa VMAT2.

En el 2013, el grupo de Steven Ebert publicé un articulo donde describen el
desarrollo de una nueva cepa de ratén que lleva inserto el gen del EGFP en el del
PNMT. De esta manera obtienen ratones cuyas células adrenérgicas estadn
marcadas y ademas carecen de A, tanto en estadios embrionarios como en la edad

-129-



Discusion

adulta (Xia et al., 2013). Un planteamiento futuro seria utilizar estos ratones para
realizar los mismos experimentos de amperometria en célula Unica que hemos
llevado a cabo con los ratones PNMT-KO. El principal problema de nuestros
experimentos es que no podemos distinguir entre células adrenérgicas sin A y
células noradrenérgicas. Observamos una disminucién del tamafio cuantico de
liberacion de CAs en ratones PNMT-KO, pero estos valores hacen referencia a
términos medios de lo obtenido con ambos fenotipos celulares. Si midiéramos el
tamafio cuantico medido exclusivamente en células adrenérgicas de ratones sin
adrenalina y lo compardramos con el obtenido en células adrenérgicas de
individuos normales, probablemente obtendriamos diferencias mayores.
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6. CONCLUSIONES

1. GLP-1R se expresa en células cromafines bovinas.

2. GLP-1R esta localizado tanto en la membrana plasmatica como en el interior

de compartimentos intracelulares de las células cromafines.

3. La estimulacién del GLP-1R promueve la sintesis de CAs y su exocitosis a
través de la activacion de la ruta de segundos mensajeros mediada por

AMPc y PKA, sin implicacién aparente de EPAC.
4. La activacion de GLP-1R acelera la exocitosis en células cromafines.

5. La activacion de GLP-1R incrementa el tamafio cuantico aparente de

liberacion de CAs y CgA.

6. Los ratones PNMT-KO no son capaces de compensar la falta de A
acumulando mas NA, resultando en un 30% de reduccion del contenido de

CAs totales.

7. La matriz de los granulos cromafines parece estar especializada en retener

la CA que le es propia.
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6. CONCLUSIONS
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GLP-1R is expressed in bovine chromaffin cells.

GLP-1R is located both in the plasma membrane and the intracellular

compartments of chromaffin cells.

The stimulation of GLP-1R promotes the potentiation of synthesis and
exocytosis of CAs through the activation of a second messenger route

mediated by cAMP and PKA, with no apparent involvement of EPAC.
The activation of GLP-1R accelerates the exocytosis in chromaffin cells.

The activation of GLP-1R increases the apparent quantum CA size and CgA

release.

The PNMT-KO mice are not able to compensate for the lack of A

accumulating more NA, resulting in a 30% reduction of total CAs.

Chromaffin granule matrix seems to be specialized in retaining each CA.
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7.ANEXOS.

ANEXO I. Soluciones de trabajo empleadas

SOLUCION

COMPOSICION

APLICACION

Locke

Colagenasa

Krebs-HEPES

PBS

TENT 1%

LB

Laemmli 6X

Gel stacking

154 mM de NaCl; 5,6 mM de KCI; 3,6
mM de NaHCO3; 10 mM de HEPES y 11
mM de glucosa; pH 7,3. Se esteriliza
por el paso a través de un filtro de @
0,02 um. Se afiade luego 50 UI/L de
penicilina y 40 mg/L de gentamicina.

2 mg/mL de colagenasa tipo IA (300-
480 Ul/mg) y 4 mg/mL de BSA

140 mM de NaCl; 5,9 mM de KCl; 1,2
mM de MgCly; 2 mM de CaClz; 10 mM
de HEPES y 11 mM de glucosa; pH 7,4
136,9 mM de NaCl; 2,7 mM de KCl; 8,1
mM de Na,POg; pH 7,4

50 mM de Tris-HCl a pH7,4; 5 mM de
EDTA; 150 mM de NaCly 1% de Tritdn-
X 100

10 g de triptona; 5 g de extracto de
levadura y 10 g de NaCl; pH 7. Se
esteriliza mediante autoclave.

10% de SDS; 20% de glicerol; 10% de B-
mercaptoetanol; 0,004% de azul de
bromofenol y 0,125 M de Tris-HClI

Poliacrilamida al 4%; 0,13 M de Tris-
HCl a pH 6,8; 0,1% de SDS; 0,12% de
APSy 0,13% de TEMED

Cultivos celulares

Cultivos primarios de
células cromafines
bovinas
Amperometria
Secrecion

Western-blot
Inmunofluorescencia
Dot-blot

Lisados celulares

Medio de cultivo para
bacterias

Western-blot.
Tampdn de carga en
electroforesis SDS-
PAGE

Western-blot. SDS-
PAGE
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Gel resolving

Solucion
interna

Solucion
externa
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Poliacrilamida al 7,5%; 0,38 M de Tris-
HCl a pH 8,8; 0,1% de SDS; 0,08% de
APSy 0,08% de TEMED

145 mM de glutamato de cesio; 10 mM
de HEPES; 9,5 mM NaCl; 0,3 mM
BAPTA y 2 mM de ATP-Mg; se ajusta el
pH a 7,3 con CsOH.

140 mM de NaCl; 5 mM NaHCOs; 2 mM
KCIl; 1 mM MgClz; 10 mM glucosa; 10
mM HEPES y 2,5 mM CaCl;; pH
ajustado a 7,3 con NaOH

Western-blot. SDS-
PAGE

Patch-clamp
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ANEXO II. Listado de anticuerpos utilizados, aplicacién y dilucién de uso.

NOMBRE
N2 Catalogo

GLP-1R
ab-39072

TH
T-1299

Actina
T-6074

Cg-A
sc-1488

Anti-conejo
NA934

Anti-raton
NA931

Alexa Fluor® 568
A21124

Alexa Fluor® 488
A21206

Empresa

Abcam

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biothecnology

Amersham GE
Helthcare

Amersham GE
Helthcare

Life Technologies

Life Technologies

Observaciones

Anticuerpo policlonal de
conejo

Anticuerpo monoclonal
de ratén

Anticuerpo monoclonal
de ratén

Anticuerpo policlonal de
cabra

Anticuerpo policlonal

Anticuerpo policlonal

Anti-IgG anti-ratén de
cabra

Anti-lgG anti-conejo de
burro

Técnica y dilucion
de uso

WB (1:20000)
IF (1:200)

WB (1:2000)
IF (1:500)

WB (1:10000)

WB (1:200)

WB (1:10000)

WB (1:10000)

IF (1:500)

IF (1:500)
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ANEXO lll. Extraccion de DNA y PCR para el genotipado de ratones.
I. Extraccién de DNA gendmico

El DNA gendmico se obtiene a partir de 1 cm de cola de cada ratén. Para
ello, se lleva a cabo dos etapas: una etapa de disgregacién del tejido con proteinasa
K para obtener DNA libre de proteinas, y otra de purificacion del mismo mediante
el método fenol-cloroformo.

Primero, se prepara una solucion lisis que contiene: 100 mM de Tris-HCl a
pH 8,5; 5 mM de EDTA a pH 8,0; 200 mM de NaCl; 0,2% de SDS y 100 pg/mL de
proteinasa K. Se cubre cada trozo de cola con esa solucidn y se deja digiriendo a
55°C durante 12 h. Una vez disgregado el tejido, la muestra se agita fuertemente
sin utilizar vortex y se centrifuga a 14.000 rpm para sedimentar el tejido no digerido.
A continuacién, se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio y se anade un
volumen igual al volumen de sobrenadante recogido de una mezcla de fenol-
cloroformo. Se agita el contenido hasta que la mezcla adquiera un aspecto lechoso
y se centrifuga a 14.000 rpm durante 5 min. Tras centrifugarse, se diferencian tres
capas: una superior acuosa (que contiene el DNA), una intermedia (de desecho) y
una inferior densa (fenol).

Posteriormente, se extrae con cuidado la fase clara y se afiade una décima
parte del volumen recuperado de acetato de sodio 3 M a pH 5,2 y dos veces el
volumen total (capa acuosa + acetato de sodio) de etanol absoluto. Se mezcla hasta
formar un anillo de DNA que se vuelve a centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min
para precipitar en el fondo del tubo el DNA genémico. Se desecha el sobrenadante
y se afiade etanol 75% para hidratarlo y eliminar las sales restantes.

Por ultimo, se centrifuga a 14.000 rpm durante 5 min y se extrae el
sobrenadante nuevamente, obteniendo el DNA purificado. Se deja secar y se
resuspende en agua milli Q que se conserva a 4°C. De este modo, se consigue un
DNA listo para ser cuantificado en el Nanodrop conociendo asi su concentracién y
pureza.
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Il. Amplificacion por PCR

El genotipado se realizd mediante PCR (Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler). Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes (Ebert et al., 2004):

5'-CAG GCG CCT CAT CCC TCA GCA GcCC-3'
5'-CTG GCC AGC GTC GGA GTC AGG GTC-3'y
5'-GGT GTA CGG TCA GTA AAT TGG ACA CCG TCCTC-3".

La mezcla de reaccion consistio en un volumen total de 25 plL: 11 pL de agua
milli Q, 5 pL de tampdn de carga (1,75 M de sacarosa y 0,4 mg/mL de rojo cresol),
2,5 uL de tampdn 10 X de la polimerasa, 0,5 puL de MgCl; a 50 mM, 1 uL de la mezcla
de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) a 2,5 mM cada uno, 1 L de cada cebador a 20
UM, 1 pL de Taq polimerasa (Green Taq Polimerase, GenScript) y 1 uL de DNA
gendmico total (300-500 ng de DNA).

La reaccion se realizd en un termociclador (Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler) y las condiciones de PCR fueron: 6 min a 94 °C; 34 ciclos de 45 s a
95 °C, 45 s a 62 °C,50 s a 72 °C; 8 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron
separados mediante electroforesis en un gel del 2% de agarosa y se visualizaron
mediante marcaje con Gel Red. Se usé un marcador de pesos moleculares de 100
pb para determinar el tamafio de los fragmentos amplificados. Esperamos que el
alelo WT presente un tamaio de 200 pb y el alelo PNMT-KO de 160 pb (fig. 7.1, C).
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14kb

kb

Figura 7.1. Construccién y verificacion del alelo PNMT-Cre. A. Representacién de los alelos WT y
PNMT-Cre. Las secuencias que codifican para el RNA del PNMT se representan como rectangulos
abiertos con la direccion de transcripcidn indicada por la flecha. Las lineas de puntos indican el lugar
de la secuencia del PNMT donde se introducen el gen Cre-recombinasa (Cre) y el gen de resistencia
a la neomicina (NeoR) por recombinacién homadloga. El gen Cre estéd fusionado con la secuencia 5
del PNMT por lo que su transcripcion depende de los elementos reguladores del PNMT. Ese gen
también tiene secuencias de parada de transcripcion. El NeoR tiene su propio promotor. Se
representan también los alelos 5y 3"usados para verificar los alelos. B. Analisis Southern de las lineas
celulares mutadas identifica aquellos clones que contienen el alelo PNMT-Cre. Cuando se digieren
con Xbal y EcoRl aparece una banda de 8 kb (en caso de que se use el cebador 5'/panel izquierdo) o
una banda de 6 kb (en caso de que se use el cebador 3’/panel derecho), ademas de la banda de 14
kb perteneciente al cromosoma WT. C. Andlisis por PCR distingue el homocigoto WT (+/+), el mutante
heterocigoto (+/Cre) y el homocigoto mutante (Cre/Cre). Rl, EcoRl; C, Sacl; Xb, Xbal. (Tomado de Ebert
et al., 2004).
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ANEXO IV. Cultivo primario de células cromafines bovinas.

Los pasos seguidos para el aislamiento y cultivo de las células cromafines bovinas
se detallan a continuacién (fig. 7.2):

A) Se elimina la grasa que rodea la glandula con ayuda de unas tijeras
estériles y a continuacion se rocia etanol al 70% sobre la misma. Con una jeringa se
inyectan 3-5 mL de una solucién precalentada a 37°C de Locke: 154 mM de NaCl;
5,6 mM de KCl; 3,6 MM de NaHCO3; 10 mM de HEPES y 11 mM de glucosa; sin Ca?*
ni Mg?* y pH de 7,3. Se suplementa con 40 mg/L de gentamicina y 100 Ul/L de
penicilina. Las glandulas se colocan en un vaso de precipitado tapado y se incuban
a 37°C durante 10 min. La inyeccién de solucién Locke permite lavar restos de
sangre presentes en la glandula. Una vez realizado este lavado, se repite el paso
anterior, esta vez afiadiendo a la solucién de Locke 2 mg/mL de colagenasa tipo IA
(300-480 Ul/mg) y 4 mg/mL de albimina de suero bovino (BSA; fraccién V) y se
mantiene en incubacion a 37°C durante 20 min (fig. 7.2; paso A). El objetivo de este
paso con colagenasa y albumina es la disgregacion de la médula adrenal. Esta
incubacidn se repite 2 veces mas siendo cuidadoso para evitar la rotura, ya que la
glandula estd parcialmente digerida.

B) Sobre una de placa Petri, la glandula adrenal se corta sagitalmente
con unas tijeras estériles y se extrae el maximo tejido medular (color crema) con
ayuda de un bisturi, evitando coger tejido cortical (color morado) (fig. 7.2; paso B).
A continuacion, se disgrega el tejido medular facilitando asi el progreso de la
digestion enzimatica.

Q) El tejido cromafin se pasa a un tubo de centrifuga de 50 mL con
solucion de colagenasa fresca y se deja incubando 10 min a 37°C, tras lo cual se
disgrega mediante pipeteo (fig. 7.2; pasos C y D). Este paso puede obviarse en caso
de que el tejido medular tras las primeras incubaciones con colagenasa se
encuentre suficientemente disgregado.

D) Se filtra la suspension de tejido con una malla de gasa estéril, para
eliminar trozos de tejido no digeridos (fig. 7.2; paso E).

E) El material filtrado y lavado con la solucién Locke es centrifugado a
900 xg durante 5 min. De esta forma se elimina la colagenasa. El precipitado
resultante se resuspende en 50 mL de solucién de Locke y se repite el proceso de
centrifugacion (fig. 7.2; paso E).

- 143 -



Anexos

F) El nuevo precipitado se resuspende en 10 mL de Locke, se pasa a
través de una malla de nilon de 200 um de diametro de poro (fig. 7.2; paso F), para
eliminar agregados celulares, y se lava con Locke para recuperar el maximo de
células posible. La solucion filtrada estd enriquecida en células cromafines; sin
embargo, existe una contaminacién por la presencia de restos celulares y otros
tipos celulares como los fibroblastos o las células sanguineas.

En nuestro laboratorio realizamos purificaciones adicionales que permiten
el enriquecimiento de los cultivos primarios de células cromafines empleando
gradientes de densidad con Urografin®.

Purificacion de células cromafines empleando gradientes discontinuos de
Urografin®.

Para purificar las células cromafines empleando este método, la suspensién
celular obtenida del paso F es sometida a un gradiente de densidad discontinuo. El
gradiente se realiza mezclando 10 mL de la suspension de células con 10 mL de
Urografin® al 15% (preparado a partir de 20 mL de la solucién comercial al 76%, a
la que se le afnaden 81 mL de agua filtrada). La solucién resultante tendra ahora una
concentracién de Urografin® al 7,5%.

Se toman dos tubos de centrifuga de policarbonato estériles de 30 mL y se
cargan con 20 mL de solucidn de Urografin® al 15% cada uno. A continuacidn,
lentamente y evitando romper la interfase, se va afadiendo la solucién de
Urografin® al 7,5%, que contiene las células, hasta completar los 10 mL restantes.
Es preciso realizar la adicion con mucho cuidado para lograr una interfase limpia. A
continuacion, se equilibra el peso de los tubos y se centrifuga a 7500 xg durante 20
min a 18°C. Como el gradiente es discontinuo, las células cromafines se localizan en
la interfase, en el fondo los hematies y en la superficie del tubo restos celulares y
grasa (fig. 7.2; pasos G y H).
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Figura 7.2. Representacion esquematica de los procedimientos de aislamiento y cultivo de las células
cromafines a partir de glandulas adrenales bovinas. Los detalles del procedimiento de purificacién de
las células cromafines mediante Urografin® se detallan en el texto.
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Las células que se localizan en la interfase, formando una banda difusa, se
recogen con una pipeta de Pasteur de pldstico y se resuspenden en solucién Locke.
Para eliminar el Urografin® se centrifuga a 900 xg durante 5 min (fig. 7.2; paso |).

Se elimina el sobrenadante y se vuelve a resuspender, esta vez con medio
de cultivo DMEM: Ham’s F12 (proporcidon 1:1) suplementado con FBS 10% y los
antibidticos gentamicina (40 mg/mL) y penicilina (100 Ul/L). Se filtra con una malla
de 90 um para retener en ella los agregados de células y dejar pasar células
individuales (fig. 7.2; paso J).

La densidad de células se determina realizando su contaje por medio del uso
del colorante vital azul de tripan (fig. 7.2; paso K). La suspension celular se diluye a
1:10 con el azul de tripan (37%) y se mezcla con suavidad para ser analizada en un
hemocitometro (camara de Neubauer). El recuento se realiza de las células que no
estan tefiidas por el colorante, ya que son las que permanecen vivas. La media del
numero de células obtenida en los cuatro cuadrantes es entonces multiplicada por
el factor de dilucién y por el volumen de la cdmara, para obtener asi el nimero de
células por mL de suspension celular.

La siembra de las células cromafines bovinas se realiza sobre placas de
cultivo o en cubreobjetos de vidrio de diferente didmetro (World Precision
Instruments, Hitchin, UK) para experimentos electrofisioldgicos y de microscopia
(fig. 7.2; paso L).
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ANEXO V. Cultivo primario de células cromafines murinas.

El protocolo para el cultivo de las células cromafines murinas se detalla a
continuacion:

A) Se extraen las glandulas suprarrenales de raton y se ponen en una
placa de Petri de @ 35 mm con solucién de Locke fria.

B) Bajo una lupa binocular y con la ayuda de la punta de un bisturi,
primero se elimina la grasa y después se retira la capsula y la corteza.

Q) Se pasan las médulas a un tubo de 15 mL con 200 ulL de solucién de
Locke a la que se le ha afiadido papaina (25 Ul/mg) y se incuban en un bafio a 37°C
durante 20 min.

D) Se retiran los 200 pL de solucidn con la ayuda de una micropipeta de
1000 pL. En este punto, las médulas estan parcialmente digeridas por lo que se
aspira el medio lentamente y con cuidado de no arrastrar las médulas.

E) Se lavan dos veces con 800 pL de solucion Locke. La solucidn Locke
se anade deslizdndolo por las paredes y se retira de la misma forma que B.

F) Una vez realizado el ultimo lavado, se retira toda la solucion de Locke
y se afiade 200 uL de medio de cultivo DMEM : Ham’s F12 (proporcién 1:1). Esta
cantidad de medio depende del nimero de glandulas que se pongan por tubo y del
rendimiento de células del propio cultivo.

G) Con ayuda de una micropipeta de 1000 pL se disgregan
mecanicamente las médulas, con cuidado de no formar burbujas, hasta que la
solucidn se torne turbia y ligeramente viscosa.

H) Se repite el proceso con una micropipeta de 100 pL continuando la
disgregaciéon mecanica hasta que desaparezcan por completo los trozos de tejido.

) Se van afiadiendo gotas de solucion celular sobre cada cubreobjetos
de @ 5 mm (dado que el objetivo de estos cultivos de cromafines de ratén fueron
siempre utilizarlos para amperometria en célula Unica, no es necesario realizar el
contaje de las mismas; sélo se utiliza una célula por cubreobjetos). Se mantiene la
placa en una estufa a 37°C durante 30 minutos. Ese tiempo es necesario y suficiente
para que las células se adhieran a la superficie del pocillo.

J) Finalmente se rellena cada pocillo con 200 puL de medio DMEM :
Ham’s F12.
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ANEXO VI. Amplificador “Lock-in”.

Para medir la capacidad de una célula, se aplica un voltaje a la misma que
da lugar a una corriente eléctrica, la cual es la suma del componente resistivo y
capacitativo. Los amplificadores “Lock-in” permiten medir la capacidad aplicando
un voltaje en forma de onda sinusoidal, lo que se conoce como la “Técnica del
dominio de la frecuencia”.

Se aplica un voltaje en forma de onda sinusoidal, de amplitud Vo y frecuencia
f, dando lugar a una corriente total también sinusoidal, con la misma frecuencia, de
amplitud lo, pero con diferente fase (fig. 7.3).

Voltaje (mV)
T

-50-
Ao

50+

Corriente (pA)
T

-50-

Fig. 7.3. Voltaje aplicado y corriente obtenida. En la parte superior se representa el voltaje de
referencia, de amplitud Vo, aplicado en forma de onda sinusoidal a la célula. En la parte inferior se
representa la corriente proveniente de la célula, de amplitud lo, que representa la misma frecuencia

que el voltaje aplicado pero desfasada un cierto dngulo A @.

En un experimento tipico, se aplica a la célula un voltaje de referencia, con
una frecuencia conocida:

V =V, cos(wt + ¢@)
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siendo w = 2wtf y @ la fase de la sefial de referencia, y el “Lock-in” detecta la
corriente que proviene de la célula como:

[ = Iy cos (wt+ ¢ + Ap)

siendo Ag el desfase entre el voltaje aplicado y la corriente registrada. Este
desfase es la suma de dos componentes, el desfase debido al parche de membrana
en el interior de la pipeta (A@c) y el desfase debido a los diferentes filtros y
amplificadores del equipo experimental (A@F):

Ap = Agpc + ApF

El “Lock-in” amplifica la corriente registrada y la multiplica por la sefial de
referencia, usando para ello el detector sensible a fase. Este detector descompone
la corriente en sus componentes resistivos y capacitativos (fig. 7.4, A). La corriente
resistiva es considerada como la parte real del sistema (Re) y se encuentra en fase
con el voltaje de referencia, mientras que la corriente capacitativa, que seria la
parte imaginaria (Im) se encuentra desfasada 90° con respecto al mismo (fig. 7.4, B

y C).
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A

X ' Filtro » Amplificador —»—e Real (X)
Ref.
Senial > 17
90°
X > Filtro »| Amplificador —3—e Imaginario (Y)

Fig. 7.4. Esquema del funcionamiento del amplificador “Lock-in” y corriente representada de forma
vectorial. A. Representacion de la descomposicidon de la sefial llevada a cabo por el amplificador “Lock-
in” (parte sombreada). B. Corriente total (1) representada como un vector, determinado por su
magnitud y angulo de fase (). El voltaje de referencia se caracteriza por tener un dngulo de fase de
0°. C. Representacion de los componentes vectoriales (Ic e Ig) de la corriente total.

La parte real refleja los cambios en la conductancia de la membrana (Gm) vy
en la resistencia de acceso de la pipeta (Ra). La parte imaginaria refleja los cambios
en la capacidad de la membrana (Cm).
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Cm

Gm

Fig. 7.5. Esquema de la configuracién célula entera y su circuito equivalente. Ra es la resistencia de
acceso a la pipeta, que depende de la geometria de la punta de la pipeta. G se corresponde con la
conductancia de la membrana y estd determinada por los canales iénicos de la misma. Cr, es la
capacidad de la membrana.
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