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LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS

Bgt: Alfa-bungarotoxina

[Ca2+]c: Concentración de calcio en el citosol

5-HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina

Ac: Anticuerpo

ACh: Acetilcolina

ADN: Ácido desoxirribonucleico

AM: Acetoxi-metil éster

ANOVA: Análisis de la varianza (ANalysis Of VAriance)

ARNm: Ácido ribonucléico mensajero

ATP: Adenosín trifosfato

BAPTA: Ácido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N,N,N´,N´-tetraacético (1,2-Bis(o-

AminoPhenoxy) ethane-N,N,N',N'-Tetraacetic Acid)

BK: Canales de K+ dependientes de Ca2+ de alta conductancia (Big Conductance)

BSA: Albúmina de suero bovina (Bovine Serum Albumin)

CCB: Células cromafines bovinas

CCDV: Canales de calcio dependientes de voltaje

CE50: Concentración eficaz 50

Cho: Colina

CICR: Liberación de calcio inducida por calcio (Calcium-Induced Calcium Release)

CRT: Cafeína+Rianodina+Tapsigargina

Cys: Cisteína
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DMEM : Medio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle´s

Medium)

EEM: Error estándar de la media

EDTA: Ácido etileno diamino tetraacético (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)

EGTA: Ácido etilenglicol-bis (-aminoetil eter)-N,N,N’,N’-tetraacético (Ethylene Glycol

Tetraacetic Acid)

Fmax: Fluorescencia máxima

Fmin: Fluorescencia mínima

FTOTAL: Fluorescencia total (Fmax-Fmin)

GABA: Ácido -aminobutírico

Gly-R: Receptor de glicina

GTP: Guanosín trifosfato

H-100: Ac policlonal de conejo frente a la subunidad 3 del nAChR

HEPES: Ácido (N-[2-hidroxietil]-piperacino-N´-[2-etanosulfónico] (N-2-HydroxyEthyl

Piperazine-N’-2-EthaneSulfonic acid)

HVA: CCDV de alto umbral de activación (High-Voltage Activated)

I: Corriente

Ig: Inmunoglobulina

KH: Tampón Krebs-HEPES

LVA: CCDV de bajo umbral de activación (Low-Voltage Activated)

mAb319: Ac monoclonal de rata frente a subunidad 7 del nAChR

Mec: Mecamilamina

MLA: Metilicaconitina

n: Número de datos
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nAChR: Receptor nicotínico para la acetilcolina

NMDA: N-metil-D-aspartato

Olig: Oligomicina

PCR: reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PMSF: Fenilmetilsulfonilfluoruro (PhenylMethylSulphonyl Fluoride)

PNMT: Feniletanolamina-N-metiltransferasa (Phenylethanolamine N-Methyl

Transferase)

PNU-120596: 1-(5-cloro-2,4-dimetoxi-fenil)-3-(5-metil-isoxazol-3-il)-urea

PNU-282987: hidrocloruro de [N-[(3R)-1-azabiciclo [2.2.2] oct-3-il]-4-clorobenzamida]

PVDF: Polifluoruro de vinilideno

Rot: Rotenona

SDS: Dodecil-sulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate)

SK: Canales de K+ dependientes de Ca2+ de baja conductancia (Small conductance)

TBS: Tampón Tris salino

TBS-T: Tampón Tris salino con Tween-20

TEA.Cl: Cloruro de tetraetilamonio

TMAQ: 5-(Trifluorometil)-6-(1-metil-azepan-4-il) metil-1H-quinolin-2-uno

TTX: Tetrodotoxina

Vm: Potencial de membrana
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1. MARCO EN EL QUE SE DESARROLLA ESTA TESIS

El trabajo realizado en esta tesis se enmarca en una línea de investigación

básica-aplicada que se relaciona con la caracterización, desde un punto de vista

biofísico y funcional, de los receptores nicotínicos para la acetilcolina (nAChRs) de tipo

neuronal presentes en la membrana de la célula cromafín adrenomedular y que

controlan fisiológicamente el proceso de liberación de catecolaminas.

Las células cromafines constituyen un modelo ampliamente utilizado para el

estudio de la farmacología colinérgica y de la neurosecreción desde hace casi 50 años

(Douglas y Rubin, 1961; Douglas, 1968). Alrededor de los años 70 comenzaron los

primeros estudios sobre la naturaleza ganglionar de los receptores nicotínicos en estas

células (Douglas et al., 1967; Biales et al., 1976; Brandt et al., 1976). Asimismo, los

primeros registros electrofisiológicos de corrientes unitarias a través de nAChRs

neuronales se llevaron a cabo en las células cromafines (Fenwick et al., 1982). En la

actualidad, las células cromafines siguen constituyendo un buen modelo para el

estudio de los nAChRs neuronales, dada la diversidad de receptores que expresan

(Blumenthal et al., 1997; Mousavi et al., 2001; Di Angelantonio et al., 2003), y para la

investigación de su significado funcional, tanto por su papel en la respuesta

neurosecretora (Aunis, 1998; Martin y Grishanin, 2003; de Diego et al., 2008;

Westerink y Ewing, 2008), como en los mecanismos de neuroprotección (Abad-

Santos, 1997; Li et al., 1999; Arias et al., 2004; Egea et al., 2007).

Esta caracterización de los nAChRs y de sus posibles mecanismos

moduladores permitirá utilizar la célula cromafín como un modelo experimental para el

estudio de nuevas moléculas con propiedades agonistas y/o moduladoras de la

actividad de estos receptores, moléculas que además pueden resultar

terapéuticamente eficaces como analgésicas, neuroprotectoras y/o en el tratamiento

de diversas patologías del sistema nervioso (enfermedad de Alzheimer, enfermedad

de Parkinson o esquizofrenia, entre otras).
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2. LA CÉLULA CROMAFÍN COMO MODELO NEUROSECRETOR

La supervivencia de un individuo depende en gran medida de la liberación al

torrente sanguíneo de dos hormonas, adrenalina y noradrenalina, las cuales van a

desencadenar de forma casi inmediata una respuesta de “lucha o huída” ante un

estímulo estresante. Estas hormonas son sintetizadas y liberadas por neuronas post-

ganglionares simpáticas y por un grupo de células neuroendocrinas, que suponen la

principal parte de la glándula adrenal, conocidas como células cromafines.

La importancia de las células cromafines no sólo reside en su papel en la

respuesta fisiológica ante situaciones de alarma o estrés, sino que también constituyen

un buen modelo para el estudio de los mecanismos involucrados en la formación de

vesículas secretoras, así como de los procesos de acoplamiento excitación-secreción.

2.1.- La glándula adrenal

La célula cromafín se ubica en la médula de la glándula adrenal (o suprarrenal),

que está considerada como un ganglio simpático modificado cuyas neuronas

postsinápticas han perdido sus axones y se han convertido en células secretoras; en

lugar de inervar un tejido y liberar neurotransmisores localmente en éste, vierten sus

productos de secreción al torrente sanguíneo tras recibir un estímulo adecuado, por lo

que sus neurotransmisores (catecolaminas, péptidos o purinas) se comportan

conceptualmente como hormonas.

En mamíferos, esta glándula se localiza anatómicamente en la parte superior

del riñón (figura 1). Consta de dos zonas bien definidas, tanto desde el punto de vista

histológico como desde el funcional: corteza y médula (Carmichael y Stoddard, 1992).

Ambas están recubiertas por una gruesa cápsula de tejido conectivo que se extiende

hacia el interior formando conductos por los que transcurren los vasos y nervios que

sustentan la glándula.

La corteza se origina a partir del mesodermo y representa el 70-90% del peso

de la glándula. Contiene células distribuidas en tres capas o estratos, denominados,

desde el exterior hacia el interior, zonas glomerular, fasciculada y reticular. Su función

consiste en la síntesis y secreción de hormonas de naturaleza esteroidea:

glucocorticoides (relacionados con el metabolismo energético y la inmunosupresión),

mineralcorticoides (responsables del volumen circulante y la presión arterial) y
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hormonas sexuales (relacionadas con la aparición de algunos caracteres sexuales

secundarios).

Figura 1. La glándula adrenal. A) Localización y estructura de las glándulas adrenales en el organismo

humano. B) Sección una glándula adrenal en la que pueden distinguirse las distintas capas o estratos.

En la parte central de la glándula se sitúa la médula, de origen

neuroectodérmico. Está constituida principalmente por un tejido parenquimatoso de

células poliédricas denominadas cromafines, que se distribuyen en acinos en torno a

los vasos sanguíneos (Cocchia y Michetti, 1981) y son responsables de la síntesis,

almacenamiento y secreción de catecolaminas (dopamina, adrenalina y

noradrenalina), que ejercen una gran variedad de efectos en el organismo:

1) actúan sobre el metabolismo de los glúcidos (estimulan la glucogenolisis,

aumentando los niveles de glucosa en sangre).

2) actúan sobre el metabolismo de los lípidos (favorecen la movilización de

ácidos grasos libres desde el tejido adiposo).

3) redistribuyen el volumen sanguíneo circulante (dilatan los vasos que irrigan

los músculos esquelético y cardíaco mientras que contraen los que irrigan piel o

intestino).

4) aumentan la presión arterial, la frecuencia cardíaca y la frecuencia y

profundidad de la respiración.
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5) en el sistema nervioso central incrementan la atención y la vigilia.

6) a nivel de otros sistemas producen vasodilatación pupilar, broncodilatación y

paralización de la actividad digestiva.

La médula adrenal está inervada por fibras preganglionares simpáticas

procedentes de la médula espinal, cuyos cuerpos celulares se localizan en las

columnas celulares intermediolaterales, entre las regiones T3 y L3 (Blaschko y

Muscholl, 1972). La mayor parte de estas fibras proceden del nervio esplácnico mayor,

pero también contribuyen a su inervación los nervios esplácnicos menores y otras

fibras procedentes de los ganglios celíacos lumbares (Holets y Elde, 1982; Appel y

Elde, 1988). La mayoría de estas fibras son amielínicas (Coupland, 1965), aunque

también se pueden observar células de Schwann. Su naturaleza química es

principalmente colinérgica, si bien en algunos casos se ha descrito la presencia de

encefalina como transmisor (Pelto-Huikko et al., 1985; Holgert et al., 1995).

La corteza adrenal, a diferencia de la médula, carece de inervación y es

controlada por la hormona adrenocorticotropa (ACTH) liberada por la hipófisis.

Cada glándula adrenal está irrigada por tres arterias y drena a una vena. La

irrigación arterial procede de ramas de la aorta, la arteria renal y la arteria frénica

inferior (figura 2). Por el contrario, son drenadas por una sola vena, la adrenolumbar o

medular central, que también drena parte del retroperitoneo. La vena adrenolumbar

derecha desemboca en la cava inferior mientras que la izquierda lo hace en la vena

renal.

Figura 2. Esquema representativo de la vascularización de las glándulas adrenales en el organismo

humano.
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La circulación intraadrenal es bastante compleja: corteza y médula reciben una

irrigación independiente. Sin embargo, el drenaje venoso de la corteza circula a través

de la médula en un sistema porta que permite a los glucocorticoides sintetizados en la

corteza llegar directamente a la médula y ejercer en ella ciertas acciones; el cortisol,

por ejemplo, regula la síntesis de algunos péptidos y de la adrenalina, en concreto

regula la actividad de la enzima PNMT (feniletanolamina N-metiltransferasa).

En la cápsula y en el tejido conectivo que rodea a los vasos sanguíneos

grandes de la glándula hay vasos linfáticos, que sin embargo no se encuentran en las

regiones secretoras de la misma (Fawcett et al., 2002).

2.2.- La célula cromafín y otras células de la médula adrenal

El término cromafín fue acuñado por primera vez en el siglo XIX por Alfred

Kohn y se debe a la alta afinidad que tienen sus vesículas secretoras para teñirse con

sales de cromo como el cromato potásico (Coupland, 1965). En esta clasificación se

incluyen principalmente las células cromafines de la médula adrenal. Sin embargo,

existen pequeños grupos de células epiteloides que dan una reacción cromafín y que

pueden encontrarse en el interior de la corteza y en corpúsculos extraadrenales. Se

denominan paraganglios y se hayan ampliamente diseminados por el tejido

retroperitoneal. Son pequeños grupos de células que dan una reacción cromafín y que

contienen gránulos electroopacos con catecolaminas (Fawcett et al., 2002).

En la médula adrenal, las células cromafines constituyen el tipo celular más

importante desde el punto de vista estructural y funcional. En función de la

catecolamina que secretan se han descrito principalmente dos tipos de células

cromafines: adrenérgicas y noradrenérgicas. A diferencia con las células

noradrenérgicas, las células adrenérgicas cuentan con la enzima PNMT en su

citoplasma, lo que les permite transformar la noradrenalina en adrenalina.

La morfología de las células cromafines adrenérgicas y noradrenérgicas en el

tejido es poligonal y bastante homogénea. En cultivo, sin embargo, las células

cromafines se vuelven esféricas (figura 3), con un diámetro aproximado de 15-20 µm

(Kajiwara et al., 1997). A nivel de microscopía electrónica la diferencia más llamativa

es que las vesículas secretoras en las células adrenérgicas son mayores que en las

noradrenérgicas, teniendo un contenido de material electrodenso más homogéneo y

de menor densidad. Por el contrario, los gránulos de las células que almacenan

noradrenalina poseen un núcleo electrodenso que a menudo ocupa una posición

excéntrica (Fawcett et al., 2002).
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(Fawcett et al., 2002)

En el tejido adrenomedular existen también otros tipos de células, como las

sustentaculares, las endoteliales y los fibroblastos, además de las terminaciones

nerviosas esplácnicas. Las células sustentaculares son pequeñas e irregulares, se

intercalan entre las cromafines y contienen el marcador glial S-100 (Cocchia y Michetti,

1981); se consideran componentes neurogliales de la médula adrenal. Los fibroblastos

forman un estroma de fibras reticulares que rodean a los acinos de células secretoras

(Coupland, 1965).

2.3. La célula cromafín como modelo de neurona secretora: el término

paraneurona.

A mediados de los años 70, Tsuneo Fujita (Fujita, 1977) y Shigeru Kobayashi

(Kobayashi, 1977) introdujeron el término paraneurona para describir a las células

neuroendocrinas con propiedades similares a las neuronas en cuanto a su origen,

estructura, función y metabolismo. En base a estos criterios, las células cromafines de

los mamíferos podrían considerarse paraneuronas, ya que presentan un gran

parentesco con las neuronas simpáticas postganglionares:

- ambos tipos de células derivan de la cresta neural

- poseen vesículas sinápticas y/o de secreción

- tienen función neurosecretora (las células cromafines liberan catecolaminas

en respuesta a la estimulación por acetilcolina (ACh) liberada por nervios originados

en la médula espinal).

Ambos tipos de células comparten además otras características funcionales:

así, las células cromafines poseen receptores nicotínicos (Douglas y Rubin, 1961;

Wilson y Kirshner, 1977) y muscarínicos (Douglas y Poisner, 1965) sobre los que

actúa la ACh; disparan potenciales de acción (Biales et al., 1976; Brandt et al., 1976;

Kidokoro y Ritchie, 1980) poseen canales sensibles a voltaje de Na+, Ca2+ y K+

f

c

15 µm

Figura 3. Células de la médula adrenal en
cultivo. Se pueden observar células
cromafines (c) y un pequeño porcentaje de
otros tipos celulares (ej. fibroblasto, (f)).
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(Fenwick et al., 1982; Artalejo et al., 1993; García et al., 2006) o exhiben facilitación de

corrientes de calcio por prepulsos despolarizantes repetidos (Ikeda, 1991; Artalejo et

al., 1992b; Gandía et al., 1993b; Albillos et al., 1996b). Las células cromafines también

presentan similitudes morfológicas con las neuronas postganglionares simpáticas, ya

que emiten prolongaciones al co-cultivarlas con astroglia (Uceda et al., 1995) o al

exponerlas al factor de crecimiento nervioso (Unsicker et al., 1980).

Por todo lo expuesto anteriormente y porque se pueden aislar y mantener en

cultivo primario con facilidad (Livett, 1984), las células cromafines se han empleado

ampliamente como modelo neurosecretor y mucho de lo que se conoce sobre la

síntesis y liberación exocitótica de neurotransmisores se lo debemos a ellas. Por otra

parte, el hecho de poseer receptores nicotínicos de diferentes subtipos las convierten

en un valioso modelo para entender la estructura y función de los receptores

nicotínicos neuronales (Gotti et al., 1997; Lindstrom, 1997).

2.4. Funciones fisiológicas de la célula cromafín

Buena parte de las respuestas adaptativas al estrés están condicionadas por

los productos de secreción de la médula adrenal (catecolaminas, ATP, péptidos

neuroactivos, cromograninas y derivados). Las células cromafines liberan sus

vesículas secretoras al torrente sanguíneo en respuesta a dos tipos de estímulos: a un

incremento de la actividad de los nervios esplácnicos, que liberarán el neurotransmisor

fisiológico acetilcolina (figura 4), o a estímulos químicos que llegan a la médula

adrenal por vía hemática. Entre los primeros figuran las situaciones de estrés físico

(hipoxia, hipoglucemia o hipotermia) o emocional (miedo, ansiedad, alerta). Por vía

hemática pueden llegar sustancias como la histamina, la bradicinina o la angiotensina

II, liberadas en situaciones como la alergia o la hipotensión.

Figura 4. Esquema representativo de la inervación de las células cromafines en el interior de la médula

adrenal y de cómo sus productos de secreción (catecolaminas) son vertidos al torrente sanguíneo.
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Las catecolaminas liberadas por los distintos estímulos pueden actuar en

diferentes puntos diana, principalmente el sistema cardiovascular, el sistema

endocrino y el sistema nervioso central, produciendo un incremento en la frecuencia y

fuerza de contracción cardíacas, elevando la presión sanguínea y favoreciendo la

liberación hepática de glucosa. Todos estos procesos, junto a la estimulación

simpática del corazón y de los músculos, preparan al organismo para afrontar

rápidamente una situación de “lucha o huída” frente al estímulo estresante. La

liberación basal de catecolaminas es muy baja, del orden de nanogramos por minuto;

sin embargo, frente a situaciones de estrés, se produce un vertido masivo de

adrenalina (70%) y noradrenalina (30%) al torrente sanguíneo, incrementándose su

concentración plasmática hasta 60 veces (Wakade, 1981). Por tanto, en la cadena de

reacciones mediante las cuales el cerebro coordina la respuesta al estrés, el sistema

nervioso simpático y la médula adrenal tienen un papel predominante.

Junto con las catecolaminas se co-liberan otras sustancias igualmente

almacenadas en las vesículas cromafines: ATP, péptidos opiáceos (dinorfinas y

encefalinas), otros péptidos (factor natriurético atrial, péptido intestinal vasoactivo,

neuropéptido Y, sustancia P, etc.), ascorbatos o cromograninas y sus derivados. Su

presencia y funciones en la célula cromafín no están del todo esclarecidas. Hay quien

piensa que son meros vestigios de la estirpe neural de estas células, pero se ha

demostrado que muchas de ellas pueden modular la secreción adrenal de forma

autocrina y paracrina (Gandía et al., 1993b; Albillos et al., 1996a; Albillos et al., 1996b;

Winkler y Fischer-Colbrie, 1998), incluso se postula que algunas ejerzan un papel

hormonal.

3. CANALES IÓNICOS IMPLICADOS EN LA EXCITABILIDAD DE LA CÉLULA

CROMAFÍN

Los canales iónicos involucrados en la excitabilidad celular han podido

estudiarse gracias al desarrollo de distintas técnicas experimentales. Por un lado, la

biología molecular ha permitido indagar sobre la estructura molecular de los canales

iónicos. Por otra parte, las propiedades biofísicas (selectividad iónica, conductancia,

modulación, etc.) se han caracterizado, a su vez, gracias al desarrollo de las técnicas

de patch-clamp y a la aparición de herramientas farmacológicas, fundamentalmente

neurotoxinas (procedentes de caracoles marinos, arañas, abejas, escorpiones,
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serpientes, ranas, plantas, etc.) y moléculas orgánicas de síntesis que son capaces de

reconocer selectivamente los diversos tipos de canales iónicos presentes en la

membrana celular.

Así, en la célula cromafín se han identificado más de 15 tipos distintos de

canales iónicos (Artalejo, 1995), que pueden dividirse en tres grandes grupos en

función del mecanismo que induce o favorece su apertura:

1) canales activados por voltaje

2) canales activados por ligando

3) otros canales

3.1- Canales iónicos activados por voltaje

En la superfamilia de canales dependientes de voltaje presentes en la célula

cromafín se incluyen los canales de Na+, los de K+ y los canales de Ca2+ dependientes

de voltaje (CCDV).

Las propiedades eléctricas de los canales de Na+ presentes en la célula

cromafín (Nav1.7) fueron descritos por primera vez mediante la técnica de patch-clamp

por el grupo de Erwin Neher en 1982 (Fenwick et al., 1982). En condiciones de bajas

concentraciones de ACh o de baja densidad de receptores nicotínicos, estos canales

se comportan como amplificadores de la señal nicotínica, promoviendo una mayor

despolarización de la membrana y facilitando la apertura de los CCDV. En el resto de

situaciones, la despolarización producida por la activación de los receptores

nicotínicos per se es capaz de reclutar CCDV, sin que sea necesaria la intervención de

los canales de Na+ (Kidokoro et al., 1979; Kirpekar y Prat, 1979; Kidokoro y Ritchie,

1980; Sorimachi et al., 1989).

Los canales de K+ presentes en la célula cromafín contribuyen a la

repolarización de ésta durante los potenciales de acción, regulando su patrón de

disparo y la exocitosis (González-García et al., 1993; Lara et al., 1995; Montiel et al.,

1995). Hasta ahora se han descrito principalmente dos tipos de canales de K+

dependientes de voltaje: el rectificador tardío y el rectificador anómalo (descrito en

cobaya) (Inoue y Imanaga, 1993). Estos canales se abren y cierran en respuesta a

variaciones en el potencial de membrana, de forma que señales de despolarización o

hiperpolarización pueden aumentar su apertura generando una corriente de

rectificación de salida o de entrada, respectivamente (Artalejo, 1995).
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Los CCDV son la principal vía de entrada de calcio extracelular en la célula

cromafín. Su apertura permite la entrada de grandes cantidades de Ca2+ debido al

elevado gradiente electroquímico existente para este ión entre uno y otro lado de la

membrana plasmática. Pueden clasificarse en dos grandes grupos en función del

voltaje requerido para su apertura: canales de bajo umbral de activación (LVA: low

voltage-activated), que se abren a potenciales superiores a -50 mV, y canales de alto

umbral de activación (HVA: high voltage-activated), que requieren una fuerte

despolarización de la membrana para abrirse (superior a -30 mV).

Los canales LVA o de tipo T (tiny o transient) se caracterizan por activarse tras

ligeras despolarizaciones de la célula y por una rápida cinética de inactivación. Hasta

el momento se ha descrito su presencia en células cromafines bovinas (Diverse-

Pierluissi et al., 1991; García-Palomero et al., 2000), en las de rata adulta (Hollins y

Ikeda, 1996; Novara et al., 2004; Carabelli et al., 2007) y en las de rata embrionaria

(Bournaud et al., 2001; Levitsky y López-Barneo, 2009).

En cuanto a los canales HVA, se han descrito hasta cinco subtipos (L, N, P/Q y

R), que se diferencian entre sí por sus propiedades biofísicas y farmacológicas. En la

célula cromafín se expresan todos ellos: los L (Hoshi y Smith, 1987; Bossu et al.,

1991a; Bossu et al., 1991b; Albillos et al., 1994), los N (Hans et al., 1990; Bossu et al.,

1991a; Bossu et al., 1991b; Artalejo et al., 1992a; Albillos et al., 1994), los P (Albillos et

al., 1993; Gandía et al., 1993a; Artalejo et al., 1994), los Q (López et al., 1994; Albillos

et al., 1996c) y los R (Albillos et al., 2000; García-Palomero et al., 2000).

Los diferentes subtipos de canales HVA en la célula cromafín presentan una

densidad relativa muy diferente entre especies (García et al., 2000; García et al.,

2006). En el caso de las células cromafines bovinas (CCB) se ha descrito una similitud

importante con las células cromafines humanas en cuanto a la proporción de los

subtipos de CCDV, con una presencia predominante de los CCDV tipo-P/Q.

3.2.- Canales iónicos activados por ligando

Son también conocidos como receptores ionotrópicos. En estos receptores, la

unión específica de un ligando (neurotransmisor) produce un cambio conformacional

que desencadena la apertura de un poro iónico que permite el intercambio de iones

entre el interior y el exterior celular. A diferencia con los canales dependientes de

voltaje, altamente selectivos a un determinado ión, los receptores ionotrópicos
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presentan una baja selectividad iónica, por lo que suelen ser permeables a varios

iones.

Dentro de los canales iónicos activados por ligando se han caracterizado tres

familias (figura 5).

Figura 5. Familias de canales iónicos activados por ligando. Adaptado de Collingridge et al., 2009.

Los receptores purinérgicos (P2X) son proteínas con una estequiometría

trimérica (Brake et al., 1994; Nicke et al., 1998; Dunn et al., 2001) capaces de

reconocer al ATP como neurotransmisor (Dunn et al., 2001). A diferencia con los

receptores purinérgicos presentes en otros tejidos, en la célula cromafín estos

receptores se encuentran exclusivamente acoplados al flujo de Ca2+ (Castro et al.,

1994).

En la familia de receptores de glutamato se incluyen los receptores de

NMDA, AMPA y kainato (Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). En células

cromafines se ha postulado su implicación en la despolarización de la membrana y en

el incremento de Ca2+ intracelular que conllevan a la secreción de catecolaminas

(González et al., 1998).

Finalmente, la superfamilia de receptores con lazo Cys está formada por el

receptor nicotínico para la acetilcolina (nAChR) (ver apartado 5 de esta Introducción),

el receptor de glicina (GlyR) (Yadid et al., 1993a; Yadid et al., 1993b), el receptor de
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serotonina (receptor 5-HT) (Fernández-Vivero et al., 1993; Minakuchi et al., 1997;

Lefebvre et al., 1998) y el receptor del ácido -aminobutírico de tipo A (GABAA)

(Bormann y Clapham, 1985; Castro et al., 1989). Todos estos receptores presentan un

par de cisteínas separadas por 13 residuos y conectadas entre sí por un puente

disulfuro en su extremo N-terminal (Kao y Karlin, 1986; Karlin y Akabas, 1995). En

base a la especificidad iónica pueden subdividirse en dos grupos:

- Receptores de potenciales sinápticos excitatorios, que permiten el paso de

cationes en las sinapsis excitatorias, como es el caso del nAChR y del receptor 5-HT.

- Receptores de potenciales sinápticos inhibitorios, que permeabilizan aniones

en las sinapsis inhibitorias, como los receptores de GABAA y glicina.

3.3.- Otros canales

- Canales de K+ dependientes de Ca2+: Actualmente se conocen dos tipos: los

canales de alta conductancia o BK (big conductance) (Marty, 1981) y los canales de

baja conductancia o SK (small conductance) (Artalejo et al., 1993). Los canales BK

son activados por Ca2+ intracelular, pero a bajas concentraciones de éste son también

dependientes de voltaje. Los canales SK, en cambio, se activan casi exclusivamente

por Ca2+ intracelular. Estos canales intervienen en la hiperpolarización de la célula en

situaciones en las que se producen elevaciones sostenidas de Ca2+ intracelular,

cuando el potencial de membrana está en reposo.

- Canales de Ca2+ operados por depósitos intracelulares: Son conocidos

como SOCCs (Store-Operated Calcium Channels). Se activan por el vaciado de

depósitos intracelulares de calcio generando una “entrada capacitativa de Ca2+” o

“entrada de Ca2+ operada por depósitos” destinada a rellenar tales depósitos (Fomina

y Nowycky, 1999; Putney, 2003).

Aunque el rellenado de los depósitos de Ca2+ pueda parecer la principal misión

de estos canales, también son capaces de estimular la exocitosis a potenciales

negativos, así como de potenciar las respuestas secretoras tras la activación de los

CCDV (Fomina y Nowycky, 1999; Marley, 2003).

- Canales de Cl-: Estos canales intervienen principalmente en el mantenimiento

del volumen celular. Se piensa que podrían estar implicados en las variaciones de

volumen debidos al proceso exocitótico (Artalejo, 1995).
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- Canales activados por segundos mensajeros: También se conocen como

receptores metabotrópicos. En este apartado se incluyen los receptores muscarínicos

(Artalejo, 1995; Olivos y Artalejo, 2008), los de dopamina (Artalejo et al., 1990;

Bigornia et al., 1990), los de histamina (Choi et al., 1993; Cheek et al., 1994) y los de

ácido -aminobutírico de tipo B (GABAB) (Castro et al., 1989). Los tres primeros actúan

en las sinapsis excitatorias y los de GABAB, en las inhibitorias.

En el caso de la estimulación muscarínica, tras la llegada del agonista se activa

una cascada de segundos mensajeros que provocan la apertura del canal iónico.

Como consecuencia se produce un incremento en el nivel de Ca2+ citosólico y la

posterior secreción de catecolaminas. Existe una gran variabilidad entre especies

respecto a la participación de los receptores muscarínicos en el proceso secretor;

mientras que en células cromafines de gato, rata o perro se ha descrito una sólida

implicación en este proceso, en células cromafines bovinas no se ha podido demostrar

su contribución a la liberación de catecolaminas (Artalejo, 1995; Olivos y Artalejo,

2008).

4. EL PROCESO SECRETOR DE CATECOLAMINAS

4.1.- Acoplamiento excitación-secreción: papel mediador del calcio

La secreción de catecolaminas por la célula cromafín se conoce desde las

primeras décadas del siglo pasado. Ya en 1934, Feldberg y Minz (Feldberg et al.,

1934) demostraron que la estimulación del nervio esplácnico producía liberación de

ACh y que ésta era responsable de la secreción de adrenalina por la médula adrenal.

Años después, surgió el concepto de “acoplamiento excitación-secreción” de la

mano de William Douglas y Donald Rubin. Gracias a sus estudios sobre la secreción

de catecolaminas realizados en médula adrenal de gato demostraron que la entrada

Ca2+ extracelular era imprescindible para desencadenar el proceso secretor de

catecolaminas (Douglas y Rubin, 1961).

En condiciones de reposo, se estima que las fibras esplácnicas disparan

potenciales de acción de forma asincrónica a una frecuencia de 0,1 Hz (Brandt et al.,

1976). En situaciones de estrés, sin embargo, la frecuencia de descarga se incrementa

hasta tres veces y puede llegar a sincronizarse, lo cual se traduce en la liberación de

gran cantidad de ACh, el neurotransmisor fisiológico a nivel de la sinapsis esplácnico-
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cromafín (Feldberg et al., 1934). Una vez allí, la ACh actuará sobre receptores

nicotínicos y/o muscarínicos presentes en la membrana de la célula cromafín; aunque

el porcentaje de uno y otro colinoceptor varía entre especies animales y se altera en

situaciones de estrés crónico, en los mamíferos predomina la acción de la ACh sobre

los receptores nicotínicos (O'Sullivan y Burgoyne, 1989).

En la célula cromafín bovina, la activación del receptor nicotínico implica la

apertura de su canal iónico, que en condiciones fisiológicas posibilita la entrada de Na+

y, en menor medida, de Ca2+ al interior celular (Douglas et al., 1967). Esta entrada de

cationes al interior celular provoca una despolarización de la membrana plasmática

capaz de inducir la activación de los CCDV y, con ello, la entrada de Ca2+ desde el

espacio extracelular. Este incremento de Ca2+ citosólico tendrá como consecuencia

final la secreción de catecolaminas hacia el torrente sanguíneo (García et al., 1984)

(figura 6).

Figura 6. Esquema representativo del proceso de acoplamiento excitación-secreción en la célula

cromafín.

La finalización del ciclo de actividad de la célula cromafín se produce por varios

mecanismos:

- Hidrólisis de la ACh en el espacio sináptico por parte de la enzima

acetilcolinesterasa.
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- Desensibilización de los receptores nicotínicos por exposición continuada a

ACh.

- Inactivación de los CCDV por el propio Ca2+ y por el voltaje.

- Inhibición de los CCDV por productos de secreción (ATP y opioides).

- Activación de los canales de K+ dependientes de Ca2+, que favorecen la

repolarización de la membrana plasmática, disminuyendo la excitabilidad celular.

4.2.- Homeostasis celular del calcio

Tras el proceso de entrada de Ca2+ al citosol y el desencadenamiento de la

respuesta secretora, se ponen en marcha los sistemas homeostáticos de

mantenimiento de la concentración de Ca2+ citosólico.

La concentración de Ca2+ citosólico en la célula en reposo es del orden de 50-

200 nM, unas 10.000 veces menor que la concentración extracelular, lo que da lugar a

que incrementos relativamente pequeños de Ca2+ puedan servir de señal que dispara

gran variedad de fenómenos fisiológicos. Estas señales intracelulares de Ca2+ son el

resultado de una regulación rápida y dinámica entre el Ca2+ que entra a través de los

CCDV y, en menor medida, de los nAChRs, el Ca2+ tamponado, la salida o bombeo de

Ca2+ desde el citosol hacia el exterior celular y el secuestro/liberación de Ca2+ por las

organelas intracelulares.

La célula cromafín presenta una serie de mecanismos para evitar la sobrecarga

de Ca2+, que podría desencadenar multitud de procesos, entre los que se encuentra la

muerte celular por apoptosis. Dentro de estos mecanismos, cabe destacar los

siguientes:

- Proteínas que unen Ca2+: parvalbúmina, calbindina y calmodulina, entre otras.

- Bombas e intercambiadores de la membrana celular: bomba Ca2+-ATPasa e

intercambiador Na+/Ca2+, que liberan Ca2+ al medio extracelular.

- Organelas intracelulares “dinámicas”: retículo endoplásmico y mitocondria, que

secuestran o liberan Ca2+ en función de su estado de rellenado y de la concentración

de este catión en el citosol.

- Organelas “estáticas”: vesículas cromafines, que quelan Ca2+ en su interior.
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4.3.- La vesícula cromafín

Las células cromafines almacenan sus productos de secreción en las vesículas

secretoras. Se han llegado a identificar hasta cinco tipos diferentes de estas vesículas,

según su tamaño y forma al microscopio electrónico (Koval et al., 2001), siendo las

más abundantes las denominadas vesículas grandes de núcleo denso (LDCV:

Large Dense Core Vesicles). En la célula cromafín bovina se ha estimado que hay

entre 20.000-30.000 vesículas (Phillips, 1982; Burgoyne, 1991; Plattner et al., 1997),

con un diámetro entre 250 y 450 nm (Ornberg et al., 1995; Parsons et al., 1995;

Plattner et al., 1997), lo que representa aproximadamente el 10% del volumen celular.

Además de adrenalina y noradrenalina, que constituyen el 20% de su

contenido, en las vesículas cromafines se almacenan también otras aminas como

dopamina, histamina o serotonina, todas ellas asociadas a las cromograninas. Estas

últimas son unas proteínas de naturaleza acídica que permiten, con ayuda de ATP,

Ca2+ y Mg2+, el empaquetamiento de las catecolaminas en una matriz o gel que reduce

enormemente el gradiente osmótico de la vesícula (Winkler, 1976).

En las vesículas cromafines también se almacenan enzimas como la

dopamina--hidroxilasa (DBH) y su cofactor, el ácido ascórbico, fundamentales para la

síntesis de noradrenalina. Junto a ellas se encuentran una serie de péptidos, como

opioides, sustancia P, somatostatina, neurotensina, encefalinas, helodermina,

neuropéptido Y, péptido intestinal vasoactivo o factor natriurético atrial (algunos de

ellos se almacenan de forma diferencial en células adrenérgicas o noradrenérgicas).

Curiosamente la PNMT, la enzima que transforma noradrenalina en adrenalina, no se

almacena en las vesículas sino en el citosol, por lo que en las células cromafines

adrenérgicas la noradrenalina tendrá que salir fuera de la vesícula para, una vez

transformada en adrenalina, volver a entrar en ella. Por último, un 22% del contenido

vesicular lo constituyen lípidos como la lisolecitina, que favorece la fusión de

membranas.

4.4.- El proceso exocitótico

La exocitosis del contenido vesicular es la base de la comunicación intercelular

en organismos multicelulares, a través de la liberación de una amplia gama de

moléculas que van a actuar a nivel extracelular.

La fusión de la membrana vesicular con la plasmática es una reacción que

requiere de proteínas específicas que empujen a las membranas a mantenerse juntas,
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ya que la repulsión entre ambas membranas y el entorno acuoso no favorecería su

fusión espontánea (Sudhof, 1995). Algunas de estas proteínas, muy conservadas en la

evolución y en los diferentes tipos de neuronas y células neuroendocrinas, constituyen

el denominado complejo SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor

attachment protein receptor), y se localizan tanto en la membrana de las vesículas

secretoras (v-SNAREs) como en la membrana plasmática (t-SNAREs). Se han

identificado principalmente tres tipos (Sollner et al., 1993; Roth y Burgoyne, 1994):

sinaptobrevinas o VAMPs, sintaxinas y SNAP-25. Por sí mismas, estas proteínas son

capaces de llevar a cabo el proceso de fusión in vitro (Weber et al., 1998) pero in vivo

la fusión de membranas requiere un gran número de otras proteínas reguladoras como

la -SNAP, el factor sensible a n-etilmaleimida (NSF) (Sudhof, 1995) o la

sinaptotagmina (Voets et al., 2001), entre otras. Todo este complejo entramado de

proteínas constituye la denominada “maquinaria de la exocitosis”.

Respecto a los requerimientos de Ca2+ para que se produzca exocitosis, hay

trabajos que indican que el sensor de Ca2+ para la fusión de membranas en células

neuroendocrinas tiene una afinidad por Ca2+ un orden de magnitud mayor que en

células neuronales; así, en células cromafines la concentración eficaz 50 (CE50) de

Ca2+ para la exocitosis es de 10-20 µM (Heinemann et al., 1994) y la exocitosis se

podría disparar a partir de concentraciones de Ca2+ citosólico cercanas a 5 µM,

mientras que en células neuronales es de aproximadamente 190 µM (Heidelberger et

al., 1994). No obstante, la relación entre Ca2+ y exocitosis en ambos tipos de células

es muy controvertida en la literatura, con trabajos que postulan una relación lineal

entre ellos y otros que postulan la cooperatividad entre iones calcio durante el proceso

de exocitosis, lo que probablemente implicaría la unión del calcio a varios sitios de

unión de una o más proteínas (Augustine et al., 1991; Meir et al., 1999; Carabelli et al.,

2003).

4.5.- El proceso endocitótico

Después de un estímulo fisiológico que provoque la secreción en células con

exocitosis regulada, va a ocurrir una recuperación de membrana similar a la fusionada

para mantener una superficie celular constante, proceso conocido como endocitosis.

Se han descrito dos mecanismos de endocitosis: una endocitosis rápida, que se

completa en varias decenas de segundos, y una endocitosis lenta, mediada por

receptor, que tiene lugar en minutos.
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La endocitosis rápida es un proceso dependiente de Ca2+ y requiere de la

proteína de escisión dinamina para recuperar la membrana vesicular después de la

secreción (Artalejo et al., 1997). Además, es independiente de la proteína clatrina y es

mucho más rápida que las formas de endocitosis mediadas por receptor (Artalejo et

al., 1995; Henkel y Almers, 1996). En determinadas ocasiones, como un estímulo muy

intenso o cuando la concentración de calcio intracelular es muy elevada, se observa

una endocitosis en la que se recupera más membrana de la que se ha fusionado

durante el proceso exocitótico (Neher y Zucker, 1993). Por lo tanto se puede hablar de

dos vías de endocitosis rápida en células cromafines en función de la concentración de

Ca2+ citosólico que requieran: endocitosis “compensadora” y endocitosis “excesiva”

(Smith y Neher, 1997; Engisch y Nowycky, 1998). La endocitosis compensadora va a

recuperar únicamente una cantidad semejante de membrana a la que se ha exocitado

y tiene lugar cuando los niveles de calcio son similares a los que han provocado la

exocitosis. Recientemente se ha descrito en la célula cromafín bovina que es el calcio

que entra a través de los CCDV de tipo L el principal responsable de este proceso

(Rosa et al., 2007). Por el contrario, la endocitosis en exceso no está relacionada con

el nivel de exocitosis previo y requiere concentraciones de calcio citosólico muy altas.

Por otro lado la endocitosis “lenta” es dependiente de clatrina y de la

concentración de K+ intracelular y es independiente, o está menos influenciada, de la

concentración de calcio y otros iones divalentes (Artalejo et al., 2002).

5. EL RECEPTOR NICOTÍNICO DE TIPO NEURONAL

5.1.- Estructura y composición de los nAChRs neuronales

El receptor nicotínico neuronal, al igual que su homólogo de la placa motora,

pertenece a la superfamilia de receptores ionotrópicos con lazo Cys, en la que se

incluyen los receptores de glicina, GABAA y 5-HT3 (Bormann y Clapham, 1985; Castro

et al., 1989; Ortells y Lunt, 1995).

Los nAChRs neuronales están ampliamente distribuidos en localizaciones pre-

y post-sinápticas tanto del Sistema Nervioso Central, como del Periférico (McGehee y

Role, 1995). Se ha descrito también su presencia en diferentes tejidos no-nerviosos

como el epitelio intestinal, el epitelio y el endotelio pulmonar, el tejido adiposo, el

sistema inmune, el epitelio oral y el endotelio vascular, en queratinocitos, en órganos
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reproductores, en vejiga urinaria o en células cancerígenas (Gahring y Rogers, 2005;

Kawashima y Fujii, 2008), donde se han relacionado con la patología de ciertas

enfermedades, convirtiéndolos así en potenciales dianas terapéuticas (Gwilt et al.,

2007; Egleton et al., 2008; Fujii et al., 2008; Kawashima y Fujii, 2008; Arias et al.,

2009).

Gran parte de lo que se conoce de la estructura de los nAChRs se ha

extrapolado a partir de los estudios de microscopía electrónica realizados en los

nAChRs post-sinápticos del órgano eléctrico del pez Torpedo (Unwin, 1993; Unwin,

1995; Miyazawa et al., 1999; Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005), así como de los

estudios estructurales de alta resolución de la AChBP (Acetylcholine binding protein)

(Brejc et al., 2001). Esta última es una proteína soluble homopentamérica que

secretan las células gliales del caracol Lymnaea en las sinapsis colinérgicas, en las

que modula la transmisión sináptica mediante su unión a la ACh. Su hallazgo ha

permitido avanzar enormemente en el conocimiento de la estructura extracelular de los

receptores nicotínicos, en particular de su lugar de unión al agonista.

Así, se acepta ampliamente el modelo que postula que el nAChR es una

proteína constituida por 5 subunidades que se insertan en la membrana celular de

forma simétrica, a modo de barril, en torno a un poro central (figura 7).

Figura 7. Plegamiento del receptor nicotínico inserto en la membrana. La glicoproteína está formada

por 5 subunidades homólogas, cada una de las cuales presenta 4 segmentos hidrofóbicos (M1-M4) que

se disponen atravesando la membrana. Los extremos N- y C- terminal de la proteína son extracelulares.
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Cada una de estas subunidades consta de cuatro zonas bien definidas

(Corringer et al., 2000; Karlin, 2002):

1- Un largo dominio extracelular que abarca la región comprendida entre el

extremo N-terminal y el primer segmento transmembrana (M1), que contiene sitios

para glicosilación y los elementos esenciales del sitio de unión de agonistas y

antagonistas.

2- Cuatro segmentos transmembrana de carácter lipofílico denominados M1,

M2, M3 y M4. El poro iónico está formado por los segmentos transmembrana M2 y por

parte del extremo N-terminal del segmento transmembrana M1 de cada una de las

subunidades que forman el receptor.

3- Un largo dominio citoplasmático, comprendido entre los segmentos M3 y M4,

donde se sitúan sitios de fosforilación, que condicionan la modulación del receptor. A

pesar de que todas las subunidades presentan secuencias homólogas, ésta es la

región más variable (Sargent, 1993; Lindstrom et al., 1995).

4- Un corto dominio C-terminal orientado extracelularmente.

La unión de estas subunidades para formar un receptor funcional confiere al

receptor un aspecto cilíndrico de unos 65 Å de diámetro medio y 120 Å de longitud.

Esta estructura sobresale de la membrana unos 65 Å por su lado extracelular y 20 Å

hacia el interior celular. Además sufre un estrechamiento hacia la mitad del poro,

debido a la rotación de las hélices  de los segmentos transmembrana M2, que actúa

como un mecanismo de compuerta (Unwin, 2005). Longitudinalmente existen en el

receptor tres partes bien definidas: un dominio extracelular, un dominio

transmembrana en torno a un poro estrecho y un dominio citoplasmático (figura 8).

Figura 8. Estructura tridimensional del receptor nicotínico. Adaptado de Unwin (2005).
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Las diferentes subunidades que forman parte de un nAChR se pueden

clasificar en dos grandes grupos según su función:

a. Subunidades de unión al agonista o subunidades : Cuentan con dos

residuos de cisteínas contiguos en las posiciones 192 y 193, situadas en el extremo N-

terminal (Karlin y Akabas, 1995). El agonista se une a 2 subunidades  o en lugares

cercanos a la interfase entre éstas y otras subunidades.

b. Subunidades estructurales o subunidades : No presentan las dos

cisteínas adyacentes características de las subunidades  y su función principal es

estructural, si bien en los últimos años se les está otorgando un papel importante en el

proceso de unión del agonista (Duvoisin et al., 1989; Sine, 1993; Parker et al., 1998;

Boorman et al., 2003) y en la funcionalidad y sensibilidad farmacológica del receptor

(Duvoisin et al., 1989; Cachelin y Jaggi, 1991; Luetje y Patrick, 1991; Papke y

Heinemann, 1991; Harvey y Luetje, 1996; Bohler et al., 2001; Wu et al., 2006). En este

apartado podría incluirse a la subunidad 5, que se designó como subunidad  por la

presencia de las dos cisteínas contiguas en el extremo N-terminal. Sin embargo, no

presenta en su secuencia determinados aminoácidos característicos conservados en

todas las subunidades , como la Tyr 190 (Karlin y Akabas, 1995), que parece estar

implicada en la unión al agonista. Además, su secuencia guarda gran parecido con la

subunidad 3 (Boulter et al., 1990) y no es capaz de formar receptores con sitios de

unión al agonista funcionales cuando se co-inyecta con otras subunidades  o  en

ovocitos de Xenopus. No obstante, se le han atribuido funciones tanto estructurales

como modificadoras de las características biofísicas y farmacológicas del receptor

(Ramírez-Latorre et al., 1996; Wang et al., 1996; Kuryatov et al., 2008).

5.2.- Clasificación de los nAChRs neuronales

Hasta la fecha se han identificado 12 genes que codifican otras tantas

subunidades nicotínicas neuronales, nueve  (2-10) y tres  (2-4), que se pueden

agrupar para originar receptores homoméricos (5 subunidades  del mismo tipo), o

bien heteroméricos (por la combinación de como mínimo dos subunidades  con

subunidades ).

A su vez, estos receptores se han clasificado en función de su capacidad de

unión a -bungarotoxina (Bgt) en:
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a. nAChRs sensibles a Bgt: Estos receptores están formados por

subunidades 7, 8 (sólo identificada en pollo) o 9, capaces de formar receptores

funcionales homoméricos, lo cual no excluye que puedan formar parte también de

receptores heteroméricos (Schoepfer et al., 1990). En este grupo cabría mencionar a

la subunidad 10, que hasta la fecha sólo se ha detectado expresándose

heterólogamente junto con la 9 (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002).

b. nAChRs insensibles a Bgt: Estos receptores están compuestos tanto por

subunidades de tipo  (2-6) como por subunidades de tipo  (2-4), que por sí

mismas son incapaces de formar receptores funcionales. Estas subunidades se

asocian entre sí con una estequiometría en la que como mínimo habrá dos

subunidades de tipo . Por lo que se sabe hasta la fecha, estos receptores expresan

un único tipo de subunidad , con la excepción de las subunidades 5 y 6 que son

capaces de expresarse junto a otras subunidades de tipo  y  para dar receptores

heteroméricos del tipo 354, 452, 352, 562 o 364 (Sargent, 1993;

Lindstrom et al., 1995; Kuryatov et al., 2000).

En general, se ha sugerido que la capacidad de combinación entre las

subunidades examinadas sea más permisiva in vivo que en sistemas de expresión

heterólogos, sin descartar la existencia de otras subunidades no identificadas, ya que

en pocos casos existe una correlación entre las propiedades farmacológicas y

electrofisiológicas de los receptores expresados heterólogamente y de los registrados

in vivo. Dependiendo de la combinación de subunidades, el receptor formado puede

tanto cambiar su afinidad por ciertos fármacos y algunos de sus parámetros

electrofisiológicos, como presentar propiedades nuevas.

Actualmente, la identificación de las subunidades que conforman un

determinado receptor se basa en la combinación de técnicas de detección de ARNm

(hibridación in situ o PCR) o proteínas (coinmunoprecipitación o inmunocitoquímica),

junto con ensayos funcionales (electrofisiología o secreción de neurotransmisores).

5.3.- Aspectos funcionales de los nAChRs neuronales

a) Sitios de unión del ligando:

La unión de dos moléculas de agonista al nAChR provoca un cambio

conformacional que afecta a todas las subunidades y que tiene como consecuencia
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final la apertura de su canal iónico (Sine y Taylor, 1980; Kistler et al., 1982; Unwin,

1996).

En los receptores homoméricos, este sitio de unión se sitúa en la interfase

entre subunidades adyacentes, mientras que en receptores heteroméricos se

encuentra en la interfase entre las subunidades  y  (figura 9). En ambos casos, está

formado por una serie de residuos aminoacídicos pertenecientes al componente

principal o lado positivo (A, B y C) y al componente secundario o lado negativo (D, E y

F). Mientras que en los receptores heteroméricos el componente principal lo aportan

las subunidades  y el secundario las subunidades , en los receptores homoméricos

todas las subunidades contribuyen a ambos componentes (Changeux y Edelstein,

1998; Corringer et al., 2000).

Figura 9. A) Localización de los lugares de unión del ligando en receptores homoméricos y heteroméricos

(Adaptado de Gotti y Clementi, 2004). B) Localización de los componentes principal y secundario en un

receptor heteromérico (Adaptado de Dougherty y Lester, 2001).

A pesar de haber sido clasificadas como subunidades  y , ni la subunidad 5

ni la 3 forman parte del sitio de unión del ligando, ya que carecen de los aminoácidos

necesarios para ello y, por tanto, están consideradas como subunidades auxiliares

(Gotti y Clementi, 2004).
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b) Comportamiento cinético:

Los distintos subtipos de nAChRs pueden encontrarse en tres estados

funcionales distintos (Karlin y Akabas, 1995):

a) Reposo: predomina en ausencia de agonista. En este caso la probabilidad

de apertura del canal es muy baja.

b) Abierto: la presencia de agonista favorece la apertura del canal durante unas

decenas de milisegundos.

c) Desensibilizado: la presencia continua del agonista provoca un cambio

conformacional en el receptor que hace que el canal pierda su funcionalidad.

Se ha propuesto la existencia de al menos 2 estados desensibilizados (I y D),

que presentan una elevada afinidad por el ligando (pM-nM). La transición del estado

abierto al estado “I” ocurre en el orden de milisegundos, mientras que la transición al

estado “D” del receptor es más lenta, teniendo lugar en cuestión de minutos

(Changeux et al., 1984; Changeux y Edelstein, 1998).

Todos estos estados se encuentran en equilibrio en ausencia de ligando. Sin

embargo, en presencia de un ligando, éste se unirá preferentemente a uno de los

estados conformacionales del canal, estabilizándolo.

c) Selectividad iónica del canal:

Los receptores nicotínicos para la acetilcolina son canales iónicos selectivos al

paso de cationes (Na+ en mayor medida, Ca2+ y K+). En esta selectividad iónica se ven

implicados una serie de aminoácidos situados en el bucle entre los segmentos M1 y

M2 de cada una de las subunidades que forman el canal, los cuales confieren un

entorno óptimo al paso de cationes, impidiendo el paso de aniones por repulsión

electrostática (Corringer et al., 1999; Miyazawa et al., 1999).

5.4.- Modulación del nAChR neuronal

Se han identificado diversos dominios estructurales que regulan las

características cinéticas del nAChR, es decir, rapidez y tiempo medio de apertura del

canal iónico, conductancia, permeabilidad al calcio, desensibilización, etc. El tipo de

subunidades que conforman el receptor son las que determinan estas propiedades.
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Los distintos subtipos de nAChRs presentan una regulación compleja por el ión

calcio, ya que éste no sólo permea por el poro iónico, sino que también regula sus

propiedades funcionales.

En el caso de los receptores homoméricos, se ha demostrado que presentan

una elevada permeabilidad al ión Ca2+, siendo equiparable a la de los receptores de

glutamato activados por NMDA, en el caso de receptores 7 (Rogers y Dani, 1995;

Fucile, 2004), o incluso a la de los CCDV, como es el caso de los receptores 9

(Jagger et al., 2000; Katz et al., 2000). Por otra parte, la presencia de la subunidad 5

también ha sido relacionada con un aumento ostensible de la permeabilidad a este

catión en receptores heteroméricos (Gerzanich et al., 1998).

Además, tanto el Ca2+ intracelular como el extracelular son capaces de

aumentar la frecuencia de apertura de los nAChRs presentes en células cromafines de

la médula adrenal (Amador y Dani, 1995).

La entrada del Ca2+ a través de estos receptores puede activar diversas

cascadas de señalización intracelulares, en las que están implicadas enzimas

encargadas de modificar el estado de fosforilación del receptor. La fosforilación de

determinados aminoácidos presentes en las distintas subunidades nicotínicas provoca

un aumento en la velocidad de desensibilización del receptor (Paterson y Nordberg,

2000). Esta desensibilización va a depender a su vez de una serie de factores:

a) la composición en subunidades del receptor: los receptores que contienen

subunidades 7 se desensibilizan de forma más rápida, en ms, que los receptores que

no contienen 7, que lo hacen en s (Fenster et al., 1997; Giniatullin et al., 2005).

b) el tiempo de exposición al agonista y la dosis del mismo: a mayor dosis y

tiempo de exposición, mayor grado de desensibilización, pudiendo llegar a ser

irreversible en el caso de determinadas incubaciones crónicas al agonista (Reitstetter

et al., 1999).

c) la rapidez con que un nAChR se recupera de la desensibilización varía en

función del agonista (Paradiso y Steinbach, 2003).

Una característica muy relacionada con los procesos de desensibilización es la

regulación del número de receptores en respuesta a la exposición continua a algunos

agonistas nicotínicos (Gentry y Lukas, 2002; Gotti y Clementi, 2004). La inactivación

del nAChR, ya sea por la desensibilización inducida por la presencia continua de

agonista o por el bloqueo por antagonistas, provoca un incremento en el número de
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receptores expresados en la membrana plasmática. Sin embargo, existe una cierta

controversia sobre el significado y la funcionalidad de estos nuevos receptores

(Wonnacott, 1990; Buisson y Bertrand, 2001). Se ha postulado que podría tratarse de

un mecanismo compensatorio para mantener la función de los receptores nicotínicos

durante largas exposiciones a nicotina, como ocurre en el caso de fumadores crónicos

(Sala et al., 2008).

5.5.- Farmacología de los nAChRs neuronales

Gracias a las técnicas de biología molecular y de mutagénesis dirigida,

combinadas con técnicas electrofisiológicas, ha sido posible la identificación de

determinados aminoácidos en el nAChR implicados en los procesos de reconocimiento

de los diferentes fármacos. Además del lugar de unión del agonista, donde también

pueden unirse antagonistas competitivos, también han sido descritos otros sitios de

unión para fármacos no competitivos, tanto agonistas como antagonistas, y para otras

sustancias moduladoras (Paterson y Nordberg, 2000) (figura 10).

Figura 10. Sitios de unión para diferentes ligandos (agonistas, antagonistas y moduladores) en el nAChR.

La combinación de subunidades presentes en un determinado receptor no sólo

determina su especificidad funcional, sino también un perfil farmacológico

característico. La farmacología de los compuestos que actúan sobre los distintos

subtipos de receptores se evalúa mediante técnicas electrofisiológicas y bioquímicas,

tanto en preparaciones celulares, como en sistemas de expresión heteróloga de los
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ARNm que codifican para las distintas subunidades. A pesar de la diferencia que

pueda existir entre el funcionamiento de los receptores recombinantes y los nativos

(Sivilotti et al., 1997), el objetivo de los estudios realizados en sistemas de expresión

heteróloga es determinar qué subtipos están implicados en cada uno de los efectos de

los distintos fármacos nicotínicos. Así, son especialmente interesantes los estudios

que demuestran la influencia de la inclusión de un tercer tipo de subunidad (5, 6 o

3) en la fisiología y farmacología de los nuevos nAChRs.

La mayor parte de los agonistas nicotínicos disponibles actualmente (tabla 1)

se caracterizan por no poseer selectividad receptorial, es decir, son capaces de activar

todos los subtipos de receptores nicotínicos. La aparición de nuevos compuestos

selectivos permite conocer la implicación de un determinado subtipo de receptor en

una determinada función fisiológica o fisiopatológica.

Agonistas no selectivos Antagonistas no selectivos Moduladores alostéricos no selectivos
5-I-A85380 -conotoxina MII Codeína
ABT-418/ABT-089 Clorisondamina Fisostigmina
Acetilcolina Dihidro--eritroidina Galantamina
Anabaseína D-Tubocurarina Ivermectina
Anatoxina Erisodina
Carbacol Hexametonio
Dimetilfenilpiperazinio Mecamilamina
Epibatidina Trimetafán
Lobelina
Nicotina

Agonistas selectivos 7 Antagonistas selectivos 7 Moduladores alostéricos selectivos 7
4-OH-GTS-21 -bungarotoxina 5-OH-Indol
AR-R17779 -conotoxina ImI PNU-120596
Colina Metilicacotinina
GTS-21
PNU-282987

Tabla 1. Ligandos de receptores nicotínicos neuronales

Actualmente están adquiriendo gran importancia los moduladores alostéricos,

tanto en el campo de la terapéutica, como en el de la farmacología. El concepto de

modulador alostérico surgió de la mano de la galantamina, un fármaco actualmente

utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y que, aunque inhibe

débilmente la acetilcolinesterasa, mejora de forma significativa la cognición y retrasa el

deterioro del paciente. Se ha planteado la posibilidad de que su efecto alostérico, a



37

nivel de receptores nicotínicos cerebrales, sea el responsable de su eficacia en la

prevención del deterioro cognitivo, por lo que en la actualidad se está trabajando en la

síntesis de nuevos moduladores alostéricos que puedan actuar mejorando la

transmisión colinérgica en otras enfermedades.

Los moduladores alostéricos se unen al receptor nicotínico en un lugar

diferente al sitio de unión del agonista (figura 10), induciendo un cambio

conformacional que provoca una hipersensibilidad del receptor al agonista (Changeux

y Edelstein, 2005). La principal ventaja de estos compuestos como agentes

terapéuticos es que no son activos en ausencia de agonista. Además, los moduladores

alostéricos selectivos, por ejemplo, para el receptor 7, constituyen una herramienta

farmacológica muy útil para la comprensión de la farmacología y del papel fisiológico

de estos receptores.

5.6.- Importancia fisiopatológica de los nAChRs neuronales

Neuronas y células cromafines son capaces de expresar en su membrana de

forma muy selectiva gran diversidad de nAChRs. Sin duda la localización subcelular de

estos receptores, así como su composición en subunidades, condicionan los patrones

de incrementos del nivel de Ca2+ citosólico que generan y su posible función dentro de

la célula (Dani, 2001; Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004). Todavía queda mucho por

esclarecer sobre las funciones fisiológicas e implicaciones patológicas de tal variedad

de nAChRs, debido fundamentalmente a la carencia de ligandos específicos para

disecar cada subtipo de nAChR y a la dificultad añadida que implica el estudio de

algunos subtipos de receptores, como los 7, por la rapidez con la que se

desensibilizan. A este respecto, la utilización de ratones a los que se les ha practicado

la ablación genética de uno o más genes ha supuesto un gran avance en el análisis de

las funciones in vivo de los distintos subtipos de receptores (Cordero-Erausquin et al.,

2000; Champtiaux y Changeux, 2004; Jensen et al., 2005; Fowler et al., 2008). Se ha

comprobado así la importancia de ciertas subunidades en la supervivencia de los

individuos, por ejemplo, ratones con la ablación conjunta de las subunidades 2 y 4 o

de la subunidad 3 han resultado ser inviables. Sin embargo, la ablación de otros

genes no es esencial para la vida, pero sí para el desarrollo normal de algunas

funciones. De esta forma se ha podido implicar a la subunidad 2 en procesos de

aprendizaje y en el desarrollo del sistema visual (Rossi et al., 2001), a la subunidad 4

en los procesos de analgesia mediada por nicotina o a la subunidad 3 en la formación
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de receptores sensibles a -conotoxina MVII. Curiosamente, hasta el momento no se

ha detectado ningún trastorno en el desarrollo en ratones carentes de la subunidad 7.

Sin embargo, la inclusión del gen L250T, que produce receptores 7 más sensibles a

ACh y que no desensibilizan, genera animales con apoptosis extensa en la corteza

somato-sensorial que no suelen sobrevivir más de un día (Cordero-Erausquin et al.,

2000).

Por otra parte, se ha demostrado la implicación de los nAChRs en diversas

funciones del sistema nervioso, tanto a nivel presináptico, principalmente vía 7,

modulando la secreción de neurotransmisores (Wonnacott, 1997) o la transmisión

glutamatérgica en hipocampo y corteza cerebral (McGehee y Role, 1995; Gray et al.,

1996), como a nivel postsináptico, en el control de la transmisión en ganglios

periféricos, hipocampo y corteza sensorial (Jones et al., 1999). Esto ha permitido

relacionar a los nAChRs con un gran número de patologías del sistema nervioso:

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Clementi et al.,

2000; Court et al., 2000; Wu et al., 2004) o la enfermedad de Parkinson (Quik y Kulak,

2002; Champtiaux et al., 2003), disfunciones cerebrales como el síndrome de Tourette

(Gotti y Clementi, 2004), el autismo (Lee et al., 2002; Granon et al., 2003; Martín-Ruiz

et al., 2004), epilepsias como la hereditaria de tipo ADNFLE (Epilepsia frontal nocturna

autosómica dominante) (Combi et al., 2004) o la esquizofrenia (Court et al., 2000;

Martín-Ruiz et al., 2003), e incluso en procesos de ansiedad y depresión (Picciotto et

al., 2002; Shytle et al., 2002a; Shytle et al., 2002b) o analgesia (Vincler, 2005).

Los nAChRs también se han involucrado en procesos de dependencia a la

nicotina o a otras drogas. En este caso la diana de acción son los receptores

presinápticos 42 que modulan la neurotransmisión de dopamina en el sistema

mesolímbico (Picciotto et al., 1998; Marubio et al., 2003; Tapper et al., 2004).

Una implicación cuyo estudio está en auge en los últimos años es la acción

neuroprotectora ejercida por estos receptores, en concreto por los de tipo 7, al inducir

la síntesis de factores de crecimiento nervioso o reducir la citotoxicidad mediada por

glutamato (Shimohama et al., 1996; Kaneko et al., 1997).

Las funciones fisiológicas de los nAChRs en tejidos no-neuronales aún están

por esclarecer. Hasta el momento se les ha relacionado con la proliferación celular,

probablemente por la activación de las quinasas MAP y Akt vía Ca2+ (Wada et al.,

1989; Schuller et al., 2000; West et al., 2003), con el control de la presión sanguínea

(Wada et al., 1989; Clarke, 1993) o con inflamación, ya que la activación de receptores
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7 en macrófagos provoca la inhibición de la secreción de factor de necrosis tumoral

alfa (TNF-) y de citocinas proinflamatorias (Wang et al., 2003). Así, los nAChRs se

han visto implicados en la patología de ciertas enfermedades, como el crecimiento de

tumores, patologías pulmonares, reacciones inflamatorias o inmunológicas, o

hipertensión, entre otras, lo que los convierte en potenciales dianas terapéuticas.

5.7.- nAChRs en la célula cromafín bovina

Wilson y Kirshner fueron los primeros en describir la presencia de sitios de

unión para Bgt en CCB (Wilson y Kirshner, 1977). Casi dos décadas después, fue

clonada la subunidad 7 del nAChR bovino y la inyección de su ARNm en ovocitos de

Xenopus laevis produjo sitios de unión para Bgt y corrientes nicotínicas que eran

bloqueadas por esta toxina (García-Guzmán et al., 1995). Más tarde también se

caracterizaron y clonaron, en CCB las subunidades 3, 5 y 4 del nAChR (Criado et

al., 1992; Campos-Caro et al., 1997; Wenger et al., 1997), que formaban receptores

nicotínicos funcionales 34 al expresarse heterólogamente en ovocitos de Xenopus

(Campos-Caro et al., 1997).

Por todo ello se supuso la existencia de dos subtipos de nAChRs en CCB,

34 y 7, ambos presuntamente implicados en el control de la secreción de

catecolaminas. Sin embargo, los intentos por bloquear con Bgt la secreción de

catecolaminas inducida por diferentes agonistas del nAChR produjeron resultados

negativos (Wilson y Kirshner, 1977; Kumakura et al., 1980; Trifaró y Lee, 1980;

Kilpatrick et al., 1981) o datos conflictivos (Kageyama y Guidotti, 1984), lo que llevó a

pensar que el proceso secretor era iniciado exclusivamente por los nAChRs no

sensibles a Bgt, es decir, por los 34.

Posteriormente, usando nuevos protocolos (pulsos cortos de ACh para prevenir

la desensibilización del nAChR 7) y nuevas herramientas farmacológicas

(bloqueadores selectivos del subtipo de receptor nicotínico 7) como -conotoxina ImI

(McIntosh et al., 1994; Johnson et al., 1995) y metilicaconitina (MLA) (Ward et al.,

1990), López y colaboradores obtuvieron en 1998 (López et al., 1998) datos que

sugerían que ambos receptores nicotínicos, 34 y 7, contribuían tanto a la

generación de corrientes nicotínicas, como al desencadenamiento de la entrada de

Ca2+ y posterior liberación de catecolaminas en respuesta a la estimulación de las

CCB con ACh (López et al., 1998).
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Recientemente se ha descrito un posible papel dual de los nAChRs en el

proceso exocitótico. Por un lado, estos receptores podrían estimular directamente la

secreción de catecolaminas mediante el proceso de acoplamiento excitación-secreción

descrito en el apartado 4.1 de esta Introducción. Por otro lado, en condiciones basales,

el Ca2+ que entra a través de estos receptores facilitaría la aproximación de las

vesículas secretoras a la membrana plasmática. De esta forma, la célula estaría

preparada para responder con una secreción masiva de catecolaminas ante una

situación de estrés (Arnáiz-Cot et al., 2008; Tapia et al., 2009).

Además de todas estas funciones relacionadas con la activación de la

maquinaria exocitótica, también se ha implicado al receptor nicotínico 7 en la

hiperpolarización de la célula cromafín bovina (Fuentealba et al., 2004). En este

trabajo, la estimulación de las CCB en condiciones de alta concentración de Ca2+

extracelular conducía a un incremento de la [Ca2+]c que, por un lado, contribuía a la

secreción de catecolaminas y, por otro, a la activación de canales SK (Montiel et al.,

1995) cercanos al receptor, provocando así la hiperpolarización de la célula cromafín.

A pesar de estos antecedentes, con los datos disponibles hasta el día de hoy

(Maneu et al., 2002; otros datos no publicados del grupo), aún no está claro qué

subtipo/s de nAChRs presentan las CCB. Por una parte, hasta el momento no se han

conseguido poner de manifiesto respuestas nicotínicas 7 típicas, y por otra, los datos

de bloqueo de la respuesta nicotínica obtenidos con distintos antagonistas selectivos

del subtipo de nAChR 7 resultan conflictivos, ya que se han empleado

concentraciones tan elevadas que hacen que el bloqueador pierda su selectividad

receptorial.
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Como he comentado anteriormente, la célula cromafín bovina posee ARNm

codificante para las subunidades 3, 5, 7 y 4 (Criado et al., 1992; García-Guzmán

et al., 1995; Campos-Caro et al., 1997; Wenger et al., 1997). Sin embargo, existe

bastante controversia sobre cómo se ensamblan estas subunidades para formar

nAChRs funcionales. Datos previos de nuestro laboratorio muestran que las cinéticas

de las corrientes nicotínicas inducidas en CCB por la aplicación de diferentes

agonistas no selectivos (acetilcolina, nicotina, dimetilfenilpiperazinio, epibatidina,

lobelina y citisina), así como de algunos agonistas (4-OH-GTS-21, colina y AR-

R17779) y moduladores alostéricos selectivos para el subtipo 7 (5-OH-Indol), difieren

completamente de aquellas corrientes registradas en ovocitos de Xenopus que

expresan diferentes combinaciones de subunidades de nAChRs bovinos. Estos

resultados sugieren que, desde un punto de vista farmacológico, la célula cromafín

bovina podría poseer un único subtipo de receptor integrado por las diferentes

subunidades descritas (3, 5, 7 y 4) y no dos subtipos de receptores

independientes como se pensaba hasta ahora.

A pesar de que existen datos, tanto en la literatura (Criado et al., 1997; El-Hajj

et al., 2007), como en nuestro propio grupo de investigación, de la presencia de

receptores 7 en la membrana celular de la célula cromafín bovina, todavía no ha sido

posible demostrar de forma directa su posible papel funcional.

Por todo ello, el objetivo de esta tesis es caracterizar los posibles subtipos de

receptores nicotínicos presentes en la membrana de las CCB. Partiendo de la

hipótesis de la existencia de dos subtipos de receptores nicotínicos en la célula

cromafín bovina, 34* y 7, y de que no disponemos de herramientas farmacológicas

selectivas para el subtipo 34, este trabajo se ha centrado principalmente en la

búsqueda de un receptor nicotínico 7 funcional. Para ello, se han utilizado diversas

herramientas farmacológicas como bloqueadores (Bgt y MLA) o nuevos agonistas

(PNU-282987) y moduladores alostéricos (PNU-120596) selectivos para este subtipo

de receptor, junto con técnicas electrofisiológicas (registros de fijación de doble

electrodo y de patch-clamp), de fluorescencia (incrementos de calcio citosólico en

poblaciones de CCB) y amperométricas (secreción de catecolaminas en poblaciones

de CCB). Finalmente, para esclarecer la hipótesis de la posible existencia de un

receptor heteromérico complejo se han empleado técnicas de biología molecular como

la inmunoprecipitación y la inmunoelectrotransferencia o Western blot.
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1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS CROMAFINES BOVINAS

Las células cromafines de la médula adrenal bovina se aislaron a partir de

glándulas adrenales de vacas adultas, siguiendo un protocolo estandarizado (Livett,

1984) con algunas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio (Moro et al.,

1990).

Las glándulas extraídas del animal en el matadero se transportaron en medio

de Locke (sin Ca2+ ni Mg2+), cuya composición es: 154 mM NaCl; 5,6 mM KCl; 3,5 mM

NaHCO3; 5,6 mM glucosa; 10 mM HEPES; penicilina (50 UI/ml)/estreptomicina (0,05

mg/ml); pH 7,4. Una vez en la unidad de cultivos, se retiró el tejido graso periadrenal y

se eliminaron los eritrocitos existentes en el sistema vascular mediante la inyección de

Locke a través de la vena adrenolumbar. A continuación se inyectaron, también a

través de la vena adrenolumbar, 3,5 ml de solución enzimática de colagenasa

(colagenasa al 0,25% + albúmina de suero bovina (BSA) al 0,5%, disueltas en Locke)

y se incubó la glándula a 37oC. La inyección de colagenasa se repitió hasta un total de

3 veces, a intervalos de 20 min.

Finalizada la digestión enzimática, se seccionó la glándula longitudinalmente y

se extrajo la médula ya digerida, que se lavó mediante la adición de grandes

volúmenes de Locke. La suspensión así obtenida se filtró a través de una malla de

nylon con un tamaño de poro de 217 μm, que permite eliminar fragmentos de médula

no digeridos. La suspensión filtrada se centrifugó (120xg, 10 min) y el precipitado se

resuspendió en Locke, tras lo cual se obtuvo una nueva suspensión celular que se

filtró a través de una malla de nylon con un tamaño de poro menor, de 82 μm, que

permite la eliminación de grasa y de fibras.

A continuación se separaron y purificaron las células mediante un gradiente de

Percoll, para lo cual se añadió Percoll estéril a la suspensión celular y se centrifugó a

20.000xg, durante 20 min, a 15oC. Tras esta centrifugación se observan varias bandas

en el gradiente, entre las que destacan una superior con una mezcla de células

cromafines adrenérgicas y noradrenérgicas y una inferior de cromafines principalmente

adrenérgicas. Se recogieron las células contenidas en estas dos capas y se realizó un

primer lavado del Percoll, añadiendo grandes cantidades de Locke y centrifugando

(120xg, 10 min). Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en medio

de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Se centrifugó de nuevo (120xg, 10 min) y

el precipitado resultante de esta última centrifugación se resuspendió en DMEM al que
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se le había añadido: 5% de suero bovino fetal, inhibidores de fibroblastos (10 μM de

citosina-arabinósido y 10 μM de fluorodeoxiuridina) y antibióticos (penicilina (50 UI/ml)

/estreptomicina (0,05 mg/ml)).

Para los experimentos de patch-clamp las células se sembraron en

cubreobjetos de vidrio de 1 cm de diámetro (previamente tratados con poli-D-lisina

para facilitar la adhesión de las células) a una densidad de 5·104 células/cubre; para la

medida de calcio citosólico en poblaciones se sembraron placas negras de 96 pocillos,

de fondo transparente, a una concentración final de 2·105 células/pocillo. Finalmente,

para los experimentos de detección de catecolaminas por amperometría en

poblaciones celulares la siembra se realizó en placas de Petri de 5 cm de diámetro a

una densidad de 1·106 células/ml (5 ml por placa).

Las células se mantuvieron a 37oC en un incubador con atmósfera saturada de

agua y 5% de CO2. Las células se emplearon 24-96 h tras la siembra para los

experimentos de patch-clamp y de secreción en poblaciones y 48 h tras la siembra

para los de fluorescencia en poblaciones.

2. CULTIVO DE CÉLULAS PC12

Las células PC12 constituyen una línea celular procedente de un

feocromocitoma de rata. Pueden expresar endógenamente subunidades nicotínicas

3, 5, 7, 2, 3 y 4 (Boulter et al., 1987; Rogers et al., 1992; Henderson et al.,

1994) y son capaces de expresar receptores nicotínicos 7 funcionales (Blumenthal et

al., 1997), entre otros. A su vez, expresan CCVD de tipo L, N y P/Q (Plummer et al.,

1989; Liu et al., 1996; Solem et al., 1997), así como receptores de IP3 y de rianodina

(Johenning et al., 2002). Todas estas características las convierten en un buen control

positivo para nuestros experimentos.

Tras su descongelación, las células se mantuvieron a 37ºC y 5% de CO2 en

medio DMEM suplementado con 5% de suero bovino fetal, 10% de suero de caballo,

ambos previamente inactivados, HEPES 10 mM y penicilina (50 UI/ml)/estreptomicina

(0,05 mg/ml) y se sembraron en placas de Petri pretratadas con poli-D-lisina (0,1

mg/ml).

Para los experimentos de fluorescencia, se despegaron las células con tripsina

y se sembraron placas negras de 96 pocillos, de fondo transparente y pretratadas con
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poli-D-lisina a una densidad de 5·104 células/pocillo. Las variaciones de calcio

citosólico se midieron cuando los pocillos alcanzaron la confluencia (aproximadamente

a las 48 h).

3. REGISTRO DE CORRIENTES IÓNICAS MEDIANTE LA TÉCNICA DE PATCH-

CLAMP

3.1.- La técnica de patch-clamp

Todas las células, por el hecho de estar vivas, poseen una diferencia de

potencial entre ambos lados de su membrana plasmática (Vm). Este fenómeno es

debido fundamentalmente a la permeabilidad selectiva de la membrana plasmática a

determinados iones, así como a las bombas iónicas presentes en la misma. Esta

asimetría iónica va a ser la responsable, en última instancia, de la interacción entre la

célula y el medio que la rodea, permitiendo que la célula intercambie materia y energía

con el medio, manteniéndose de esta manera “viva”. Las llamadas “células excitables”

(células musculares, células nerviosas y células endocrinas) pueden además variar su

Vm en respuesta a determinados estímulos, lo que constituye la base de la

transmisión del impulso nervioso y de la neurotransmisión, que juegan un papel

fundamental en la comunicación y control de los organismos pluricelulares.

El desarrollo de la electrofisiología, junto con la aparición de las técnicas de

registro intracelular y de fijación de voltaje, contribuyó al avance en el conocimiento de

los mecanismos de membrana que permiten la comunicación neuronal y la

transducción de señales. Pero fue la aparición de la electrofisiología “moderna”, con el

desarrollo de la denominada técnica de patch-clamp, lo que revolucionó este campo

de estudio, hasta el punto de permitir estudiar las proteínas que controlan los flujos

iónicos a través de las membranas, con una sensibilidad tal que incluso permitía

estudiar la actividad biológica de una única proteína (Hamill et al., 1981).

La técnica de patch-clamp en su modalidad de fijación de voltaje consiste en

mantener fija la diferencia de potencial de un pequeño trozo (o parche) de membrana

de la célula con ayuda de un amplificador. De este modo, si en respuesta a un

determinado estímulo se produce alguna corriente de entrada o de salida de iones a

través de los canales y/o receptores presentes en dicho parche, la medición de la
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corriente que es necesario inyectar para mantener fijo el Vm será equivalente al flujo

de iones que se ha producido a través del parche de membrana de la célula.

Esta técnica emplea un único electrodo que simultanea a elevada frecuencia el

registro de voltaje (para mantenerlo fijo en el parche de membrana) y el registro de

corriente (la inyectada para mantener fijo el Vm). Sus ventajas con respecto a la

clásica de fijación de voltaje de doble electrodo (Cole, 1949; Marmont, 1949; Hodgkin

et al., 1952) son que se puede aplicar a células pequeñas, en las que sería imposible

introducir dos electrodos, y que presenta una buena relación señal-ruido, por lo que

permite el registro de corrientes del orden de hasta pA. El electrodo de registro es de

plata (Ag) recubierta de Ag/AgCl; estos iones son los que se utilizarán para estabilizar

y fijar el potencial de membrana.

El primer paso para ejecutar esta técnica es formar un sello de alta resistencia

eléctrica entre la membrana celular y el electrodo de registro, para lo cual éste se

introduce en el interior de una pipeta de vidrio cuya punta se pule al fuego hasta

poseer un diámetro de aproximadamente 1 μm. La pipeta se aproxima a la membrana

de la célula y se presiona contra ella, con lo que se forma un sello eléctrico de alta

resistencia (de unos 50 MΩ) que asegura que la mayoría de corrientes originadas en

el parche de membrana fluyan hacia el interior de la pipeta y de allí al circuito de

medida de corriente.

Si la punta de la pipeta mantiene limpia su superficie, la aplicación de una

ligera succión o presión negativa en su interior permite conseguir sellos de resistencia

aún mayor, del orden de 10-100 GΩ, conocidos como giga-sellos, que reducen el ruido

del registro y evitan el flujo de corriente entre la pipeta y el baño, lo que permite fijar el

potencial de membrana. Se adquiere así la configuración de célula adherida o parche

in situ. Estos sellos son además mecánicamente muy estables, por lo que permiten

diversas manipulaciones mecánicas que originarán las distintas configuraciones de la

técnica (célula adherida, célula entera, parche perforado, parche escindido dentro-

fuera y parche escindido fuera-fuera) (figura 11).

En este trabajo, las corrientes generadas tras la estimulación de una célula

cromafín por la aplicación de un agonista se registraron mediante la técnica de patch-

clamp en su modalidad de fijación de voltaje y configuración de célula entera (Hamill et

al., 1981). Esta configuración se obtiene a partir de la de célula adherida, cuando la

aplicación de una succión o presión negativa adicional al interior de la pipeta consigue

romper el parche de membrana que hay bajo los bordes de la misma, con lo que todo
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el interior de la pipeta entra en contacto eléctrico con todo el interior de la célula y se

podrán registrar las corrientes que fluyen a través de los canales y/o receptores

abiertos en la totalidad de la membrana celular.

Figura 11. Configuraciones de la técnica de patch-clamp

Es la configuración más sencilla de obtener y permite cierto control de la

composición intracelular, pero tiene el inconveniente de ser invasiva para la célula

(debido al proceso de ruptura del parche de membrana), además de que provoca la

pérdida gradual de los componentes intracelulares, ya que inmediatamente tras la

ruptura del parche la solución intracelular se equilibra con la solución del interior de la

pipeta, cuyo volumen es muchísimo mayor. Esto puede causar una eventual

desaparición de las respuestas moduladas por compuestos intracelulares,

principalmente segundos mensajeros.

3.2.- Registro de corrientes nicotínicas en células cromafines bovinas

Para el registro de las corrientes iónicas que fluyen a través de los nAChRs en

las CCB, los cubreobjetos conteniendo las células se colocaron sobre una cámara

experimental de metacrilato montada sobre la platina de un microscopio invertido

Nikon Diaphot. La cámara se perfundió continuamente con una solución control de

Krebs-HEPES (KH) conteniendo (en mM): 137 NaCl, 5,9 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10
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HEPES, pH 7,4. Las células se dializaron, al utilizar la configuración de célula entera,

con una solución intracelular conteniendo (en mM): 10 NaCl, 100 CsCl, 20 TEA.Cl, 14

EGTA, 5 Mg.ATP, 0,3 Na.GTP, 20 HEPES, pH 7,2.

El potencial de membrana de las células se fijó a -80 mV. Las pipetas se

fabricaron a partir de capilares de vidrio de borosilicato (Kimax-51®, Kimble Glass Inc.,

diámetros 1,5-1,8 mm x 100 mm) con ayuda de un estirador vertical (modelo PP-830,

Narishige, Tokio, Japón), aplicando calor en dos pasos sucesivos. La punta de las

pipetas se pulió al calor de una resistencia en una microforja (MF-830, también de

Narishige), hasta que su diámetro interior era de aproximadamente 1 µm; la resistencia

de las pipetas así obtenidas, una vez rellenadas con la solución intracelular, fue de 3-

4,5 MΩ.

Las corrientes nicotínicas se indujeron mediante la aplicación rápida de los

diversos agonistas a través de una pipeta de perfusión formada por varios tubos de

polietileno de pequeño diámetro (de 0,28 a 0,58 mm diámetro interno), insertados

dentro de una punta de pipeta de manera que no queden espacios entre los tubos y la

pared de la pipeta. Al final de la pipeta todos los tubos desembocan en una salida

común, la cual se situó a unos 100 µm de la célula. Cada uno de los tubos se conecta

por su extremo posterior a un reservorio donde se acumulan las soluciones de trabajo

y el flujo de cada una de las vías se controla electrónicamente mediante válvulas

solenoides excluyentes (The Lee Company, Westbrook, CT, EEUU), de tal modo que

sólo una de las válvulas puede permanecer abierta en el mismo periodo de tiempo. La

velocidad del flujo fue de aproximadamente de 1 ml/min y regulada por gravedad, lo

que permitía un cambio completo de soluciones en los alrededores de la célula en

menos de 100 ms (figura 12).

Figura 12. Esquema del sistema de perfusión y detalle apical de la pipeta de perfusión utilizada.
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Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 ± 2oC) con las

pipetas montadas sobre el preamplificador de un amplificador de patch-clamp EPC-9

(HEKA Electronik, Lambrecht, Alemania), con una interfase ITC-16 AD/DA integrada.

Para la adquisición de datos y para el control automático de la apertura de las válvulas

se empleó el software PULSE (también de HEKA). Las células se estimularon

mediante la aplicación de pulsos de agonista de 250 ms a intervalos de 30 s y los

registros se adquirieron a una frecuencia de muestreo de 50 kHz.

4. REGISTRO DE CORRIENTES NICOTÍNICAS EN OVOCITOS DE XENOPUS

LAEVIS

Los ADN complementarios que codifican para las subunidades del nAChR

bovino 3, 7 ó 4, insertados en el vector pSP64T, junto con un vector que

proporciona resistencia a ampicilina, fueron amablemente suministrados por el Dr.

Criado. Se transformaron bacterias competentes DH5 con estos vectores y se

seleccionaron haciéndolas crecer en un medio con el antibiótico de selección

(ampicilina). Posteriormente, se extrajo el ADN plasmídico mediante un kit de

Maxiprep (Qiagen Iberia, S.L., Madrid) y se linearizó con la enzima de restricción XbaI

(New England BioLabs, Inc., Ipswich, Reino Unido). Para la transcripción in vitro se

utilizó el kit mMESSAGE mMACHINE® T7 de Ambion (Applied Biosystems, Madrid). El

ARNm fue extraído con fenol/cloroformo (1:1), precipitado con isopropanol y

resuspendido en agua libre de ribonucleasas. Se valoró la concentración de ARNm

sintetizado mediante espectrofotometría y se diluyó en agua libre de ribonucleasas

para obtener una concentración final de 0,25 µg/µl. Se realizaron alícuotas de cada

muestra de ARNm y se conservaron a –80ºC.

Como sistema de expresión heteróloga de estos ARNm se utilizaron ovocitos

extraídos de sapos hembras de Xenopus laevis (Blades Biological, Kent, Reino Unido).

Para ello, se anestesiaron los sapos con tricaína al 0,2% y se les realizó una pequeña

incisión abdominal para extraer una pieza de ovario. Los ovocitos extraídos fueron

depositados en una placa de Petri que contenía una solución de Barth sin Ca2+ (pH

7,4), cuya composición (en mM) es: 88 NaCl; 1 KCl; 2,4 NaHCO3; 0,82 MgSO4; 7,5

Tris-HCl (pH 7,5), y fueron desfoliculados manualmente con la ayuda de unas pinzas.

Posteriormente se inyectaron 46 nl de ARNm en cada ovocito con un microinyector

automático Nanoject (Drummond Scientific Co., Broomall, PA, EEUU) y se incubaron a
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16ºC en una solución de Barth suplementada con penicilina (50 UI/ml)/estreptomicina

(0,05 mg/ml), 0,33 mM Ca(NO3)2, 0,41 mM CaCl2 y 5% suero de caballo. Las

subunidades que componían los receptores heteroméricos fueron inyectadas

equimolarmente (1:1). Todos los registros se realizaron al cabo de tres a seis días tras

la inyección (figura 13).

La caracterización electrofisiológica de los nAChRs expresados en ovocitos se

realizó mediante la técnica de fijación de voltaje de doble electrodo (Campos-Caro et

al., 1997). Para ello se colocaron los ovocitos en una cámara de registro que era

continuamente perfundida mediante gravedad (8 ml/min) con una solución Ringer

modificada que contenía (en mM): 82,5 NaCl; 2,5 KCl; 2,5 BaCl2; 1 MgCl2; 5 HEPES

(pH 7,4). Se usó el bario como catión divalente permeable con objeto de inhibir las

corrientes de cloruro activadas por calcio, y no se encontró ninguna diferencia

significativa cuando se inyectó BAPTA (un quelante rápido de cationes) en los

ovocitos. El potencial de membrana de los ovocitos se fijó en -70 mV. Las corrientes

fueron filtradas a 50 Hz con la ayuda de un filtro Bessel de ocho polos, con una

frecuencia de muestreo de 100 a 500 Hz y almacenadas sobre el disco duro de un

ordenador para su posterior análisis.

Figura 13. Esquema de la expresión, y posterior registro de corrientes, de receptores nicotínicos en
ovocitos de Xenopus laevis.
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La aplicación de los agonistas y la adquisición de los datos fueron controlados

por una interfase Digidata 1200 controlada por el programa informático pCLAMP 6.0

(Axon Instruments, Union City, California, EEUU).

Las soluciones conteniendo las diferentes concentraciones de agonistas

nicotínicos, se aplicaron a través de una pipeta de perfusión similar a la usada en los

experimentos de patch-clamp, pero usándose en este caso tubos de 1,5 mm de

diámetro interno, situándose la salida común cercana al ovocito. Como estímulo se

aplicaron pulsos de agonista de 5 s a intervalos de 2 min. El volumen de solución en la

cámara de perfusión fue de 0,4 ml. Los experimentos fueron realizados a temperatura

ambiente (22 ± 2ºC)

5. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE Ca2+ CITOSÓLICO EN POBLACIONES

CELULARES

Las variaciones en la concentración de calcio intracelular, tanto en CCB como

en células PC12, se determinaron mediante la sonda Fluo-4 en el lector de placas de

fluorescencia FLUOstar OPTIMA (BMG LabTechnologies).

La sonda Fluo-4 es un fluoróforo que se une de forma selectiva y reversible a

Ca2+, provocando un aumento en su intensidad de fluorescencia de emisión. Además

de tener una estructura y propiedades espectrales muy similares a la sonda Fluo-3, la

sonda Fluo-4 presenta algunas mejoras sobre la anterior (Thomas et al., 2000), ya que

permea en la célula con mayor facilidad y muestra una mayor excitación a 488 nM, lo

que conlleva a una emisión de fluorescencia más intensa, permitiendo así su uso a

concentraciones de Ca2+ citosólico más bajas.

En este trabajo se ha empleado la forma esterificada de la molécula de Fluo-4

(Fluo-4 AM), que se caracteriza por ser hidrofóbica (lo que le permite atravesar la

membrana plasmática con facilidad) e insensible a iones. Una vez en el citosol, los

enlaces éster son hidrolizados por esterasas intracelulares, liberándose la forma

polianiónica del fluoróforo, ya sensible a iones, que quedará atrapada en el interior

celular.

Para la realización de los experimentos, las células, sembradas en placas

negras de 96 pocillos e incubadas durante 48 h, se cargaron a 37oC, durante 45 min,

con 10 µM de sonda Fluo-4 AM disuelta en KH con ayuda del detergente aniónico
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ácido plurónico. Previamente a su carga las células se lavaron con KH para eliminar el

posible suero presente en el medio de cultivo, ya que éste podría unirse al indicador y

disminuir su concentración efectiva. Finalizada la carga se realizaron dos lavados con

KH para eliminar los restos de sonda no captados por las células y se procedieron a

medir los cambios en la fluorescencia (excitación a 485 nm y emisión a 520 nm) tras la

preincubación durante 10 min con distintos ligandos nicotínicos.

En cada pocillo se realizó una medida de la fluorescencia basal durante 10 s y,

tras la inyección del agonista mediante un inyector automático, se midió la respuesta

durante los siguientes 40 s. Para normalizar la señal del Fluo-4 se calibró la respuesta

de cada pocillo midiendo los valores de fluorescencia máxima (Fmax) y mínima (Fmin) en

cada uno de ellos. Al final de cada experimento se añadió Tritón X-100 al 5% para

obtener los valores de Fmax y posteriormente MnCl2 0,2 M para obtener los de Fmin. Las

respuestas se calcularon como % de fluorescencia total (FTOTAL = Fmax-Fmin).

6. MEDIDA DE LA SECRECIÓN DE CATECOLAMINAS EN POBLACIONES

CELULARES

La liberación de catecolaminas por parte de una población de CCB tras su

estimulación con el agonista se midió en tiempo real mediante la técnica

amperométrica (Green y Perlman, 1981; Herrera et al., 1985; Borges et al., 1986).

La amperometría es un método electroquímico basado en la oxidación o

reducción de sustancias. Es una técnica de fácil manejo y no invasiva para las células,

sin embargo, no permite identificar qué tipo de sustancias han sido oxidadas.

Muchos productos de secreción, entre ellos las catecolaminas, contienen en su

estructura grupos químicos con capacidad para ceder (oxidarse) o captar (reducirse)

electrones. La detección por oxidación de los productos secretados se consigue

mediante un electrodo de carbono; cuando las sustancias oxidables difunden hacia su

superficie, los electrones generados en la reacción de oxidación, en el caso de las

catecolaminas 2 e- por cada molécula oxidada (figura 14), son transferidos a él y se

produce un flujo de corriente a su través que será directamente proporcional a la

concentración de sustancias oxidadas. Para favorecer la oxidación de todas las

moléculas secretadas debe aplicarse un voltaje que exceda al potencial redox en al

menos +200 mV, ya que la aplicación de uno menor disminuiría drásticamente la
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velocidad de oxidación y por tanto la detección de señales amperométricas (Bruns y

Jahn, 1995). En el caso de las catecolaminas el potencial utilizado suele ser de +650-

800 mV (+650 mV en este trabajo).

Figura 14. Esquema de la oxidación de una molécula de adrenalina (obsérvese cómo lo que se oxida es

el anillo catecol de la molécula).

Para llevar a cabo los experimentos, las células se despegan de la placa de

Petri mediante un suave raspado con una espátula de plástico y se centrifugan (120xg,

10 min). Una vez sedimentadas, se desecha el sobrenadante, se resuspenden en 200

μl de KH y se colocan en una pequeña cámara, que previamente se ha rellenado con

lana de vidrio para retener las células.

A continuación, se superfunden con una solución de KH a una velocidad de

2,5-3,0 ml/min. Mediante un sistema de electroválvulas de tres vías se puede controlar

el medio que superfundirá a las células en todo momento, así como la duración y

frecuencia de la superfusión (por ejemplo para aplicar los estímulos secretagogos). La

solución que emana de las células (que acaba de bañar a las mismas) se conduce

rápidamente a una cámara de oxidación, en la que se verá sometida a un voltaje de

+650 mV gracias a un sistema de dos electrodos (uno de referencia y otro auxiliar)

conectados a un detector electroquímico (Metrohm AG Herisau, 641-VA, Suiza). En la

cámara de oxidación confluye un tercer electrodo, el de carbono, que detectará los

electrones liberados tras la oxidación de las catecolaminas y conducirá esta señal al

detector, conectado a su vez a un ordenador, que permite adquirir la señal (con una

frecuencia de muestreo de 2 Hz), así como aplicar los diferentes protocolos

experimentales (apertura electrónica de las válvulas) y el análisis de los resultados

(figura 15).

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22 ± 2oC). Los

estímulos secretagogos aplicados fueron de 5 s de duración a intervalos de 3 min.
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Figura 15. Esquema del dispositivo empleado para la detección amperométrica de la secreción de

catecolaminas en poblaciones celulares. Las flechas indican el sentido en el que circulan las soluciones a

lo largo de un experimento.

7. PURIFICACIÓN E INMUNODETECCIÓN DE RECEPTORES QUE CONTIENEN LA

SUBUNIDAD 7

7.1.- Purificación de nAChRs que contienen la subunidad 7 mediante

inmunoprecipitación

Los experimentos de inmunoprecipitación se llevaron a cabo tanto a partir de

tejido medular fresco de la glándula adrenal bovina, como a partir de células

cromafines bovinas en cultivo (40·106 células).

La glándula adrenal bovina, una vez limpia de la grasa que la recubría, fue

cortada longitudinalmente para extraer pequeños fragmentos de médula con ayuda de

unas pinzas y unas tijeras. Las CCB fueron sembradas en placas de Petri de 5 cm de

diámetro a una concentración de 5·106 células/placa y se mantuvieron en un incubador

(37ºC, 5%CO2) durante 48 h. Transcurrido ese tiempo, se despegaron las células con

ayuda de un raspador y se reunieron los 40 millones para ser procesadas
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conjuntamente. A continuación, se realizaron dos lavados con Locke, tanto de los

fragmentos de médula, como de las CCB aisladas por cultivo, mediante dos

centrifugaciones consecutivas a 120xg durante 10 minutos, descartando el

sobrenadante y resuspendiendo los precipitados en solución de Locke nueva.

Finalmente, tras una nueva centrifugación, se descartó el sobrenadante y se

resuspendieron los precipitados en 5 volúmenes de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl

pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF; una pastilla de inhibidores de

proteasas (complete Mini, Roche Diagnostics S.L., Barcelona, España); Tritón X-100 al

1%).

Para extraer las proteínas, tanto el tejido medular como el precipitado celular

fueron homogeneizados durante un periodo de aproximadamente 1 h, con ayuda de

un homogeneizador en el caso del tejido medular, o agitando intermitentemente (30 s

a intervalos de 10-15 min) en un vortex en el caso del precipitado celular, manteniendo

las muestras en hielo durante todo el proceso. Las proteínas solubilizadas por la

acción del detergente fueron recuperadas en el sobrenadante tras centrifugar de

nuevo las muestras a 16.000xg durante 15 min, descartando en este caso el

precipitado.

Con el fin de eliminar las proteínas que pudieran unirse de forma inespecífica a

la resina utilizada en la inmunoprecipitación se incubaron los sobrenadantes con

sefarosa 4 activada por bromuro de cianógeno (CNBr) (GE Healthcare, Barcelona,

España) durante 3-4 h, a 4ºC, en agitación (“preaclaramiento” de la muestra).

Tras descartar la resina por centrifugación (120xg, 5 min, 4ºC) se estimó la

concentración proteica en los extractos, utilizando un kit comercial basado en el

método del ácido bicinconínico (BCA) (Pierce, Nueva Jersey, EEUU).

Se separaron 2 mg de proteína total de cada muestra y se incubaron con

sefarosa conjugada con Bgt (Bgt*sefarosa), siguiendo las instrucciones del

fabricante, durante toda la noche, a 4ºC y en agitación para purificar los receptores

que contuvieran la subunidad 7 del nAChR. Paralelamente, se incubaron en

condiciones similares los siguientes controles de la inmunoprecipitación:

- Control de proteínas sin inmunoprecipitar: para comprobar que la muestra de

partida se encontraba en condiciones óptimas y que contenía las subunidades del

nAChR de interés.
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- Control de la resina (sefarosa + lisado celular): para comprobar si, a pesar del

proceso de “preaclaramiento”, se había producido la unión inespecífica de alguna

proteína del lisado a la resina.

- Control de la Bgt (sefarosa conjugada con Bgt, sin lisado celular): para ver si

la Bgt por sí misma producía una señal inespecífica que fuera detectable mediante la

técnica de Westen blot.

Una vez finalizadas las incubaciones mencionadas anteriormente, excepto en

el caso de los controles de proteínas, se realizaron dos lavados con tampón de lisis,

dos con tampón A (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl) y una con tampón B (50

mM Tris-HCl pH 7,5), mediante centrifugaciones sucesivas (120xg, 5 min, 4ºC), con el

fin de eliminar las proteínas que hubieran quedado unidas de forma inespecífica al

complejo “7-Bgt*sefarosa”.

Para romper los enlaces del complejo “7-Bgt*sefarosa” se resuspendió cada

muestra en tampón de carga (50 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 0,1%

azul de bromofenol y 2% -mercaptoetanol) y se calentó a 96ºC durante 1 min.

Finalmente, se realizó una centrifugación a 16.000xg durante 1 min, quedando en el

sobrenadante las subunidades de los receptores purificados y en el precipitado los

restos de resina unida a Bgt.

7.2.- Inmunodetección de las subunidades nicotínicas 3 y 7 mediante la

técnica de Western blot

Las subunidades de los receptores purificados, tanto en lisados celulares,

como en tisulares, fueron analizadas mediante la técnica de Western blot para

comprobar si había coinmunoprecipitado la subunidad 3 junto con la 7.

Las proteínas presentes en las distintas muestras se separaron en función de

su tamaño mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE). Para ello, se prepararon geles de

poliacrilamida al 10% y se cargaron los pocillos con 50 μl de cada muestra.

Posteriormente se sometió al gel a una intensidad de corriente de 70 mA durante 1 h,

en una cubeta de electroforesis “Mini Protean 3 cell” (Bio-Rad, Richmond, California,

EEUU) conteniendo un tampón de composición: 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 1%

SDS (pH = 8,3).
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Pasado ese tiempo se colocó el gel en una unidad de transferencia “Mini trans-

blot” (Bio-Rad) y se electrotransfirió a una membrana de poli fluoruro de vinilideno

(PVDF) (Amersham, Uppsala, Suecia) con un tamaño de poro de 0,45 μm, en un

tampón de transferencia de composición: 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 20%

metanol (pH = 8,3), mediante la aplicación de intensidad de corriente de 50 mA

durante toda la noche, a 4ºC. El PVDF, debido a su naturaleza hidrofóbica, fue

previamente activado sumergiendo la membrana en metanol puro durante 10 s,

lavándose a continuación con agua destilada y permitiendo su equilibrado en el

tampón de transferencia.

Una vez finalizada la transferencia a la membrana, se tiñeron las proteínas

introduciendo la membrana en una solución de rojo Ponceau (de composición: 0,2%

(p/v) rojo Ponceau, 3% (p/v) ácido tricloroacético, 3% (p/v) ácido sulfosalicílico)

durante un minuto para comprobar que la transferencia había tenido lugar.

Inmediatamente se procedió a lavar la membrana con agua destilada y, tras visualizar

las bandas proteicas, se señalaron con ayuda de un lapicero la posición de las bandas

de los marcadores de peso molecular, siguiendo a continuación con el lavado de la

membrana hasta la completa desaparición del tinte.

Después se procedieron a bloquear en la membrana todos los sitios de unión

inespecíficos a proteínas incubando la misma en una solución de bloqueo que

contenía 10% BSA, 5% leche desnatada en polvo y 0,05% Tween-20 en TBS (50 mM

Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl) durante 1-3 h, en agitación. Posteriormente, para

detectar la presencia de subunidades 3 del nAChR en las muestras

inmunoprecipitadas, se incubó la membrana con el anticuerpo (Ac) policlonal H-100

(Santa Cruz Biotechnology, California, EEUU) diluido en tampón de bloqueo (1:200), a

4ºC, en agitación, durante toda la noche. Al día siguiente, las membranas se lavaron 4

veces durante 30 min con TBS-T (TBS con Tween-20 al 0,1%) y posteriormente se

incubaron con el Ac secundario (anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Santa

Cruz Biotechnology, California, EEUU)) diluido en tampón de bloqueo (1:2000),

durante 1 h, a temperatura ambiente. Seguidamente las membranas fueron lavadas 4

veces durante 15 min con TBS-T y se realizó un último lavado con TBS. Más tarde, las

membranas se incubaron con la solución de revelado “ECL Plus” (Amersham,

Uppsala, Suecia) durante 5 min y, a continuación, fueron situadas bajo una película

sensible a rayos x en el interior de un “casette” de autorradiografía (Amersham). La

película fue expuesta un tiempo de 10 min aproximadamente y pasado ese tiempo fue
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sometida a un proceso de revelado, fijación, lavado y secado (en un procesador

automático de películas) para visualizar la señal en la misma.

Como control negativo una de las membranas fue sometida al mismo protocolo

experimental, exceptuando la incubación con el Ac primario.

Para confirmar la inmunoprecipitación de la subunidad 7, se eliminó el Ac que

reconocía la subunidad 3 mediante la incubación de las membranas con una solución

que contenía 62,5 mM Tris-HCl pH 6,7, 100 mM -mercaptoetanol y 2% SDS a 50ºC,

durante 30 min, en agitación. Se realizaron 2 lavados con TBS-T para eliminar los

restos de tampón y se bloqueó de nuevo durante 1-3 h con tampón de bloqueo. Se

realizó un primer marcaje con el Ac monoclonal 319 (1:2000) (Sigma, Madrid, España),

que reconoce específicamente la subunidad 7, durante toda la noche, a 4ºC.

Posteriormente se procedió al marcaje con el anticuerpo secundario (anti-IgG de rata

conjugado a peroxidasa, 1:15.000) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,

EEUU) y finalmente, tras una serie de lavados con TBS-T y TBS, al revelado de las

membranas.

8. SOLUCIONES Y COMPUESTOS QUÍMICOS UTILIZADOS

Para el desarrollo del presente trabajo de investigación se han utilizado los

siguientes compuestos: colagenasa de Clostridium histolyticum (Roche Diagnostics

S.L., Barcelona, España); suero bovino fetal y suero de caballo (Gibco, Madrid,

España); lana de vidrio (Panreac, Barcelona, España); Fluo-4 AM y ácido plurónico

(Invitrogen, Madrid, España); PNU-120596 y PNU-282987 (Tocris Bioscience, Bristol,

Reino Unido). El resto de los reactivos, a menos que se indique lo contrario, fueron

obtenidos de Sigma (Madrid, España).

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados están expresados como la media  error estándar de la media

(EEM). Las diferencias estadísticas entre las medias de los resultados de dos

variables se han estimado mediante ANOVA, seguido por el test post-hoc Newman-

Keuls. Se ha considerado como límite de significancia un valor de p ≤ 0,05. La CE50 de

los diferentes agonistas fue estimada a través de un análisis de regresión no lineal

mediante el programa Origin.8 (OriginLab).
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RESULTADOS
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1. EFECTO DE BLOQUEADORES SELECTIVOS 7 SOBRE LAS CORRIENTES

INDUCIDAS POR ACh EN RECEPTORES NICOTÍNICOS BOVINOS

En un trabajo previo de nuestro grupo (López et al., 1998), mediante el uso de

cortas aplicaciones de agonista (1 s) y de antagonistas selectivos para el subtipo 7

(-conotoxina ImI, MLA y Bgt), se llegó a la conclusión de que las corrientes

nicotínicas nativas en CCB eran probablemente el resultado de la activación

simultánea de una población entremezclada de receptores nicotínicos 7 y 34, pues

se observaba una inhibición parcial de la corriente nicotínica inducida por la aplicación

de ACh con los diferentes bloqueadores utilizados. Sin embargo, estos datos resultan

un tanto conflictivos, ya que en estos experimentos se emplearon concentraciones de

antagonista tan elevadas que éstos podrían haber perdido su selectividad.

Como se ha comentado anteriormente, debido al hecho de que no disponemos

de herramientas farmacológicas selectivas para el nAChR del subtipo 34, se ha

investigado principalmente si las subunidades 7 del nAChR pudieran estar formando

receptores homoméricos funcionales en CCB.

Con el fin de corroborar los datos anteriores se evaluó el efecto de diferentes

bloqueadores selectivos del nAChR 7 sobre la corriente inducida por ACh en CCB,

pero utilizando en este caso concentraciones de antagonista menores.

Como paso previo se estudió la selectividad de las nuevas concentraciones de

los bloqueadores MLA y Bgt en ovocitos de Xenopus que expresaban receptores

nicotínicos bovinos 7 y 34.

Para ello, mediante la técnica de fijación de voltaje de doble electrodo, se

aplicaron pulsos de 5 s de ACh (100 µM) a intervalos de 2 min en ausencia (pulsos

control) o presencia de antagonista.

La figura 16 muestra el efecto de los antagonistas MLA (10 nM) y Bgt (100

nM) sobre las corrientes inducidas por ACh (100 µM) en ovocitos de Xenopus que

expresan receptores nicotínicos bovinos 7 (16A) y 34 (16B).

Como puede observarse, concentraciones de 10 nM MLA y 100 nM Bgt son

capaces de bloquear de forma selectiva las corrientes inducidas por ACh en ovocitos

que expresan receptores 7 (%bloqueoMLA = 97,15 ± 2,11; %bloqueoBgt = 93,83 ±
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3,74), sin apenas afectar a las corrientes inducidas de igual forma en ovocitos que

expresan receptores 34 (%bloqueoMLA = 9,80 ± 4,44; %bloqueoBgt = 2,62 ± 4,62).

Figura 16. Efecto de la perfusión continua de bloqueadores selectivos para el nAChR del subtipo 7

sobre la corriente inducida por ACh en ovocitos que expresan receptores nicotínicos bovinos 7 (A) o

34 (B). Las figuras A y B (izquierda) muestran registros originales de corrientes inducidas por ACh

(100 µM) en ausencia o presencia de MLA (10 nM) o Bgt (100 nM). Las barras horizontales indican el

tiempo de aplicación del agonista ( ) o del bloqueador ( ). En los diagramas de barras de la derecha

están representadas las medias de las respuestas observadas en el número de ovocitos indicado entre

paréntesis, normalizadas respecto 100 µM ACh ± EEM (*p<0,05, ***p<0,001).

Una vez comprobada la selectividad de los antagonistas a las concentraciones

elegidas sobre receptores nicotínicos bovinos expresados en ovocitos se quiso poner
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de manifiesto si el receptor 7 estaba implicado en la generación de corrientes

nicotínicas inducidas por ACh en CCB mediante la técnica de patch-clamp.

Las células se estimularon con pulsos de ACh (100 µM) de 250 ms de duración

aplicados a intervalos de 30 s. Una vez estabilizada la corriente, se perfundió el

antagonista (10 nM MLA ó 100 nM Bgt) durante 3-5 minutos y se evaluó el grado

máximo de bloqueo de la corriente (figura 17).

Como se puede observar, la perfusión tanto de MLA como de Bgt produjo un

bloqueo significativo de la corriente nicotínica inducida por ACh, siendo ligeramente

superior en el caso de la Bgt (%bloqueoMLA = 30,01 ± 2,09; %bloqueoBgt = 44,86 ±

4,45), lo que sugiere una posible implicación del receptor 7 en la generación de

corrientes nicotínicas en CCB.

Figura 17. Efecto de la perfusión continua de bloqueadores selectivos para el subtipo 7 sobre la

corriente inducida por ACh en CCB. El panel A muestra registros originales de corrientes inducidas por

ACh (100 µM) en ausencia o presencia de MLA (10 nM) o Bgt (100 nM). Las barras horizontales indican

el tiempo de aplicación del agonista ( ) o del bloqueador ( ). En el panel B están representadas los

valores medios de todas las células empleadas en cada experimento, normalizadas respecto 100 µM ACh

± EEM (***p<0,001). Entre paréntesis se indica el número de datos obtenidos para cada grupo.

Tanto en los experimentos realizados en ovocitos, como en los realizados en

CCB, el bloqueo producido por los distintos antagonistas fue calculado como la

diferencia entre la media del pico máximo de los tres últimos pulsos en ausencia de

bloqueador y la media de los tres últimos pulsos durante la aplicación del antagonista.
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2. EFECTO DEL AGONISTA SELECTIVO 7 PNU-282987 SOBRE RECEPTORES

NICOTÍNICOS BOVINOS

Si un receptor 7 homomérico típico estuviera presente en las CCB, sería de

esperar que la aplicación de pulsos breves de un agonista selectivo para este subtipo

de receptor indujese la activación de una corriente iónica proporcional al número de

receptores presentes.

En base a esta premisa y para explorar tal posibilidad, se compararon los

efectos de la aplicación de PNU-282987 (100 µM) sobre receptores nicotínicos bovinos

expresados en ovocitos de Xenopus, con los obtenidos en receptores nativos en CCB

(figuras 19 y 20).

El PNU-282987 (hidrocloruro de N-[(3R)-1-azabiciclo [2.2.2] oct-3-il]-4-

clorobenzamida) (figura 18) ha sido descrito como agonista selectivo de receptores

nicotínicos del subtipo 7 en rata (Bodnar et al., 2005; Hajós et al., 2005), en ratón (Su

et al., 2007; Hiramoto et al., 2008) y en humano (Gronlien et al., 2007).

Figura 18. Estructura química de PNU-282987

Para comprobar su selectividad sobre receptores bovinos se realizaron

primeramente experimentos en ovocitos de Xenopus que expresaban receptores

nicotínicos bovinos de los subtipos 7 y 34 (figura 19).

Como se puede observar en la figura 19, la estimulación de ovocitos que

expresaban receptores 7 con 100 µM PNU-282987 (5 s/2 min) indujo una corriente

nicotínica de un 92,69 ± 9,67%, respecto a la inducida por 100 µM ACh, por lo que se

puede considerar que ambos agonistas producen una respuesta equiparable a esta

concentración. Como era de esperar, en el caso de ovocitos que expresaban

receptores 34, el PNU-282987 (100 µM) no fue capaz de generar ninguna corriente

significativa (1,10 ± 0,79%), confirmándose así la selectividad de este agonista sobre

nAChRs del subtipo 7.
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Figura 19. (Izquierda) Registros de corriente representativos obtenidos tras estimular ovocitos de

Xenopus que expresan receptores nicotínicos bovinos 7 (A) o 34 (B) con los agonistas ACh (100 µM)

o PNU-282987 (100 µM). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicación del agonista. Los

diagramas de barras de la derecha representan los datos normalizados con respecto a 100 µM ACh ±

EEM. El número de ovocitos empleados en cada experimento se encuentra indicado entre paréntesis.
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Dado que los experimentos realizados con bloqueadores selectivos del subtipo

7 descritos en el apartado anterior sugieren la participación del nAChR 7 en la

generación de corrientes nicotínicas en CCB, lo esperable sería que la aplicación de

pulsos breves de PNU-282987 indujese la activación de una corriente proporcional al

número de receptores presentes en las células. Para corroborarlo, se realizaron

experimentos de patch-clamp en CCB en los que se aplicaron pulsos de ACh (100 µM)

o PNU-282987 (100 µM) de 250 ms de duración a intervalos de 30 s y se compararon

las respuestas máximas obtenidas con uno u otro agonista (figura 20).

Figura 20. A) Registros originales de corrientes inducidas por 100 µM ACh ó 100 µM PNU-282987. Las

barras horizontales indican el tiempo de aplicación del agonista. B) Representación de los valores medios

de las respuestas normalizadas respecto 100 µM ACh ± EEM. Entre paréntesis se indica el número de

células empleadas en el experimento.

Como puede apreciarse en la figura, a diferencia de lo esperado, tras la

aplicación de pulsos breves de PNU-282987, las CCB presentaban respuestas

prácticamente inapreciables respecto a aquellas obtenidas con ACh (figura 20A). El

PNU-282987, a una concentración de 100 µM, tan sólo indujo una corriente de 16,26 ±

1,44 pA, lo que equivale a un 2,65 ± 0,25% de la corriente obtenida tras la

estimulación con 100 µM ACh en las mismas células. Estos datos, por tanto, no

apoyarían la existencia de un receptor homomérico 7 en la membrana de las CCB.
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3. EFECTO DE LA PERFUSIÓN CONTINUA DEL AGONISTA SELECTIVO 7 PNU-

282987 SOBRE LAS CORRIENTES INDUCIDAS POR ACh EN RECEPTORES

NICOTÍNICOS BOVINOS

Como ya se comentó en la Introducción (sección 5.4), una de las propiedades

de los nAChRs es su desensibilización debida a la presencia continua del agonista.

Esta inactivación depende, entre otras cosas, del tipo de agonista, de su

concentración, del tiempo y frecuencia con que se aplique y del subtipo de nAChR que

se vea afectado.

En base a esta característica, se procedió a inactivar la corriente nicotínica a

través de los receptores 7 mediante la perfusión continua de PNU-282987, que como

se ha mencionado anteriormente, es un agonista selectivo para este subtipo de

receptor (Bodnar et al., 2005; Hajós et al., 2005). De esta forma, se podría evaluar la

proporción de corriente inducida por ACh debida a la activación de receptores 7 en

CCB.

De nuevo se realizaron controles en ovocitos de Xenopus que expresaban

nAChRs de los subtipos 7 y 34 para confirmar la selectividad del PNU-282987

sobre receptores 7 bovinos y para valorar el grado de desensibilización de los

mismos a la concentración elegida.

De forma similar a los experimentos realizados con antagonistas, se aplicaron

pulsos de 5 s de 100 µM de ACh a intervalos de 2 min en ausencia (pulsos control) o

presencia de 10 µM de PNU-282987.

La figura 21 muestra el efecto de la perfusión continua de PNU-282987 (10

µM) sobre las corrientes inducidas por ACh (100 µM) en ovocitos de Xenopus que

expresan nAChRs bovinos 7 y 34.

Como puede observarse, la perfusión de 10 µM de PNU-282987 provoca la

inactivación prácticamente total de la corriente inducida por ACh (100 µM) en ovocitos

de Xenopus que expresan nAChRs bovinos 7 (21A) (%bloqueoPNU-282987 = 94,06 ±

3,29), sin afectar a las corrientes inducidas de igual forma en ovocitos que expresan

receptores 34 (%bloqueoPNU-282987 = 3,45 ± 4,24) (21B).
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Figura 21. Efecto de la perfusión continua del agonista selectivo del subtipo 7 PNU-282987 sobre la

corriente inducida por ACh en ovocitos que expresan receptores nicotínicos bovinos 7 (A) o 34 (B).

Las figuras A y B (izquierda) muestran registros originales de corrientes inducidas por ACh (100 µM) en

ausencia o presencia de PNU-282987 (10 µM). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicación de

la ACh ( ) o del PNU-282987 ( ). Los diagramas de barras de la derecha representan los datos

normalizados respecto a 100 µM ACh ± EEM (***p<0,001). El número de datos para cada experimento se

indica entre paréntesis.

La proporción de receptores del subtipo 7 presentes en CCB se estimó

nuevamente mediante la técnica de patch-clamp, en su configuración de célula entera

(figura 22). La corriente inducida por pulsos de 100 µM ACh (250 ms/30 s) fue

bloqueada un 66,05 ± 2,92% en presencia de 10 µM de PNU-282987.
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Figura 22. Desensibilización de la corriente inducida por ACh en presencia continua de PNU-282987 en

CCB. A) Registros originales de corrientes inducidas por ACh (100 µM) antes y durante la perfusión de

PNU-282987 (10 µM). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicación de la ACh ( ) o del PNU-

282987 ( ). B) Representación de los valores medios de las respuestas normalizadas respecto 100 µM

ACh ± EEM (***p<0,001). Entre paréntesis se indica el número de células empleadas en el experimento.

Al igual que en el apartado anterior, tanto en los experimentos realizados en

ovocitos, como en los realizados en CCB, el % de desensibilización fue calculado

como la media del pico máximo obtenido en los tres últimos pulsos durante la

perfusión de PNU-282987, normalizada respecto a la media del pico máximo de los

tres últimos pulsos control.

4. EFECTO DEL MODULADOR ALOSTÉRICO SELECTIVO 7 PNU-120596

SOBRE RECEPTORES NICOTÍNICOS BOVINOS

Con el objeto de poder analizar la presencia de una pequeña población de

receptores 7 en CCB se estudió el efecto del modulador alostérico positivo PNU-

120596 (figura 23) sobre las corrientes nicotínicas inducidas por PNU-282987. El

PNU-120596 (1-(5-cloro-2,4-dimetoxi-fenil)-3-(5-metil-isoxazol-3-il)-urea) ha sido

descrito como un potente modulador alostérico positivo de nAChRs del subtipo 7 y,

además, presenta la capacidad de retardar la desensibilización del receptor en

presencia del agonista, aumentando así el tiempo de apertura del canal iónico (Hurst

et al., 2005).
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Figura 23. Estructura química de PNU-120596

La eficacia y selectividad de este compuesto sobre receptores nicotínicos

bovinos fueron corroboradas mediante experimentos realizados en ovocitos de

Xenopus que expresaban receptores bovinos de los subtipos 7 y 34 (figura 24).

Con el fin de minimizar el efecto “rebote”, debido a la presencia de restos de

agonista en la cámara de registro entre pulso y pulso, se utilizó una concentración de

PNU-282987 menor que en los experimentos anteriores (se disminuyó la

concentración de agonista de 100 a 30 µM).

Figura 24. Efecto del modulador alostérico PNU-120596 (10 µM) sobre la corriente inducida por 30 µM

PNU-282987 (5 s/2 min) en ovocitos de Xenopus que expresan receptores nicotínicos bovinos 7 (A) o

34 (B). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicación de cada ligando. En el caso de ovocitos

en los que se había inyectado ARNm que codifica para las subunidades 3 y 4 se aplicó un pulso de 100

µM ACh, previo al estímulo con PNU-282987, para comprobar que los receptores se habían expresado

correctamente (B).
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Como se puede observar, la perfusión de PNU-120596 potenció

aproximadamente 12 veces la respuesta inducida por PNU-282987 en ovocitos que

expresaban receptores 7 (1205,71 ± 202,10%, n = 3), mientras que en ovocitos que

expresaban receptores 34 no produjo ninguna respuesta significativa (1,10 ± 0,79%,

n = 6).

La selectividad de este fármaco sobre receptores 7 quedó patente no sólo por

su capacidad de potenciar la corriente inducida por PNU-282987 en estos receptores y

no en los 34, sino también porque esta respuesta fue totalmente bloqueada en

presencia de Bgt (figura 25) o MLA (datos no mostrados).

Figura 25. Bloqueo de la potenciación de la corriente inducida por PNU-282987, en presencia de PNU-

120596, por la coaplicación de este modulador junto con Bgt. La figura A muestra registros originales de

corrientes inducidas por 30 µM PNU-282987 en ausencia (izquierda) o presencia de 10 µM PNU-120596

(centro) o de 10 µM PNU-120596 + 100 nM Bgt (derecha). Las barras horizontales indican el tiempo de

aplicación de los distintos compuestos. El panel B resume los resultados obtenidos en el número de

ovocitos indicado entre paréntesis, normalizados respecto 30 µM PNU-282987 ± EEM (***p<0,001,

respecto a PNU-282987 solo, ###p<0,001, respecto a PNU-282987 en presencia de PNU-120596).

Una vez caracterizado el efecto de la perfusión de PNU-120596 sobre

receptores bovinos, se llevaron a cabo experimentos de patch-clamp en CCB,

utilizando como estímulo pulsos de agonista de 250 ms de duración, aplicados a

intervalos de 30 s.

Debido a la falta de respuesta a PNU-282987 en estas células (figura 19), se

aplicaron inicialmente pulsos de 100 µM ACh para corroborar que las células se
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encontraban en condiciones óptimas. A continuación, se estimularon las células con

pulsos de 100 µM PNU-282987 en ausencia o en presencia de 10 µM PNU-120596 y

se compararon las respuestas máximas obtenidas en cada caso (figura 26).

Como puede apreciarse en la figura, al igual que ocurría en ovocitos que

expresaban nAChRs 34, el PNU-120596 no fue capaz de potenciar de forma

significativa la corriente inducida por PNU-282987 en CCB (%IPNU-282987/IACh = 2,65 ±

0,26; %IPNU-282987+PNU-120596/IACh = 2,68 ± 0,35).

Figura 26. Efecto del modulador alostérico PNU-120596 sobre la corriente inducida por PNU-282987 en

CCB. En la figura (A) aparecen representados registros originales de la corriente inducida por 100 µM

ACh (izquierda) o por 100 µM PNU-282987 en ausencia (centro) o en presencia de PNU-120596 (10 µM)

(derecha). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicación de cada ligando. En el panel (B) se han

representado las medias de los valores del pico máximo obtenidos en cada caso, normalizadas respecto

ACh 100 µM ± EEM.

Estos datos no apoyan la posible existencia de una pequeña población de

receptores homoméricos 7 en CCB.

5. EFECTO DE DIVERSOS LIGANDOS SELECTIVOS 7 SOBRE LA

CONCENTRACIÓN DE Ca2+ CITOSÓLICO EN POBLACIONES CELULARES

En un nuevo intento de poner de manifiesto la existencia de una pequeña

población de receptores 7 que no pudiera detectarse mediante técnicas realizadas en

célula única, se evaluaron los cambios en la concentración de Ca2+ intracelular en
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poblaciones de CCB en respuesta a la aplicación de distintos agonistas, en presencia

o ausencia de diversos ligandos selectivos para el nAChR 7.

Para ello, se cargaron las células con la sonda Fluo-4 y se registraron las

variaciones en la [Ca2+]c en el lector de placas de fluorescencia FLUOstar OPTIMA.

Dentro de cada experimento individual, cada una de las distintas condiciones

experimentales (control, presencia de modulador alostérico, presencia de antagonista,

etc.) se ensayó por triplicado. En cada pocillo se midió el valor máximo de

fluorescencia y se calculó el promedio de las 3 réplicas. Los datos obtenidos así fueron

normalizados respecto al control con 100 µM ACh. Los valores de cada experimento

individual se utilizaron para el cálculo final de los valores medios correspondientes y

en el posterior análisis estadístico.

Inicialmente se ajustaron las condiciones experimentales utilizando células

PC12, ya que, como se ha descrito en el apartado Material y Métodos (sección 2),

constituyen un buen control positivo para nuestros experimentos al ser capaces de

expresar receptores 7 nativos (Blumenthal et al., 1997).

En estos experimentos con células PC12, una vez cargadas éstas con la sonda

Fluo-4, se preincubaron durante 10 min con las distintas soluciones para que éstas

pudieran ejercer su efecto. El protocolo aplicado en cada pocillo consistió en una

medida de la fluorescencia basal durante los 10 primeros segundos, seguida de la

inyección del agonista y el posterior registro de la respuesta durante los siguientes 40

s.

Antes de comenzar los experimentos, se realizaron controles en los que se

inyectó KH en lugar de agonista para descartar la posibilidad de que alguno de los

ligandos, a las concentraciones utilizadas, produjera por sí mismo un efecto sobre la

fluorescencia basal (datos no mostrados). Una vez confirmada la ausencia de

respuesta, se llevaron a cabo los experimentos estimulando las células con ACh o

PNU-282987.

La inyección de 100 µM ACh indujo un ligero incremento en la fluorescencia,

que en el caso del PNU-282987 (100 µM) fue prácticamente indetectable (tan sólo el

27,79 ± 7,57% de la respuesta obtenida con ACh) (figura 27).

Para facilitar la identificación de respuestas debidas a la activación de nAChRs

del subtipo 7 se preincubaron las células con el modulador alostérico PNU-120596

(10 µM), incrementándose así hasta 12 veces la [Ca2+]c obtenida en el control (1332,13
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± 288,02% al usar como estímulo ACh, y 1302,39 ± 279,04%, al estimular las células

con PNU-282987). Esta potenciación de la fluorescencia fue prácticamente revertida al

preincubar las células con 100 nM Bgt o 10 nM MLA junto con PNU-120596 (10 µM),

confirmándose así la selectividad de las respuestas obtenidas.

Figura 27. Efecto de la estimulación con ACh o con PNU-282987 sobre la [Ca2+]c en poblaciones de

células PC12 preincubadas con distintos ligandos selectivos para el subtipo 7. Los paneles A y B

representan registros originales obtenidos al estimular estas células con 100 µM ACh (A) o 100 µM PNU-

282987 (B) que previamente habían sido preincubadas con KH ( ) o con 10 µM PNU-120596 en

ausencia (···) o presencia de 100 nM Bgt (- -) o 10 nM MLA (-•-). C) Las barras representan las medias ±

EEM de las respuestas observadas en el número de experimentos indicado entre paréntesis,

normalizados respecto a ACh 100 µM (***p<0,001, respecto a ACh sola, ###p<0,001, respecto a ACh en

presencia de PNU-120596).
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Una vez establecidos tanto el protocolo de estimulación, como las

concentraciones de trabajo, se quiso poner de manifiesto si, al igual que en el caso

anterior, el PNU-120596 (10 µM) era capaz de potenciar la señal de calcio en

poblaciones de CCB estimuladas con ACh o con PNU-282987 (100 µM) y si además

esta potenciación se revertía por Bgt (100 nM) o MLA (10 nM) (figura 28).

Figura 28. Efecto de los agonistas ACh o PNU-282987 sobre la [Ca2+]c en poblaciones CCB preincubadas

con distintos ligandos selectivos para el subtipo 7. En ambos casos se evaluó el efecto de PNU-120596

(10 µM) en ausencia o presencia de 100 nM Bgt o 10 nM MLA y el efecto de cada uno de los

antagonistas por sí mismos. Las barras representan las medias ± EEM de las respuestas observadas en

el número de experimentos indicado entre paréntesis. Todos los datos fueron normalizados respecto a

100 µM ACh.

Como se puede observar, en CCB el PNU-120596 no fue capaz de potenciar

de forma significativa la señal de calcio inducida por ninguno de los dos agonistas

utilizados y, al no producir efecto, no se pudo evaluar posible la reversión de esta

potenciación por Bgt o MLA. Por otra parte, la preincubación con Bgt o con MLA

solas no produjo ningún bloqueo significativo del incremento de [Ca2+]c inducido por

ACh o PNU-282987.

Para descartar la posibilidad de que en CCB el efecto del PNU-120596 (10 µM)

pudiera depender de la concentración de agonista, se realizaron curvas concentración-

respuesta preincubando las células con el modulador y utilizando como estímulo

distintas concentraciones de ACh o de PNU-282987 (figura 29).
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Como puede apreciarse en la figura, la preincubación con PNU-120596, tanto

en el caso de ACh, como en el de PNU-282987 no produjo ninguna diferencia

significativa a ninguna de las concentraciones ensayadas, lo que sugiere que la falta

de respuesta a PNU-120596 no es dependiente de la concentración de agonista

utilizado.

Figura 29. Curvas concentración-respuesta obtenidas como resultado de la inyección de distintas

concentraciones de ACh o PNU-282987. ( ) Curva concentración-respuesta a ACh. En este caso las

células fueron preincubadas con KH antes de la inyección del agonista. ( ) Curva concentración-

respuesta a ACh de células preincubadas durante 10 min con PNU-120596 (10 µM). ( ) Curva

concentración-respuesta a PNU-282987. Al igual que en el caso de la ACh, las células fueron

preincubadas con KH antes de su inyección. ( ) Curva concentración-respuesta a PNU-282987 de

células preincubadas durante 10 minutos con PNU-120596 (10 µM). Todos los datos están normalizados

respecto a 100 µM ACh. Cada punto representa la media ± EEM de las respuestas observadas a las

distintas concentraciones. El número de experimentos realizados en cada caso se encuentra indicado

entre paréntesis. Los valores para las CE50 se calcularon mediante la aplicación de la ecuación de Hill.

En las figuras anteriores (28 y 29) se puede observar cómo el PNU-282987 es

capaz de provocar un pequeño incremento en la [Ca2+]c (33,87 ± 3,55%, respecto a la

respuesta inducida por 100 µM ACh). Sin embargo, no hemos podido demostrar que

esta respuesta sea debida a la activación selectiva de receptores nicotínicos del

subtipo 7, ya que no es potenciada por PNU-120596, ni bloqueada por antagonistas

selectivos (Bgt o MLA). Para indagar en el posible origen de esta respuesta se

realizaron experimentos en los que se trataron de bloquear las distintas vías que

conducen al incremento del nivel de Ca2+
c (figura 30). Para ello, utilizando un
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protocolo de estimulación similar al de los casos anteriores, se preincubaron las CCB

con 30 µM de mecamilamina (Mec, un bloqueador no selectivo de nAChRs), para

comprobar si el efecto se debía a la activación de receptores nicotínicos, con 5 µM de

tetrodotoxina (TTX, bloqueador no selectivo de canales de Na+) o con 100 µM de Cd2+

(bloqueador no selectivo de CCDV), por si el PNU-282987 pudiera estar actuando de

alguna forma sobre canales de Na+ o Ca2+ o sobre el potencial de membrana y,

finalmente, con 3 µM de rotenona (Rot, bloqueador del complejo I de la cadena de

transporte de electrones de la mitocondria) junto con 3 µM de oligomicina (Olig,

bloqueador del complejo V de la cadena de transporte de electrones de la

mitocondria), o con la mezcla de Cafeína+Rianodina+Tapsigargina (CRT), a las

concentraciones de 20 mM Cafeína (provoca la salida de Ca2+ del RE a través de los

receptores de rianodina), 10 µM Rianodina (bloqueador de los receptores de

rianodina) y 1 µM Tapsigargina (bloqueador de la Ca2+-ATPasa del RE), para

determinar la posible participación de los depósitos intracelulares de Ca2+ en esta

señal.

Figura 30. Efecto de la preincubación con distintos ligandos sobre la señal de Ca2+ inducida por ACh o

PNU-282987 (100 µM) en CCB. Las células fueron preincubadas con KH (control), 10 µM Mec, 5 µM TTX,

100 µM Cd2+, 3 µM Rot/Olig o CRT (20 mM Cafeína, 10 µM Rianodina, 1 µM Tapsigargina) durante 10

minutos antes de la inyección del agonista. Las barras representan las medias ± EEM de las respuestas

observadas en el número de experimentos indicado entre paréntesis. Todos los datos fueron

normalizados respecto a 100 µM ACh (***p<0,001, respecto a ACh control, ###p<0,001, respecto a PNU-

282987 control).
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Como se observa en la figura, la preincubación con Mec provocó el bloqueo en

gran medida de la señal de Ca2+ inducida por ambos agonistas (%bloqueoMec = 83,39 ±

4,39, respecto ACh control; %bloqueoMec = 89,38 ± 0,45, respecto a PNU-282987

control), lo que demuestra la naturaleza nicotínica de la respuesta tanto a ACh, como a

PNU-282987. En el caso del PNU-282987, estos datos podrían sugerir que este

agonista está ejerciendo un efecto sobre receptores nicotínicos de otro subtipo

diferente al receptor homomérico 7.

Por otra parte, los canales de Na+ no parecen estar participando en este

proceso, puesto que la preincubación con TTX no afectó de forma significativa al

incremento de Ca2+ en respuesta a ACh (%respuestaTTX = 90,85 ± 9,24, respecto a

ACh control) o PNU-282987 (%respuestaTTX = 83,02 ± 8,28, respecto a PNU-282987

control).

Como era de esperar, el Cd2+ produjo un gran bloqueo de la [Ca2+]c, ya que,

como se había mencionado en la Introducción (apartados 3.1, 4.1 y 4.2), los CCDV

son la principal vía de entrada de calcio extracelular en la célula cromafín (%bloqueoCd

= 63,89 ± 8,91, respecto a ACh control; %bloqueoCd = 80,76 ± 2,70, respecto a PNU-

282987 control).

En relación con la posible contribución de los depósitos intracelulares a la

variación en la [Ca2+]c, parece ser que ésta podría ser debida principalmente a la salida

de Ca2+ desde el RE, ya que, mientras que no se obtuvieron datos significativos de

bloqueo con Rot/Olig (%bloqueoRot/Olig = 9,35 ± 6,48, respecto a ACh control;

%bloqueoRot/Olig = 27,06 ± 2,00, respecto a PNU-282987 control), descartando así la

participación de la mitocondria, las células que habían sido preincubadas con la

mezcla de depleción e inactivación del RE (CRT) mostraron una inhibición en su

[Ca2+]c de: %bloqueoCRT = 46,33 ± 1,19 y %bloqueoCRT = 96,03 ± 0,25, en relación a

sus controles con ACh o PNU-282987, respectivamente.

A modo de resumen, podemos decir que la estimulación de poblaciones de

CCB con ACh o con PNU-282987 provoca la activación de receptores nicotínicos

distintos a los receptores 7 homoméricos típicos, que conduce a un incremento en la

[Ca2+]c debido al propio Ca2+ que entra a través de los nAChRs, al que entra por los

CCDV y al que sale del RE.
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6. EFECTO DE DIVERSOS LIGANDOS SELECTIVOS 7 SOBRE LA SECRECIÓN

DE CATECOLAMINAS EN POBLACIONES DE CCB

Continuando con los experimentos en poblaciones y avanzando un paso más

en el proceso de acoplamiento excitación-secreción, se realizaron experimentos para

estudiar el efecto de los compuestos anteriores sobre la secreción de catecolaminas

en CCB.

La amperometría es una técnica experimental que aprovecha los fenómenos de

óxido-reducción para detectar los productos de secreción por la oxidación de los

mismos. Sin embargo, no sólo las catecolaminas son susceptibles a la oxidación,

algunos compuestos químicos también pueden resultar oxidados y originar señales

inespecíficas. Para solventar este problema, se realizaron controles sin células a los

que se aplicó el mismo protocolo que el utilizado en el resto de experimentos (figuras

31 y 32, A). Como se puede observar, la perfusión de PNU-120596 (10 µM) produjo

una ligera elevación de la línea basal, lo que fue tenido en cuenta al realizar el análisis

de datos.

Para evaluar el posible efecto de diversos ligandos selectivos para el nAChR

7 sobre la secreción de catecolaminas en poblaciones de CCB se utilizó un protocolo

consistente en la aplicación de pulsos de agonista de de 5 s de duración a intervalos

de 3 min. Este protocolo de estimulación aseguraba buenas respuestas secretoras y el

intervalo entre pulsos permitía el retorno de la señal hasta los niveles basales entre

pulso y pulso. En primer lugar se aplicaron pulsos control de ACh (100 µM). Una vez

estabilizada la señal, y para evaluar de forma directa la implicación del nAChR 7 en

el proceso secretor, se aplicaron pulsos similares de PNU-282987 (100 µM), pero en

este caso no se obtuvo ningún pico de secreción significativo.

Para tratar de potenciar esta pequeña secreción inducida por la aplicación de

pulsos de PNU-282987, se perfundió PNU-120596 (10 µM). Seguidamente, se

perfundió PNU-120596 junto con MLA (10 nM) para comprobar si esta potenciación

era revertida por el antagonista. Finalmente, para corroborar que las células

continuaban en condiciones óptimas, se aplicaron de nuevo pulsos control de ACh

(figura 31). El panel C resume el análisis de los datos obtenidos en los 6 experimentos

realizados. En cada experimento se analizó el pico máximo de cada espiga

amperométrica. Una vez estabilizada la señal, se calculó el promedio de las 3 últimas

espigas obtenidas tras la estimulación con ACh (previas a la estimulación con PNU-
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282987) y se tomó este dato como la respuesta secretora control, con respecto a la

cual se normalizaron las respuestas de todas las espigas subsiguientes del

experimento. De igual forma, se calculó la media de las 3 últimas espigas obtenidas

con PNU-282987 en ausencia o presencia de PNU-120596 sólo o coaplicado junto con

MLA. Estos valores de cada experimento individual fueron utilizados para el cálculo

final de las medias de todos los experimentos realizados y su posterior análisis

estadístico.

Figura 31. Efecto de la perfusión del modulador alostérico PNU-120596 en ausencia o presencia de MLA

sobre la secreción de catecolaminas inducida por PNU-282987 (100 µM) en poblaciones de CCB. El panel

A representa los datos originales de un experimento control realizado sin células, en el que se aplicaron

pulsos control de 100 µM ACh, seguidos de pulsos de 100 µM PNU-282987 en ausencia o presencia de

10 µM PNU-120596 sólo o coaplicado junto con 10 nM MLA. El panel B muestra un registro original de un

experimento similar al anterior, pero realizado con células. En el panel C aparecen representadas las

medias ± EEM del pico máximo de las espigas amperométricas de los distintos experimentos llevados a

cabo con células. Todos los datos fueron normalizados respecto a 100 µM ACh. En la parte superior de

las gráficas, junto a la leyenda, aparecen indicados el número de experimentos realizados en cada caso

(n).
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Como puede observarse en la figura anterior, en ninguno de los experimentos

realizados se pudo detectar la participación de un nAChR 7 en el proceso exocitótico,

ya que, por un lado, el PNU-282987 apenas fue capaz de inducir secreción de

catecolaminas (tan sólo el 4,17 ± 1,93% de la secreción obtenida con 100 µM ACh) y,

por otro, el PNU-120596 tampoco consiguió potenciar esta secreción (2,94 ± 0,71%,

respecto a la secreción control).

Figura 32. Efecto de la perfusión del modulador alostérico PNU-120596 en ausencia o presencia de MLA

sobre la secreción de catecolaminas inducida por Cho (10 mM) en poblaciones de CCB. El panel (A)

representa los datos originales de un experimento control realizado sin células, en el que se aplicaron

pulsos control de 100 µM ACh, seguidos de pulsos de 10 mM Cho en ausencia o presencia de 10 µM

PNU-120596 sólo o coaplicado junto con 10 nM MLA. El panel (B) muestra un registro original de un

experimento similar al anterior, pero realizado con células. C) Las barras representan las medias ± EEM

del pico máximo de las espigas amperométricas de los distintos experimentos llevados a cabo con

células, calculados de igual forma que en la figura 31. Todos los datos fueron normalizados respecto a

100 µM ACh. En la parte superior de las gráficas, junto a la leyenda, aparecen indicados el número de

experimentos realizados en cada caso (n).
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Para comprobar si el efecto del PNU-282987 era extensible a otros agonistas

7, se realizaron experimentos similares a los anteriores, pero utilizando colina (Cho,

10 mM) como agonista selectivo para este subtipo de receptor (figura 32).

Al igual que lo ocurrido con PNU-282987, no se pudo observar una implicación

directa de los receptores 7 en el proceso secretor de catecolaminas en CCB. A pesar

de que la Cho fue capaz de generar pequeños picos de secreción (9,62 ± 2,02% de la

secreción inducida por el control con ACh), éstos no fueron potenciados por 10 µM

PNU-120596 (8,91 ± 2,77% respecto al control), ni bloqueados por 10 nM MLA (6,14 ±

1,75%, respecto al control).

7. PURIFICACIÓN E INMUNODETECCIÓN DE RECEPTORES QUE CONTIENEN LA
SUBUNIDAD 7

El análisis de los datos farmacológicos anteriores no parece apoyar la

presencia de receptores nicotínicos 7 homoméricos funcionales en la membrana

plasmática de las células cromafines bovinas. Sin embargo, en la literatura está bien

descrita la presencia de ARNm que codifica para la subunidad 7 del nAChR (García-

Guzmán et al., 1995) y de sitios de unión a Bgt (Wilson y Kirshner, 1977; Criado et

al., 1997; El-Hajj et al., 2007), además de haber confirmado su presencia en la

membrana celular mediante técnicas de inmunofluorescencia y Western blot (datos

del grupo no publicados).

Una posible explicación a estas discrepancias podría ser que la subunidad 7

se encuentre formando parte de un receptor heteromérico 374*. Para poder

comprobar esta hipótesis se realizó un experimento de coinmunoprecipitación de las

subunidades 7 y 3. Tras la purificación de los receptores que contenían la

subunidad 7 con Bgt*sefarosa, se determinó la presencia de la subunidad 3

mediante la técnica de Western blot a partir de las muestras purificadas.

Se ha descrito que el tratamiento con colagenasa puede afectar a la expresión

en membrana de ciertos receptores. Para descartar este efecto en el caso de

receptores nicotínicos que contienen la subunidad 7, los experimentos se llevaron a

cabo tanto a partir de tejido de médula adrenal, como a partir de CCB en cultivo.
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Figura 33. Detección de la subunidad 3 mediante el marcaje con el Ac H-100 en muestras

inmunoprecipitadas con Bgt*sefarosa a partir de lisados de CCB en cultivo. El carril 1 corresponde con la

muestra inmunoprecipitada. El carril 2 pertenece al control de proteína sin inmunoprecipitar. Los carriles 3

y 4, en los que no se observa ninguna banda, corresponden con los controles de la resina y de la Bgt,

respectivamente. La identificación de una proteína de aproximadamente 55 kDa en los carriles 1 y 2

podría corresponder con la subunidad 3 del nAChR.

Como se observa en la figura, el marcaje con el anticuerpo H-100 (selectivo

para la subunidad 3 del nAChR) produjo una banda correspondiente a un peso

molecular de aproximadamente 55 kDa, similar al descrito para la subunidad 3 del

nAChR bovino (56 kDa) (Criado et al., 1992), en los carriles correspondientes a la

muestra inmunoprecipitada (1) y a su control de proteínas (2), tanto en la muestra

obtenida a partir de CCB en cultivo, como en la obtenida a partir de tejido

adrenomedular (datos no mostrados). Este resultado sugiere que esta subunidad

podría encontrarse formando parte de un receptor nicotínico junto con la subunidad 7

en CCB.

Para confirmar que, efectivamente, los receptores purificados contenían la

subunidad 7, se eliminó e anticuerpo el Ac que reconocía a la subunidad 3 y se

realizó un nuevo marcaje de la membrana con el Ac mAb319, que reconoce

selectivamente la subunidad 7 del nAChR (figura 34).

Figura 34. Detección de la subunidad 7 mediante el marcaje con el Ac mAb319 en muestras

inmunoprecipitadas con Bgt*sefarosa a partir de lisados de CCB en cultivo. El carril 1 corresponde con la

muestra inmunoprecipitada. El carril 2 pertenece al control de proteína sin inmunoprecipitar. Los carriles 3

y 4, en los que no se observa ninguna banda, corresponden con los controles de la resina y de la Bgt,

respectivamente. La identificación de una proteína de aproximadamente 60 kDa en los carriles 1 y 2

podría corresponder con la subunidad 7 del nAChR.
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Como se puede ver en la figura, la obtención de una banda correspondiente a

un peso molecular aproximado de 60 kDa tras el marcaje con el Ac mAb319 (selectivo

para la subunidad 7 del nAChR), similar al peso molecular descrito para esta

subunidad en CCB (57 kDa) (García-Guzmán et al., 1995), parece confirmar que el

uso de Bgt*sefarosa permite purificar de forma selectiva los nAChRs que contienen la

subunidad 7.

De estos resultados se puede deducir, por un lado, que el tratamiento con

colagenasa no afecta a la expresión en membrana plasmática de los nAChRs bovinos

que contienen la subunidad 7 y, por otro, que estos receptores coexpresan las

subunidades 7 y 3, por lo que sería plausible la existencia de un receptor

heteromérico complejo 374* en la célula cromafín bovina.
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La identidad de los receptores nicotínicos presentes en las CCB es una

cuestión controvertida. Aunque desde el punto de vista molecular se haya constatado

la presencia de subunidades 3, 5, 7 y 4 en estas células (Criado et al., 1992;

García-Guzmán et al., 1995; Campos-Caro et al., 1997; Wenger et al., 1997), la

composición exacta en subunidades del receptor nativo es todavía desconocida.

Entre finales de los años 70 y principios de los 80, diversos autores trataron de

mostrar la posible implicación del receptor 7 en el proceso secretor de catecolaminas

mediante el uso de Bgt como bloqueador selectivo (Wilson y Kirshner, 1977;

Kumakura et al., 1980; Trifaró y Lee, 1980; Kilpatrick et al., 1981; Kageyama y

Guidotti, 1984). Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes, lo que llevó a

sugerir que el control de la respuesta secretora en CCB se realizaba exclusivamente

por los receptores nicotínicos del subtipo 34 y no por el 7.

Posteriormente, gracias al uso de nuevos protocolos experimentales (basados

en la aplicación de pulsos muy breves de agonistas nicotínicos con el fin de evitar la

desensibilización del receptor 7) y nuevas herramientas farmacológicas (toxinas

selectivas para bloquear los diferentes subtipos de nAChR), nuestro grupo sugirió que

ambos receptores nicotínicos, 34 y 7, estaban implicados en la generación de

corrientes nicotínicas, así como en el desencadenamiento de la entrada de Ca2+ y

posterior secreción de catecolaminas en respuesta a la estimulación de las CCB con

ACh (López et al., 1998). Más recientemente, Fuentealba y colaboradores (Fuentealba

et al., 2004) propusieron que el receptor nicotínico 7 también podría estar implicado

en la hiperpolarización de la célula cromafín, además de participar en el proceso

secretor de catecolaminas. En este trabajo, estimularon las CCB con Cho en

condiciones de alta concentración de Ca2+ extracelular y observaron un incremento de

la [Ca2+]c que, por un lado, contribuía a la secreción de catecolaminas y, por otro, a la

activación de canales de K+ dependientes de Ca2+ cercanos al receptor, provocando

así la hiperpolarización de la célula cromafín.

En base a estos antecedentes, el trabajo de nuestro grupo se centró

inicialmente en el estudio del papel funcional de los receptores nicotínicos 7 en la

generación de señales dirigidas a la exocitosis de catecolaminas en las CCB. Sin

embargo, pronto se advirtió la incoherencia entre los resultados experimentales que se

iban obteniendo y el dogma, asentado en la literatura, de la presencia de un receptor

nicotínico 7 homomérico típico en este modelo celular. A partir de entonces, nuestro
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trabajo se redirigió hacia la re-caracterización de los subtipos de receptores nicotínicos

presentes en las CCB y más concretamente del subtipo 7.

El hecho de que hasta ahora no esté claro qué subtipos de nAChRs presentan

las CCB se debe principalmente a dos motivos; por un lado, aún no ha sido posible

poner de manifiesto respuestas nicotínicas 7 típicas y, por otro, en los estudios

publicados hasta el momento se han empleado concentraciones de antagonista tan

elevadas que hacen que éste pierda su selectividad receptorial, dando lugar a datos

de bloqueo de la respuesta nicotínica conflictivos.

Hay que tener en cuenta también que la selectividad de un determinado

compuesto depende en gran medida de la especie en la que esté siendo analizado. A

pesar de que las subunidades nicotínicas presentan secuencias muy conservadas y

una alta homología entre especies, pequeñas diferencias en la composición en cuanto

a aminoácidos en los lugares de unión a los diversos ligandos nicotínicos determinan

dicha selectividad.

Así, se ha visto como la citisina o el TMAQ (5-(Trifluorometil)-6-(1-metil-azepan-

4-il)metil-1H-quinolin-2-uno), potentes agonistas de receptores que contienen la

subunidad 4, son capaces de ejercer su efecto o no en función de la especie. Por

ejemplo, mientras que la citisina actúa como agonista de estos receptores en rata

(Luetje y Patrick, 1991; Papke y Heinemann, 1991; Papke y Heinemann, 1994), en

receptores bovinos es incapaz de producir ninguna respuesta significativa (Campos-

Caro et al., 1997; Maneu et al., 2002). De forma similar, el TMAQ actúa sobre

receptores humanos, sin causar ningún efecto sobre receptores de rata (Young et al.,

2007).

Respecto a los antagonistas, también se han descrito grandes diferencias en

cuanto a su capacidad de unión al receptor en función de la especie. Por ejemplo, la

Bgt presenta una afinidad superior por el receptor 7 de rata, que por el humano o el

bovino (Ohana y Gershoni, 1990).

Por ello, todos los compuestos empleados en este trabajo se estudiaron

inicialmente sobre receptores nicotínicos bovinos expresados en ovocitos de Xenopus,

previamente a su uso sobre CCB. De esta forma, nos asegurábamos de que los

distintos fármacos, a las concentraciones seleccionadas, ejercían su efecto de forma

selectiva.
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Basándonos en los experimentos de bloqueo por antagonistas selectivos 7,

realizados por López y colaboradores en 1998, quisimos comprobar si

concentraciones de bloqueador más bajas a las utilizadas en este estudio también

eran capaces de producir un bloqueo en la corriente nicotínica inducida por ACh en

CCB.

Los controles realizados en ovocitos de Xenopus dejaron patente la

selectividad de los antagonistas MLA (10 nM) y Bgt (100 nM) sobre los nAChRs

bovinos del subtipo 7 (figura 16). Cuando se estudiaron estos compuestos sobre

CCB, en ambos casos se obtuvo un bloqueo significativo de las corrientes nicotínicas

(figura 17), lo que apoyaría inicialmente la hipótesis de la existencia de dos subtipos

de receptores, 34 y 7, en este modelo celular.

Para corroborar la presencia de receptores 7 funcionales en CCB se evaluó el

efecto como agonista del PNU-282987 sobre CCB, una vez demostrada su

selectividad sobre receptores nicotínicos bovinos 7 expresados en ovocitos de

Xenopus (figura 19). Lo esperable sería que la aplicación de pulsos breves de PNU-

282987 indujese la activación de una corriente iónica proporcional al número de

receptores 7 presentes en la célula. Sin embargo, este agonista no fue capaz de

inducir ninguna corriente significativa (figura 20), lo que hablaría en contra de la

existencia de receptores 7 homoméricos funcionales en CCB.

Como abordaje alternativo, y basándonos en la propiedad de los receptores

nicotínicos de desensibilizarse en presencia continua del agonista, se perfundieron las

CCB con el agonista 7 PNU-282987, con la intención de anular de forma selectiva la

función de los supuestos nAChRs 7 presentes en las CCB. En esta serie de

experimentos, la corriente inducida por ACh en estas células se vio disminuida en gran

medida en presencia de PNU-282987 (figura 22), lo que de nuevo concordaría con la

participación de un receptor 7 en la generación de corrientes nicotínicas en CCB.

En base a estos datos, resulta paradójico comprobar cómo el grado de

inhibición de la respuesta nicotínica, ya sea por el efecto de bloqueadores selectivos

frente a la subunidad 7, como MLA o Bgt, o debido a la desensibilización por PNU-

282987, es muchísimo mayor que el porcentaje de corriente que puede ser activada

por la acción de un agonista selectivo sobre los supuestos receptores nicotínicos 7

homoméricos presentes en las CCB (comparar las figuras 17 y 22 con la 19). Esta

discrepancia podría estar de acuerdo con la posible existencia de un único receptor
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nicotínico complejo, formado por la combinación de subunidades 7 junto a

subunidades 3 y 4 y/o 5. Este receptor heteromérico “complejo” respondería

adecuadamente a agonistas nicotínicos no selectivos, que se unirían a las

subunidades 3 y 7 del receptor, produciendo la activación del mismo, como ocurre

en el caso de la ACh. Sin embargo, sería incapaz de responder frente a agonistas

selectivos 7, ya que éstos sólo serían capaces de unirse a una subunidad de tipo ,

por lo que no se activaría el receptor.

Respecto al bloqueo por antagonistas selectivos para este subtipo de receptor

podrían darse dos alternativas: al bloquear la subunidad 7 el receptor ya no puede

ser activado y el porcentaje de bloqueo observado corresponde con el porcentaje de

receptores heteroméricos presentes en las CCB; o bien, la unión del antagonista a una

única subunidad 7 puede dar lugar a un bloqueo parcial y no total, permitiendo así

una pequeña activación del receptor que originaría la corriente nicotínica observada en

presencia de antagonistas. Las diferencias en cuanto al grado de bloqueo entre Bgt y

MLA podrían explicarse por las distintas afinidades que presentan uno u otro

antagonista por el receptor. Hay que tener en cuenta que, a pesar de haber visto un

bloqueo total de los receptores 7 expresados en ovocitos a las concentraciones

testadas, es posible que éstas no sean suficientes para bloquear todos los receptores

que contienen la subunidad 7 en CCB. Así, se ha visto que la afinidad de la Bgt por

receptores expresados en ovocitos de Xenopus es notablemente superior que por

receptores bovinos (Ohana y Gershoni, 1990). Si esto es así, es probable que 100 nM

Bgt esté produciendo un mayor bloqueo en CCB que 10 nM MLA.

Por otra parte, la desensibilización en presencia continua de PNU-282987

provoca la inactivación de un mayor porcentaje de receptores que el uso de

antagonistas. Es muy probable que este fenómeno sea debido a que la unión del PNU-

282987 esté bloqueando el lugar de unión al agonista en el que participa la subunidad

7. El pequeño porcentaje de corriente que se observa puede ser debido a receptores

parcialmente desensibilizados o a que la concentración de PNU-282987 fuera

insuficiente para bloquear totalmente la mayor parte de los receptores presentes en las

CCB.

Con objeto de poner de manifiesto la posible presencia de una pequeña

población de receptores 7 homoméricos en CCB, cuya corriente podría haber

quedado enmascarada por la gran corriente nicotínica generada por una población

mayoritaria de receptores 34*, se utilizó el modulador alostérico positivo PNU-
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120596, que actúa selectivamente sobre nAChRs 7 homoméricos. Su eficacia y

selectividad sobre receptores 7 bovinos fue estudiada previamente en ovocitos de

Xenopus que expresaban heterólogamente receptores bovinos de los subtipos 7 o

34. Mientras que este compuesto no ejercía ningún efecto sobre receptores 34,

en el caso de receptores 7 era capaz de potenciar enormemente la señal inducida

por PNU-282987 y, además, esta potenciación era totalmente revertida en presencia

de MLA o Bgt (figuras 24 y 25).

En las CCB no se observó ninguna potenciación de la respuesta nicotínica

inducida por ACh o por PNU-282987 (figura 26), lo que sugiere nuevamente que los

nAChRs 7 homoméricos no estarían presentes en la membrana de las CCB.

Una posible explicación para esta discrepancia observada entre las corrientes

nicotínicas registradas en ovocitos de Xenopus y las corrientes nicotínicas nativas que

presentan las CCB podría deberse al hecho de que la composición en subunidades del

nAChR afecta a la eficacia y la potencia de los diferentes agonistas (Zwart y

Vijverberg, 1998; Vizi y Lendvai, 1999; Paterson y Nordberg, 2000) y a las

características cinéticas de las corrientes inducidas por los diferentes agonistas

nicotínicos (Wang et al., 1996; Chávez-Noriega et al., 1997).

Adicionalmente, la inclusión/exclusión de algún tipo de subunidad puede variar

enormemente la afinidad del receptor por los diferentes agonistas (Ramírez-Latorre et

al., 1996; Gerzanich et al., 1998). Así, por ejemplo, cabría la posibilidad de que la

subunidad 5 estuviera formando parte de los receptores nativos y por este motivo las

corrientes nicotínicas observadas en CCB no se corresponderían con las observadas

en ovocitos de Xenopus. Se ha descrito que la inclusión de la subunidad 5 en

receptores 34 expresados en ovocitos puede aumentar la desensibilización y la

permeabilidad a Ca2+ del canal, llegando incluso a ser equiparables a las observadas

en receptores 7 homoméricos (Wang et al., 1996; Sivilotti et al., 1997; Gerzanich et

al., 1998), sin afectar drásticamente a su sensibilidad a agonistas como la ACh o la

nicotina (Wang et al., 1996; Campos-Caro et al., 1997; Gerzanich et al., 1998).

Es posible que los receptores nativos estén formados por subunidades 7, 3,

y 4 a diferentes estequiometrías de las probadas, pero también sería razonable

pensar en la existencia de un receptor complejo formado por las subunidades 3, 5,

7 y 4 con características electrofisiológicas diferentes de las de los receptores

nicotínicos 34 y 7.
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Por otra parte, esta ausencia de respuesta en CCB a los ligandos selectivos

para el nAChR del subtipo 7 PNU-282987 y PNU-120596 también podría deberse a

que la población de receptores 7 fuera tan pequeña que no pudiera ser detectada

mediante técnicas realizadas en célula única. De hecho, como se ha comentado en la

Introducción (apartado 2.2), la médula adrenal está constituida principalmente por una

población mixta de células cromafines; adrenérgicas y noradrenérgicas. La principal

diferencia bioquímica entre ellas es la presencia en las células adrenérgicas de la

enzima PNMT, así como la presencia de varios factores de transcripción que regulan

la expresión de esta enzima, como Egr-1 o MAZ (Ebert et al., 1994; Ebert y Wong,

1995; Criado et al., 1997; Her et al., 1999; Wong, 2003). Por otra parte, se ha descrito

la existencia de lugares de unión a Egr-1 en el promotor del gen que codifica para la

subunidad 7 del nAChR (Criado et al., 1997; Gault et al., 1998; Nagavarapu et al.,

2001) y se piensa que este factor de transcripción actuaría potenciando la actividad del

promotor (Criado et al., 1997; Carrasco-Serrano et al., 1998). Por todo ello, se ha

propuesto que Egr-1 podría estar formando parte de un mecanismo común implicado

en la inducción del fenotipo adrenérgico y en la expresión diferencial de receptores

sensibles a Bgt en la glándula adrenal bovina (Criado et al., 1997; Carrasco-Serrano

et al., 2000). Adicionalmente, experimentos de autorradiografía con Bgt en rodajas de

glándulas adrenales bovinas demuestran que los receptores que contienen la

subunidad 7 colocalizan con la enzima PNMT y, además, el ARNm que codifica para

esta subunidad también ha sido detectado en el mismo lugar (Criado et al., 1997), por

lo que se ha sugerido que las subunidades 7 del nAChR en CCB se localizarían

exclusivamente en células adrenérgicas.

Si partimos de la base de la existencia de una pequeña población de

receptores 7, que además sólo se encuentra en células adrenérgicas, es posible que

las técnicas en célula única no sean suficientes para poner de manifiesto una

respuesta significativa. Para descartar tal posibilidad, se llevaron a cabo experimentos

en poblaciones de CCB en los que se evaluaron los efectos de diversos compuestos

selectivos del subtipo 7 sobre la [Ca2+]c mediante fluorimetría.

Previamente a la utilización de CCB, se realizaron experimentos con células

PC12, ya que está descrito que expresan receptores 7 nativos (Blumenthal et al.,

1997), con el fin de comprobar que las condiciones experimentales eran las

adecuadas (protocolo de estimulación, concentraciones de los distintos ligandos, etc.)

(figura 27).
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Como era de esperar, en células PC12 la ACh indujo un incremento de la

[Ca2+]c que se vio potenciado en gran medida en presencia de PNU-120596 y revertido

totalmente por Bgt o MLA. La estimulación con PNU-282987 produjo una elevación

de la [Ca2+]c menor que la obtenida con ACh, que correspondería a la proporción de

receptores del subtipo 7 presentes en estas células. La preincubación con PNU-

120596 antes de la estimulación con PNU-282987 dio lugar a un incremento en el nivel

de Ca2+
c similar al obtenido tras la estimulación con ACh, lo que demostraría que este

modulador sólo ejerce su efecto sobre receptores 7. De igual forma, este incremento

en la fluorescencia se revirtió en presencia de antagonistas selectivos como Bgt o

MLA. Todos estos resultados demuestran que el protocolo experimental es adecuado

para poner de manifiesto la presencia de receptores 7 homoméricos funcionales, ya

que la señal de calcio registrada con los compuestos selectivos 7 parece

corresponderse únicamente con la participación de este subtipo de receptor.

Sin embargo, en CCB, la ACh indujo un aumento de la [Ca2+]c que no se vio

potenciado por PNU-120596, ni bloqueado por Bgt o MLA. El PNU-282987 también

fue capaz de aumentar la señal de Ca2+
c, aunque en menor medida que la ACh. Sin

embargo, este incremento de calcio no se vio potenciado en presencia del modulador

alostérico, ni bloqueado por los antagonistas selectivos, lo que parece indicar que el

PNU-282987 en este caso no estaría ejerciendo su efecto sobre receptores 7 típicos

(figura 28). La posibilidad de que el efecto del modulador alostérico dependiera de la

concentración de agonista quedó descartada tras la realización de curvas

concentración-respuesta a ACh o PNU-282987 en presencia o ausencia de PNU-

120596 (figura 29).

Como pudimos ver en los experimentos de patch-clamp, tanto Bgt, como MLA

producían un bloqueo de las corrientes nicotínicas inducidas por ACh en CCB (figura

17). Probablemente, el % de receptores nicotínicos que permanecen activos son

suficientes para producir una despolarización celular que permita la apertura de CCDV

en el mismo grado que en ausencia de bloqueador. Por esta razón, no se observaron

diferencias significativas en el nivel de Ca2+
c en presencia de estos antagonistas.

Respecto al incremento de Ca2+ inducido por PNU-282987, no se ha podido

demostrar que se deba a la activación de forma selectiva de nAChRs del subtipo 7.

Sin embargo, el bloqueo de esta señal en presencia de mecamilamina dejó patente su

naturaleza nicotínica (figura 30). Una posible explicación podría ser que el PNU-

282987 estuviera activando parcialmente un receptor atípico, lo que apoyaría de nuevo
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la hipótesis de la existencia de un receptor heteromérico complejo (374*) en CCB.

El hecho de que no se haya observado ninguna respuesta significativa con PNU-

282987 mediante la técnica de patch-clamp (figura 22), podría explicarse porque, al

tratarse de un agonista parcial, produzca una señal tan pequeña que no pueda ser

detectada mediante una técnica en célula única.

Por otra parte, la ausencia de respuesta con PNU-120596 podría deberse a

que este compuesto requiera más de una subunidad 7 para poder ejercer su efecto.

Recientemente ha sido publicado un trabajo en el que proponen un posible mecanismo

de unión del modulador al receptor 7 (Barron et al., 2009). Estos autores sugieren

que el PNU-120596 se uniría en la interfase de dos subunidades , provocando así un

cambio conformacional similar, aunque no igual, al producido por la ACh. Además,

para que esta unión fuera posible, sería imprescindible que el agonista se encontrara

ocupando sus lugares de unión en el receptor. La expresión de un receptor

heteromérico complejo, en el que se incluiría la subunidad 7, podría explicar por qué

en CCB el modulador alostérico no ha sido capaz de inducir ningún efecto significativo,

ya que éste requiere al menos dos subunidades 7 para poder unirse al receptor, tras

la unión del agonista.

Respecto al papel de los canales de Na+ en el incremento de Ca2+
c, no se ha

podido demostrar una posible implicación en este proceso, puesto que no se observó

ningún bloqueo de la [Ca2+]c en presencia de TTX. Este resultado no debería

sorprendernos, ya que, como se menciona en el apartado 3.1. de la Introducción,

estos canales sólo participan como amplificadores de la señal nicotínica en

condiciones de bajas concentraciones de ACh (inferiores a 50 µM) (Kidokoro y Ritchie,

1980) o de baja densidad de nAChRs. Por otra parte, en la célula cromafín bovina se

ha descrito la presencia de canales de Ca2+ de tipo T (Diverse-Pierluissi et al., 1991;

García-Palomero et al., 2000), que, al igual que los canales de Na+ dependientes de

voltaje, se abren a potenciales de membrana próximos a -60 mV. La despolarización

producida por la activación de los receptores nicotínicos per se sería suficiente para

reclutar CCDV de tipo T, sin que fuera necesaria la intervención de los canales de Na+.

La contribución de los CCDV al incremento de Ca2+
c quedó patente con el

elevado grado de bloqueo de la fluorescencia máxima observado en presencia de

Cd2+. Este resultado sugiere que, en la célula cromafín bovina, las variaciones en el

nivel de Ca2+
c en respuesta a la estimulación nicotínica son debidas, principalmente, a

la activación de CCDV.
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En los últimos años se ha descrito la participación de la mitocondria en la

modulación de la secreción de neurotransmisores en CCB (Montero et al., 2000;

Montero et al., 2001; Villalobos et al., 2002). Sin embargo, esta organela no parece

contribuir al incremento en los niveles citosólicos de Ca2+ en respuesta a agonistas

nicotínicos, puesto que no se observó ningún efecto sobre la fluorescencia máxima al

preincubar las células con Rotenona/Oligomicina.

Respecto a la participación del retículo endoplásmico en las señales de Ca2+

generadas por la activación de receptores nicotínicos, en la literatura aparecen varios

trabajos que relacionan el nAChR 7 con el fenómeno de CICR en distintos modelos

celulares (Sharma y Vijayaraghavan, 2001; Dajas-Bailador et al., 2002; Dajas-Bailador

y Wonnacott, 2004; Dickinson et al., 2007). El denominado CICR (Calcium-Induced

Calcium Release), descrito por primera vez por Fabiato (Fabiato, 1983), se caracteriza

por la salida de Ca2+ del RE a través de los receptores de rianodina, como

consecuencia de la entrada de Ca2+ a través de los CCDV, amplificando y propagando

así la señal de calcio por el citosol.

Con el objetivo de determinar la posible intervención del RE en la señal de

Ca2+
c inducida por la estimulación con ACh o PNU-282987, se preincubaron

poblaciones de CCB con una mezcla de Cafeína+Rianodina+Tapsigargina, para

depletar Ca2+ del RE e inactivarlo. En ambos casos se obtuvo un bloqueo de la señal

de Ca2+, siendo mayor en el caso de la estimulación con PNU-282987, lo que podría

sugerir la participación del RE en las variaciones de la concentración de este ión, vía

estimulación de receptores que contienen la subunidad 7. Sin embargo, el grado de

bloqueo observado es superior al que podría ser atribuible a la participación del RE

(que corresponde al % de señal remanente tras el bloqueo con mecamilamina), por lo

que sería razonable pensar que alguno de los componentes de la mezcla de depleción

del RE podría estar bloqueando inespecíficamente los nAChRs.

A modo de resumen, podríamos decir que el incremento en la [Ca2+]c en

respuesta a agonistas nicotínicos, en poblaciones de CCB, es consecuencia,

principalmente, del Ca2+ que entra a través de los CCDV (aproximadamente un 65%

en el caso de la estimulación con ACh y un 80% al estimular con PNU-282987) y, en

menor medida, del Ca2+ que entra a través de los nAChRs (alrededor de un 20% con

ACh y de un 10% con PNU-282987) y del que sale del RE (15% tras la estimulación

con ACh y un 10% al estimular con PNU-282987). Las diferencias entre uno y otro

agonista se deberían a que, mientras el PNU-282987 estaría activando parcialmente
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receptores que contienen la subunidad 7, la ACh actuaría de forma inespecífica

activando todos los subtipos de nAChRs presentes en las CCB.

Por último, se realizaron experimentos de medida de la secreción de

catecolaminas en poblaciones celulares en un nuevo intento de poner de manifiesto

una pequeña población de receptores 7 funcionales.

En los experimentos realizados con CCB, el PNU-282987 no fue capaz de

inducir secreción de catecolaminas, ni el PNU-120596 produjo una potenciación de la

secreción (figura 31), por lo que, una vez más, no se pudo demostrar la presencia de

receptores 7 homoméricos funcionales.

Paralelamente se llevaron a cabo experimentos similares a los anteriores, pero

utilizando Cho (10 mM) como agonista selectivo del subtipo 7 (Papke et al., 1996),

para descartar la posibilidad de que la falta de secreción tras la estimulación con PNU-

282987 se debiera a un efecto específico de ese agonista (figura 32). A pesar de que

la Cho indujo pequeños picos de secreción, éstos no fueron potenciados por PNU-

120596, ni bloqueados por MLA. En la literatura está descrito que la Cho, además de

activar selectivamente nAChRs del subtipo 7, puede comportarse como un agonista

parcial de otros subtipos de receptores nicotínicos neuronales (Mandelzys et al., 1995;

Papke et al., 1996; Alkondon et al., 1997), por lo que podría estar actuando sobre un

hipotético receptor heteromérico 374*. Otra posible explicación es que, la pequeña

secreción que se observa con este agonista podría corresponderse con un efecto no

selectivo sobre otros subtipos de receptores, ya que hemos observado en nuestro

laboratorio que la Cho es capaz de inducir una pequeña corriente residual en ovocitos

de Xenopus que expresan nAChRs 34 bovinos (González-Rubio et al., 2006).

A modo de resumen, hasta ahora todos los estudios funcionales realizados en

nuestro laboratorio hablan mayoritariamente en contra de la presencia de nAChRs 7

homoméricos típicos en células cromafines bovinas. Estos resultados contrastan

marcadamente con los datos previos de la literatura, tanto los referentes a la presencia

de sitios de unión a Bgt (Wilson y Kirshner, 1977; Geertsen et al., 1988; Geertsen et

al., 1990), como los datos de biología molecular que indican que estas células

presentan ARNm que codifica para dicha subunidad (García-Guzmán et al., 1995), o

incluso con los datos de nuestro propio grupo que sugerían la participación de este

subtipo de receptor nicotínico en el control de la secreción de catecolaminas (López et

al., 1998; Fuentealba et al., 2004).
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Estas discrepancias podrían justificarse si asumimos la existencia de un

receptor nicotínico complejo 374* funcional. En este caso se explicaría la

presencia de subunidades 7 y de sitios de unión a Bgt, así como los datos de

bloqueo con antagonistas selectivos o la desensibilización en presencia continua de

PNU-282987. Además, el hecho de que el receptor sólo cuente con una subunidad 7

también explicaría la ausencia de respuesta a agonistas selectivos como PNU-282987

o Cho y al modulador alostérico PNU-120596.

En los últimos años, han sido publicados varios trabajos que muestran

evidencias de la expresión de receptores heteroméricos que contienen la subunidad

7. De esta forma, se ha descrito el co-ensamblaje de subunidades 7 del nAChR

junto con otras como 5, 2, 3 o 4, para dar lugar a receptores funcionales en

sistemas de expresión heteróloga (Yu y Role, 1998a; Yu y Role, 1998b; Girod et al.,

1999; Palma et al., 1999; Khiroug et al., 2002; Millar, 2003). Más recientemente, se ha

sugerido la expresión de receptores heteroméricos nativos de este tipo en células

PC12 (Virginio et al., 2002), en neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal de ratón

(Liu et al., 2009) e incluso, en CCB (El-Hajj et al., 2007).

En base a estos estudios y a los resultados farmacológicos obtenidos en CCB

se trató de confirmar la posible existencia de un receptor heteromérico 374* en

estas células, mediante la purificación de los receptores que contenían la subunidad

7 del nAChR con Bgt conjugada a sefarosa. La identificación de una proteína de

aproximadamente 56 kDa, similar al peso molecular descrito para la subunidad 3 del

nAChR bovino (Criado et al., 1992), con el anticuerpo H-100 (que reconoce de forma

selectiva la subunidad 3 del nAChR), tanto en las muestras inmunoprecipitadas con

Bgt*sefarosa, como en los lisados originales sin inmunoprecipitar, sugiere la co-

expresión de las subunidades 3 y 7 en un mismo receptor.

Por tanto, estos resultados muestran indicios de que la subunidad 7 del

nAChR pudiera estar formando parte de un receptor heteromérico funcional que, en

relación con las subunidades descritas en CCB, estaría constituido por las

subunidades 3, 7, 4 y, probablemente, 5.
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CONCLUSIONES
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De la discusión de los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer

las siguientes conclusiones puntuales:

1. El bloqueo por antagonistas selectivos del nAChR 7, o por desensibilización

en presencia continua de PNU-282987, sugiere una posible implicación de receptores

que contienen la subunidad 7 en la generación de corrientes nicotínicas en CCB en

cultivo.

2. La ausencia de respuesta a agonistas selectivos 7 y al modulador alostérico

PNU-120596 sugiere que las CCB no son capaces de expresar en su membrana

receptores 7 homoméricos funcionales.

3. El agonista selectivo del nAChR 7 PNU-282987 es capaz de inducir un

incremento en la concentración de calcio citosólico, medido en poblaciones de CCB, a

través de la estimulación de receptores nicotínicos distintos a los nAChRs 7

homoméricos típicos.

4. Este incremento de calcio citosólico no es eficaz a la hora de inducir secreción

de catecolaminas en poblaciones de CCB.

5. La inmunoprecipitación con Bgt conjugada a sefarosa, a partir de muestras de

tejido adrenomedular y de CCB en cultivo, permitió la purificación de receptores que

contenían tanto la subunidad 7, como la subunidad 3 del nAChR.

Como conclusión final de esta tesis: a pesar de haber constatado la presencia

de subunidades 7 en la célula cromafín bovina, no se ha podido demostrar que este

tipo celular exprese receptores nicotínicos 7 homoméricos funcionales en su

membrana. Es probable que en células cromafines bovinas, esta subunidad se

encuentre formando parte de un receptor heteromérico 374* funcional.
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