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Resumen:

Las cromograninas/secretograninas son proteinas altamente acidicas
localizadas fundamentalmente en vesiculas de nucleo denso (LDCV) de
células neuroendocrinas y neuronas donde se co-almacenan con
neurotransmisores, hormonas y péptidos. En las células cromafines las
mas abundantes son la cromogranina A (CgA), la cromogranina B (CgB) y
la secretogranina Il (Sgll). Son diversas las funciones atribuidas a estas
proteinas: la biogénesis de LDCV (Huh et al., 2003; Kim et al., 2001), la
clasificacion y empaquetado de neuropéptidos (Courel et al., 2008;
Montero-Hadjadje et al., 2009), el almacenamiento de transmisores como
las catecolaminas (CAs) (Helle et al., 1985; Machado et al., 2010) y las
acciones bioldgicas de sus péptidos derivados (Bartolomucci et al., 2011;
Taupenot et al., 2003). En células cromafines de ratones carentes de
cromograninas, hemos demostrado que la ausencia de CgA y CgB causa
una importante disminucion de la acumulacion de CAs y modifican la
cinética de la exocitosis (Diaz-Vera et al.,, 2012; Diaz-Vera et al., 2010;
Montesinos et al., 2008). Por lo tanto las cromograninas estan
directamente implicadas en la acumulacion de monoaminas y en la cinética
de la exocitosis.

Hemos estudiado la cinética de exocitosis de la proteina quimérica
CgA-EGFP y su participacion en la exocitosis de CAs en células HEK293 y
células PC12. Utilizando la técnica de TIRFM hemos cuantificado la
respuesta exocitotica de la CgA-EGFP en ambas lineas celulares. Por
medio del uso del HPLC hemos demostrado que las células HEK293 que
expresan CgA-EGFP son capaces de almacenar 2,5 veces mas de L-
DOPA que las células control. Hemos sido capaces de detectar liberacion
cuantica en células HEK293 que expresan el constructo e incubadas con L-
DOPA por medio de la amperometria. Los registros amperométricos en
células PC12 mostraron que la cinética de la exocitosis estaba modificada
en las células que expresan CgA-EGFP.

En conclusion la CgA-EGFP tiene la capacidad de generar vesiculas
gue liberan su contenido por exocitosis. Estas vesiculas tienen la
capacidad de almacenar y liberar CAs por exocitosis. Ademas la CgA-
EGFP modifica la cinética de la exocitosis de CAs.
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Resumen / Abstract

Abstract:

Chromogranins/secretogranins are highly acidic secretory proteins
mainly found in large dense-core secretory vesicles (LDCV) of
neuroendocrine cells and neurons, co-stored with neurotransmitters,
hormones and peptides. In chromaffin cells the most abundant are
chromogranin A (CgA), chromogranin B (CgB) and secretogranin Il. Their
functions points to four main directions: LDCV biogenesis (Huh et al., 2003;
Kim et al.,, 2001) prohormone sorting and packaging of neuropeptides
(Courel et al., 2008; Montero-Hadjadje et al., 2009); storage of transmitters
such as catecholamines (CAs) (Helle et al., 1985; Machado et al., 2010)
and the biological activities of their derivative peptides (Bartolomucci et al.,
2011; Taupenot et al., 2003). In chromaffin cells from Cgs-KO mice, we
reported that the absence of CgA and CgB causes important decline in the
CAs accumulation and modifies the kinetics of exocytosis (Diaz-Vera et al.,
2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008). Therefore Cgs are a
highly efficient system directly implicated in monoamine cargo and in the
kinetics of exocytosis.

We have studied the CgA-EGFP exocytotic Kkinetics and its
participation in the storage and exocytosis of CAs in HEK293 and PC12
cells. Using TIRFM, we quantified the exocytotic response of CgA-EGFP in
both cell lines. With the HPLC techniqgue we showed that HEK293 cells
expressing CgA-EGFP are able to storage 2.5 times more L-DOPA than
control. Also we have demonstrated that PC12 cells expressing CgA-EGFP
are able to accumulate more dopamine than the controls. We were able to
detect quantal release using amperometry in HEK293 cells expressing the
construct and incubated with L-DOPA. Amperometric recordings in PC12
cells showed an alteration in the kinetics of CAs release by single
exocytotic events in those cells expressing CgA-EGFP.

We conclude that CgA-EGFP has the capability to generate granule-
like vesicles, which are able to undergo exocytosis thus releasing CgA-
EGFP. These vesicles have the capability to storage and release CAs by
exocytosis. And CgA-EGFP is able to modify the kinetics of exocytosis of
CAs.
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Introduccién

1. La exocitosis.

La exocitosis consiste en la liberacion de moléculas contenidas en
vesiculas secretoras hacia el espacio extracelular. Este proceso es
esencial para la vida y permite la comunicacion intercelular. La exocitosis
ocurre de manera constitutiva en todas las células y permite renovar los
componentes de la membrana plasmatica y secretar moléculas
extracelulares como proteinas del plasma, anticuerpos o componentes de
la matriz extracelular. Ademas, en muchos tipos celulares, se da otra via
de exocitosis que esta regulada por calcio y ocurre ante un determinado
estimulo. Esta via permite la liberacion controlada del contenido de las
vesiculas y/o la insercion componentes de la membrana en respuesta a
una sefal fisioldgica. La exocitosis regulada ha sido muy estudiada en las
sinapsis donde los neurotransmisores son rapidamente liberados por las
vesiculas sinapticas. Existe un amplio abanico de células no neuronales
con granulos secretores de matriz densa que utilizan la via regulada como
células neuroendocrinas (ej. células cromafines), endocrinas (ej. células -
pancreaticas) y exocrinas (ej. células acinares pancreaticas).

Hasta finales de siglo XIX, muchos fisiblogos consideraban que
existian conexiones fisicas entre los nervios a través de las cuales se
producia la transmisién del impulso nervioso. Sin embargo, estudios
realizados entre otros por Ramoén y Cajal convencieron a muchos
histblogos de que estas conexiones celulares, a las cuales hoy
denominamos sinapsis, estaban muy cercanas, pero no habia continuidad
celular.

Los trabajos de Langley y de Elliot, entre otros, a principios del siglo
XX, proporcionaron datos que apuntaban hacia la naturaleza quimica de la
transmision nerviosa. Esta fue convincentemente demostrada por Otto
Loewi en 1921. El estimuld eléctricamente el nervio vago aislado de un
corazén de rana que estaba conectado a otro corazén al cual le transferia
el liquido que bombeaba. Observé que disminuian la fuerza y la frecuencia
de sus contracciones en el primer corazén y después en el otro cuando el
liguido emanado del primer corazon llegaba a él. Demostré asi que el
nervio vago liberaba una sustancia quimica “el vagusstoff* que enlentecia
los latidos del corazon.
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En los afios 30 Henry Dale descubrié que la acetilcolina actiia como
molécula mensajera en la unién neuromuscular, es decir, entre el nervio
motor y la fibra muscular (Dale et al., 1936). Estos estudios dieron pie a
que, en los afos 50, Bernard Katz y sus colaboradores propusieran que la
liberacion de este neurotransmisor debia darse de manera discreta o en
forma de “cuantas” en la placa motora (Del Castillo and Katz, 1954; Fatt
and Katz, 1952). Estos hechos se vieron apoyados por las evidencias
bioguimicas que proponian el almacenamiento de catecolaminas (CA) en
organulos subcelulares (Blaschko et al., 1955). El uso de la microscopia
electronica permitié tener una evidencia mas convincente de la liberacion
del contenido de los granulos secretores por la fusion de la membrana
granular con la membrana plasmatica (Coupland, 1965a). Esta propuesta
fue apoyada por la aportacion de los bioquimicos que detectaron por medio
de anticuerpos proteinas intragranulares en el perfundido de glandulas
adrenales bovinas tras su estimulacion (Banks and Helle, 1965).

En 1961, William W. Douglas definié el concepto de acoplamiento
estimulo-secrecion como base de la secrecidn de neurotransmisores y
hormonas, y ademéas propuso que el Ca?* es el i6n esencial que media
dicho acoplamiento (Douglas and Rubin, 1961b).

2. El estudio de la exocitosis.

Diversas aproximaciones experimentales han permitido estudiar la
liberacion de catecolaminas a partir de 6rgano aislado o en poblaciones
celulares. Asi se desarrollaron métodos de medicion de tipo biolégico
(Douglas and Rubin, 1961a), fluorimétricos (Anton and Sayre, 1962) y de
deteccion electroquimica (Borges et al., 1986; Green and Perlman, 1981).
Aun aportando un conocimiento valioso acerca del proceso de la
exocitosis, todas estas aproximaciones fueron de tipo indirecto.

La aparicion de técnicas que permitieron permeabilizar la membrana
plasmatica utilizando descargas eléctricas (electroporacién), hicieron
posible modificar la composicién del interior celular (Baker and Knight,
1978) y asi dilucidar qué factores son cruciales en la exocitosis. Se
demostré el papel indispensable del Ca** y se propuso la intervencion de
los nucleotidos de adenina en el proceso (Baker and Knight, 1979).
También se realizaron otras aproximaciones para lograr la
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permeabilizacion de las células con incubaciones con digitonina (Dunn and
Holz, 1983), a-toxina (Bader et al., 1986) o saponina (Brooks and
Carmichael, 1987). El uso de las células permeabilizadas permiti6 ampliar
mucho los conocimientos de la fisiologia de la neurosecrecibn como
comprender el papel de distintas proteinas quinasas: C, Ay G (Burgoyne
and Handel, 1994; Knight and Baker, 1983).

El disefio de sondas fluorescentes sensibles al Ca®* permitié realizar
el seguimiento de los cambios en la concentracion intracelular de dicho
cation tras la estimulacion de las células (Tsien et al., 1982) lo cual aporté
una mayor informacién sobre la homeostasis del Ca®* crucial para la
funcion celular y para la exocitosis.

Un avance crucial en el estudio de la exocitosis y la neurotransmision
fue la aparicion de las técnicas de patch-clamp ya que permitieron la
medida de la conductancia al paso de iones a través de la membrana
plasmatica (canales i6nicos) o los incrementos de capacidad de la
membrana plasmatica tras las fusiones de las vesiculas secretoras (Hamill
et al.,, 1981; Neher and Marty, 1982). Las diferentes configuraciones de
patch-clamp permiten medir con alta resolucion la conductancia de un
unico canal, la conductancia de la membrana plasmatica completa o la
cantidad de vesiculas que se fusionan tras un determinado estimulo. Estas
medidas se pueden realizar ya que la membrana plasmatica actia como
un condensador en el que cada incorporacion de una vesicula que se
fusiona se traduce en un incremento del area (capacidad) de dicho
condensador. Ademas, estas técnicas permiten una modificacibn mucho
mas controlada del medio intracelular.

A principios de los afios 90 aparece la amperometria en célula Unica,
lo que implicd un nuevo impulso en el estudio de la exocitosis. Esta técnica
tiene una gran resolucion temporal y consiste en la deteccion
electroquimica, por medio de un electrodo de fibra de carbono, del
contenido secretado por las vesiculas. Permite medir directamente las CA
(u otros transmisores oxidables) liberadas por las células (Neher and
Marty, 1982). Asi se pueden estudiar la cinética de la liberacion del
contenido de los granulos secretores y, en consecuencia, los ultimos pasos
de la exocitosis.
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Una técnica similar, la voltametria ciclica, permiti6 una mejor
caracterizacion de las moléculas secretadas ya que es capaz de diferenciar
guimicamente neurotransmisores que posean diferencias en sus
propiedades redox (Neher and Marty, 1982). En esta técnica se aplican
ciclos de rampas de voltaje al electrodo (sobre la célula o de manera
intracelular) en las que en el voltaje positivo de la rampa las moléculas son
oxidadas y en la parte negativa son reducidas lo cual permite medir la
concentracion de las moléculas que han llegado al electrodo y distinguir
diferentes moléculas de interés (Baur et al., 1988).

Desde la década de los afios 90 se han dirigido los esfuerzos en
identificar todas las proteinas que forman parte de la maquinaria que
gobierna la exocitosis. Dichas proteinas incluyen el complejo SNARE, las
sinaptotagminas, las complexinas, la Muncl8 y la Muncl3. Ademas se
establecid las distintas fases de la exocitosis, qué proteinas estan
implicadas, como interaccionan entre ellas y su dependencia del Ca®y del
ATP (Jahn and Fasshauer, 2012; Sudhof and Rizo, 2011).También se ha
profundizado en el estudio de la regulacion de los dltimos pasos de la
exocitosis y se han descrito diversos mecanismos que modifican la cinética
de la liberacion y la cantidad del contenido secretado como el NO vy el
AMPc (Machado et al., 2001; Machado et al., 2000).

La aparicion de la técnica de patch-amperometry o amperometria en
parche (Albillos et al., 1997) permitié el estudio de los diferentes tipos de
fusion (fusion completa o transitoria), asi como el estudio del poro de fusiéon
y su regulacion (Fang et al., 2008; Tabares et al., 2003). Esta técnica
electrofisiolégica combina la medida de capacidad en parche de membrana
y la amperometria, para lo cual se introduce un electrodo de carbono
dentro de una pipeta de patch-clamp. Asi, se realizan simultaneamente
medidas de capacidad, que permiten estudiar la conductancia del poro de
fusion y el tamafio de las vesiculas, y medidas amperométricas, que miden
el contenido liberado y la cinética de la liberacion.

Gracias a los amplios avances en biologia molecular y bioquimica de
los ultimos afios, como el uso de la espectrometria de masas para estudios
de protedmica, se han realizado modelos de la composicién proteica de
granulos cromafines bovinos (Wegrzyn et al., 2007), de vesiculas
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secretoras humanas provenientes de feocromocitoma(Gupta et al., 2010) y
de vesiculas sinapticas (fig. 1) (Takamori et al., 2006). Uno de estos
avances recientes es el descubimiento del transportador vesicular de
nuleédtidos (Sawada et al., 2008).

Synaptobrevin &
SNAP25 G Synaptotagmin

V-ATPase

CIC3

Synaptophysin

SNAP29

VAMP4

Synapsin

/ other

trimeric transporter
GTPase

Figura 1: Modelo molecular de una vesicula sinaptica media. (Tomado de
Takamori et al. 2006).

A pesar de todos los avances alcanzados en los ultimos afios, hay
muchos aspectos del proceso de la exocitosis que permanecen en
discusion como: la participacion de las diferentes proteinas del complejo
SNARE vy otras proteinas relacionadas (Jahn and Fasshauer, 2012), la
implicacion de la composicion lipidica de la membrana (Darios et al., 2009),
la existencia de zonas “calientes” de exocitosis (Schroeder et al., 1994), la
procedencia del Ca®** que da lugar al movimiento y exocitosis de las
vesiculas (Camacho et al., 2008; Garcia et al., 2006) y la participacion de la
matriz intravesicular en la liberacion de neurotransmisores (Diaz-Vera et
al., 2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008; Reigada et al.,
2003; Tabares et al., 2003).
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3. La célula cromafin.

Las glandulas adrenales (o suprarrenales) son glandulas endocrinas
que se sitban anatdbmicamente sobre los rifiones y estan irrigadas por la
arteria suprarrenal. Constan de dos zonas histolégica y funcionalmente
diferentes: la médula (zona mas interna) y la corteza adrenal (zona mas
externa y que envuelve a la médula) (fig. 2). La médula adrenal esta
formada predominantemente por células cromafines que se organizan en
acinos en torno a los capilares. El término cromafin fue acufiado por el
histélogo checo Alfred Kohn y deriva de su especial afinidad por las sales
de cromo.

Corteza

Médula

Vaso
sanguineo

Figura 2: Inmunofluorescencia de rebanada de glandula adrenal de ratén. En
rojo células tirosina hidroxilasa positivas y en azul marcaje de nucleos con DAPI. (Imagen
cedida por Marta R. Pardo)

Las células cromafines son células neuroendocrinas excitables que
sintetizan y liberan al torrente sanguineo adrenalina y noradrenalina. En
cuanto a su histogénesis, estas células derivan, al igual que las neuronas
simpaticas, de la cresta neural. Se han descrito los diferentes factores
proteicos implicados en la migracién y diferenciacién de dichas células. Sin
embargo, en los Ultimos afios se ha propuesto que aunque tanto las
neuronas simpaticas como las células cromafines deriven de la cresta
neural, las células progenitores de cada tipo celular son diferentes con lo
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que estrictamente no seria del todo correcto hablar de un linaje “simpato-
adrenal” (Huber, 2006).

Se han descrito tres tipos de células cromafines: las adrenérgicas, las
noradrenérgicas y las células cromafines de granulos pequefios (fig. 3).
Estas dltimas suponen entre 1,8 - 4 % del total de las células cromafines y
poseen granulos cromafines secretores de nucleo denso y pequefias
vesiculas sinapticas (Diaz-Flores et al., 2008). Los dos tipos celulares mas
abundantes (adrenérgicas y noradrenérgicas) se diferencian en
abundancia y en localizacion en la glandula adrenal. Las cromafines
noradrenérgicas se sitian en el centro de la médula y las adrenérgicas lo
hacen preferentemente en las areas periféricas de la médula cercanas al
cortex adrenal (Coupland, 1965a). Aunque cada célula cromafin suele
tener un tipo de granulo, también se ha descrito que en la misma célula
puede haber dos poblaciones de vesiculas (Grabner et al., 2005).

Figura 3. Imagen de microscopia electronica de transmision con los tres tipos
de células cromafines. (Tomado de Kobayashi 1993). NA indica una célula
noradrenérgica, A una célula adrenérgica y SGC una célula cromafin de granulos
pequefios.

Estas células reciben inervacion de fibras preganglionares simpaticas,
la mayor parte de ellas procedentes del nervio esplacnico mayor, en menor
proporcion de los esplacnicos menores y fibras procedentes de los
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ganglios celiacos lumbares. La mayoria de las fibras son amielinicas
aunque también se pueden observar células de Schwann (Coupland,
1965b). Los nervios esplacnicos son colinérgicos (Yoshizaki, 1974),
aunque algunos secretan también encefalina (Kobayashi et al., 1985) y
neuropéptidos como la sustancia P (Zhou et al., 1991); la somatostatina y
el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y el péptido activador de la
adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) (Kuri et al., 2009).

La posibilidad de aislar, mantener y manipular las células cromafines
en cultivo ha hecho que se les considere un modelo excelente para el
estudio del acoplamiento excitacién-secrecion, permitiendo el estudio de
los mecanismos involucrados en la exocitosis como: el movimiento de
vesiculas hacia zonas especializadas de la membrana plasmética; las
corrientes de Ca®" que disparan la exocitosis regulada; la caracterizacién
estructural y funcional de las proteinas implicadas en el anclaje vesicular y
la regulacién de la liberacién de neurotransmisores.

Las células cromafines liberan CA en respuesta a un estrés agudo en
lo que comunmente se conoce como la respuesta de “lucha o huida”
(concepto descrito por primera vez por Walter Cannon), la liberacién de CA
al torrente sanguineo desencadena una serie de respuestas en el
organismo para afrontar dicho estrés como: aumento del ritmo cardiaco y
respiratorio, dilatacion de vasos sanguineos, dilatacion de las pupilas,
liberacién de fuentes de energia metabdlica, etc. (Kvetnansky et al., 2009).
Por tanto, la funcibn de las células cromafines es la sintesis, el
almacenamiento y la liberaciébn por medio de exocitosis a la sangre de
adrenalina (A), noradrenalina (NA) y, en menor proporcion dopamina (DA).
También liberan otras sustancias como péptidos opioides, ATP,
cromograninas y sus derivados peptidicos.

4. Las células PC12 como modelo neurosecretor.

En 1976, Greene y Tischler establecieron una linea celular
denominada PC12 a partir de un feocromocitoma trasplantable de rata
(Greene and Tischler, 1976). Estas células son capaces de sintetizar,
almacenar y liberar por exocitosis CA (fundamentalmente DA).
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El modelo de la célula cromafin ha sido y es ampliamente utilizado en
el estudio de la exocitosis. Sin embargo, la aparicion de la linea celular
PC12 ha permitido abordajes tanto farmacolégicos como de biologia
molecular de una manera mas accesible, mas sencilla y sin el uso de
animales de laboratorio (Westerink and Ewing, 2008).

Por medio de la amperometria se han podido estudiar los ultimos
pasos de la exocitosis en estas células PC12 (Sombers et al.,, 2007;
Trouillon and Ewing, 2013; van Kempen et al., 2011). Estas células posen
receptores muscarinicos y nicotinicos cuya activacion desencadena la
exocitosis. También la aplicacion de estimulos despolarizantes como altas
concentraciones de K* (70 — 105 mM) y el Ba®*" inducen la liberacién e
catecolaminas en estas células, de una manera similar a lo que ocurre en
las células cromafines. (Westerink and Ewing, 2008).

Se han utilizado diversas aproximaciones farmacoldgicas con esta
linea celular. Los tratamientos con dexamentasona durante 5-7 dias
incrementan la cantidad de catecolaminas liberadas por evento de
exocitosis asi como la excitabilidad de las células y el acoplamentiento
entre los canales de calcio y los lugares de exocitosis (Elhamdani et al.,
2000; Xu et al.,, 2005). Por otro lado, la cantidad de catecolaminas
liberadas puede incrementarse también mediante incubaciones de las
células PC12 con L-3,4-dihidroxifenilanlanina (L-DOPA) que es el precursor
de la sintesis de dopamina (ver apartado 5.1), esta estrategia incrementa
también el nimero de exocitosis detectadas por Amperometria (Sombers
et al., 2005; Westerink and Ewing, 2008).

La posibilidad de la manipulacion genética de las células PC12 ha
favorecido el estudio de proteinas y factores implicados en la exocitosis,
como las proteinas SNAREs (Knowles et al., 2010; Wu et al., 2012), el
represor de la transcripcion REST (D'Alessandro and Meldolesi, 2013) o
incluso el papel de las graninas en la biogénesis de granulos (Huh et al.,
2003; Kim et al., 2001).

Por todos estos motivos, en esta tesis se ha utilizado esta linea
celular PC12 ya que posee una mayor accesibilidad para manipular la
expresion de proteinas, para administrar tratamientos farmacolégicos y por
la capacidad de liberacién de catecolaminas que conservan estas células.
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5. Metabolismo de las catecolaminas.
5.1.Sintesis de las catecolaminas.

Las CA tienen funcién como hormonas y neurotransmisores y son
sintetizadas en las células cromafines de la médula adrenal, en las
neuronas simpaticas postganglionares, en el sistema nervioso simpatico y
en el sistema catecolaminérgico del sistema nervioso central (Kvetnansky
et al., 2009). En las vesiculas cromafines se han descrito la adrenalina, la
noradrenalina y la dopamina, y deben su nombre al grupo catecol (3,4-
dihidroxifenilo) y al grupo amina comun a todas ellas.

Las CA son sintetizadas a partir del aminoacido precursor L-tirosina
(fig. 4). La enzima citoplasmatica tirosina hidroxilasa (TH) convierte la L-
tirosina en L-3,4-dihidroxifenilanlanina (L-DOPA) hidroxilando el anillo
fendlico de la L-tirosina. Se trata de una aminoacido hidroxilasa que
requiere de los siguientes cofactores: O,, Fe?" y tetrahidrobiopterina. En
condiciones fisiologicas normales esta reaccion es el paso limitante de la
ruta biosintética (Levitt et al., 1965) ya que la actividad de esta enzima es
de unas 100 a 1000 veces inferior al del resto de las enzimas de la ruta. La
TH estd muy regulada tanto a corto como a largo plazo. A corto plazo es
inhibida por los catecoles (feedback negativo), es activada por diversos
efectores como los glucocorticoides, el AMPc, la nicotina y las hormonas
esteroideas y también puede ser fosforilada por diversas kinasas (Daubner
et al., 2011). A largo plazo puede ser regulada practicamente por todos los
procesos reguladores: a nivel transcripcional, post-traduccional vy
epigenético (Lenartowski and Goc, 2011).

El paso siguiente es catalizado por la DOPA descarboxilasa o L-
aminoacidoaromatico  descarboxilasa (LAAD) que mediante la
descarboxilacion de la L-DOPA sintetiza la DA también en el citoplasma. El
cofactor imprescindible de esta enzima es el fosfato de pirodoxal cuyos
niveles influyen directamente en la actividad de dicha enzima. Esta enzima
no es especifica de tejido catecolaminérgico.

La DA es introducida en el interior de las vesiculas por medio de los
transportadores vesiculares de monoaminas (VMATS). En el interior del
granulo ocurre el tercer paso de la sintesis, mediado por la dopamina-3-
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hidroxilasa (DBH), que tiene una forma soluble y otra forma anclada a la
membrana del granulo, esta enzima cataliza la hidroxilacion de la
dopamina en posicion 3, dando lugar a la NA.

So6lo en las células que sintetizan adrenalina se expresa la
feniletanolamina-N-metil-transferasa (PNMT), enzima que cataliza la
conversion de la NA en A mediante la adicion de un grupo metilo. Esta
enzima se encuentra en el citoplasma con lo que la NA debe salir de los
granulos para ser metilada y convertida en A. Esta Ultima serd de nuevo
transportada al interior de los granulos para su almacenaje y posterior
liberacién (Kvetnansky et al., 2009).

OH OH
mcom HOD/YCOOH Hom Ho@ HD: 2 L
— —» — - — - — —
HO NH, HO NH, o NH, o NH, o NHCH,

L-Tyrosine L-DOPA Dopamine Noradrenaline Adrenaline

Figura 4: Ruta biosintética de las catecolaminas. TH, tirosina hidroxilasa, LAAD,
L-aromético aminoacido descarboxilasa; DPH, dopamina-B-hidroxilasa; PNMT,
feniletanolamina-N-metil-transferasa.

No siempre coexisten las cuatro enzimas en la misma célula, la ruta
estard completa en las células que sintetizan A. Las que carezcan de
PNMT sintetizaran NA y las que carezcan de DBH y PNMT seran células
dopaminérgicas.

5.2. Almacenamiento de las catecolaminas.

Las CA pueden alcanzar concentraciones intragranulares de 0,6 a 1
M dependiendo de la especie (Albillos et al., 1997; Jankowski et al., 1993;
Montesinos et al., 2008). El interior granular mantiene un pH 5,5 - 5,7, por
lo que el 99% de las CA presentes se encuentran en su forma protonada
(Winkler and Westhead, 1980).

Para introducir tal cantidad de CA dentro de las vesiculas es
necesaria la presencia de los transportadores vesiculares de monoaminas
(VMATs). Existen dos isoformas: VMAT1l que es la isoforma
neuroendocrina y VMAT2 que es la isoforma neuronal. Las células
cromafines expresan ambas isoformas siendo VMAT1 mas abundante en
roedores y VMAT2 mas abundante en humanos. Todas las catecolaminas
(AD, NA y DA) son susceptibles de ser transportadas por ambos
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transportadores aunque son mejores sustratos de VMAT2 que de VMAT1.
El gradiente de protones establecido por la bomba de protones vesicular
dependiente de ATP (V-ATPasa) genera la energia para el transporte de
monoaminas por los VMATS, los cuales actian como antiportadores de
protones y CA. Los VMATs son sensibles a ambos componentes de la
fuerza protén-motriz, el gradiente de pH y el potencial transmembrana
creado, y son altamente eficientes. El gradiente que se alcanza es de 5
ordenes de magnitud con respecto al citoplasma. Los VMATSs son inhibidos
farmacologicamente por la reserpina, la tetrabenazina, y la ketanserina
(Wimalasena, 2011).

5.3.Degradacion de las catecolaminas.

El 98% de las CA intracelulares se encuentran en el interior de los
granulos (Chien et al.,, 1990), esto las protege de los mecanismos
degradativos que mantienen la homeostasis de CA en el citoplasma. Las
catecolaminas son catabolizadas por 3-O-metilacidon por la catecol-O-metil
transferasa (COMT) o por desaminacién oxidativa por la monoamino
oxidasa (MAO) (fig. 5). Ambas enzimas estan presentes en diversos tejidos
entre ellos la médula adrenal y las neuronas catecolaminérgicas.

La MAO desamina las catecolaminas formando aldehidos que luego
son metabolizados a &cidos carboxilicos por la aldehido deshidrogenasa
(AD) o a alcoholes por la aldehido reductasa (AR). Existen dos subtipos de
MAO, la MAO-A tiene gran afinidad por la A y NA y esta altamente
localizada en cerebro, la MAO-B es la responsable de la degradacion de la
DA. La COMT es fundamentalmente extraneuronal y se expresa
abundantemente en las células cromafines.

La DA puede ser catabolizada por la MAO y la AD produciendo acido
dihidroxifenilacético (DOPAC) que posteriormente puede ser transformado
en acido homovanilico (HVA) por la COMT. Ademas, la DA también puede
ser catabolizada directamente por la COMT formando 3-metoxitiramina (3-
MT) que posteriormente puede ser transformada por la MAO y la AD en
HVA.

La NA y la A pueden ser catabolizadas por la MAO y la AR dando
dihidroxifenilglicol (DHPG) que luego puede ser metabolizado por la COMT
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en 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) y que finalmente puede ser
metabolizado a &cido vanilmandélico (VMA) por la AD. También la NA y la
A pueden ser catabolizadas por la MAO y la AD dando acido 3,4-
dihidroximandelico (DHMA) que la COMT convertirad en VMA.

Por otro lado, la COMT puede catabolizar la NA y la A en
normetanefrina y metanefrina respectivamente. La normetanefrina y la
metanefrina seran transformadas en VMA por accién de la MAO y la AD
(Kvetnansky et al., 2009).

OH OH
COOH HO. COOH HO. HO. HO.
HOmJ - » m; - _.HomH’_ _:0 NH,_ - NHCH,
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Figura 5: Metabolismo de las catecolaminas. TH, tirosina hidroxilasa; LAAD, L-aromatico-
amino&cido-descarboxilasa; DpBH, dopamina-p-hidroxilasa; PNMT, feniletanolamina-N-metil-
transferasa; COMT: catecol-O-metil-transferasa; MAO: monoaminooxidasa; AD: aldehido
deshidrogenasa; AR: aldehido reductasa; 3-MT: 3-metoxitiramina; DOPAC: acido
dihidroxifenilacético; HVA: &cido homovanilico; DHPG: dihidroxifenilglicol; MHPG: 3-meoxi-4-
hidroxifenilglicol; VMA: &cido vanilmandélico; DHMA: &acido 3,4-dihidroximandélico.  (Cedido por
Marta R. Pardo)

Aunque clasicamente se habia considerado el higado como el
principal 6rgano responsable del catabolismo de las catecolaminas y de la
mayoria de los metabolitos derivados circulantes en el plasma,
actualmente se conoce que el 90% de la metanefrina y entre el 23% vy el
40% de la normetanefrina circulante son producidas por la degradacion
gue tiene lugar en la glandula adrenal (Eisenhofer et al., 1998). La

concentracion citosolica de catecoles totales ha sido medida por medio de
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electroquimica intracelular y se ha calculado que se encuentra entre 50 y
500 uM, de los cuales el 10% son CA (Mosharov et al., 2003).

6. El granulo cromafin.
6.1. Caracteristicas de los granulos cromafines.

Los granulos o vesiculas cromafines son organulos secretores
especializados, se denominan también vesiculas de ndcleo denso grande
(LDCV) debido a la matriz muy electrodensa que se observa en
microscopia electréonica. Cada célula cromafin contiene entre 10.000 -
20.000 granulos, esto supone del 13 al 30% del volumen del citoplasma
aproximadamente (Crivellato et al., 2008).

La microscopia electronica ha mostrado que hay diversidad de
tamafo, forma y densidad en los granulos cromafines (fig. 6) (Diaz-Flores
et al., 2008). Su aspecto tras la fijacion con glutaraldehido y postfijacion
con tetradxido de osmio es dependiente de su contenido en aminas. Los
granulos que contienen adrenalina aparecen menos electrodensos ya que
la adrenalina difunde por accién del fijador, mientras que la noradrenalina
precipita proporcionando una apariencia mas electrodensa a los granulos
que la contienen (Coupland and Hopwood, 1966). Los granulos
adrenérgicos varian entre un diametro de 50 y 350 nm segun la especie
(en ratén esta entre 170 -350 nm) presentan morfologia circular,
electrodensidad moderada con un contenido interior granulado, el halo
suele ser reducido y uniforme. Por otro lado, los granulos noradrenérgicos
tienen un didmetro mayor entre 185 y 495 nm (en ratdén), poseen
morfologia irregular, forma ovalada o eliptica, un ndcleo denso excéntrico y
un halo amplio (Diaz-Flores et al., 2008).
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Figura 6: Micrografias electrénicas de granulos noradrenérgicos vy
adrenérgicos. A, las flechas indican granulos tipicamente noradrenérgicos con el nicleo
muy electrodenso y excéntrico y el halo amplio. B, las flechas indican granulos tipicos
adrenérgicos, de menor tamafio, matriz menos electrodensa y halo reducido. (Tomado de
Diaz-Flores 2008)

La composicion y contenido de estos organulos ha sido objeto de
estudio desde que se descubriera su existencia a mediados del siglo
pasado. A partir de aquel momento se realizaron trabajos describiendo su
contenido (Apps, 1997; Winkler, 1993). Recientemente haciendo uso de
técnicas de protedmica se ha determinado el contenido proteico de los
granulos cromafines (Gupta et al., 2010; Wegrzyn et al., 2007). Dichas
proteinas se han agrupado segun su funcion en: pro-hormonas, proteasas,
ATPasas, proteinas estructurales, proteinas involucradas en reacciones
redox, regulacion del Ca**, componentes de sefializacién y proteinas que
participan en los mecanismos que conducen a la exocitosis.

Las membranas de los granulos cromafines son ricas en colesterol y
lisofosfatidilcolina, en menor cantidad contienen esfingomielina vy
glicoesfingolipidos (Thiele and Huttner, 1998). Se ha propuesto que el
colesterol y la lisofosfatidilcolina pueden agruparse en determinadas zonas
de las membranas granulares formando estructuras denominadas lipid raft
0 balsas de lipidos. Parece ser que los raft proporcionan el ambiente
adecuado para que se concentren proteinas implicadas en el proceso de la
exocitosis. Asimismo, se ha sugerido la participacién activa de estos dos
lipidos en la fusion de membrana ya que sus caracteristicas fisico-quimicas
favorecen el proceso (Salaln et al., 2004).
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6.2.Granulogénesis.

El inicio de la biogénesis de los granulos ocurre con la sintesis de los
precursores peptidicos asi como de las endoproteasas que posteriormente
procesaran proteoliticamente dichos péptidos. Se inicia en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) y viajan a través del aparato de Golgi hasta
llegar a la red trans-Golgi (TGN) donde ocurre la biogénesis de los
granulos secretores o granulogénesis (Huttner and Natori, 1995).

Se han propuesto dos mecanismos para el proceso de
granulogénesis y clasificado o sorting de los granulos. Las dos hipotesis
gue se barajan actualmente se denominan sorting for entry y sorting by
retention (Arvan and Castle, 1998; Bartolomucci et al., 2011) que no tienen
por qué ser excluyentes entre si (fig. 7). El modelo de sorting for entry se
basa en que la TGN actia como controlador de la clasificacién de los
granulos en base a la existencia de receptores capaces de unirse a
proteinas de secrecion regulada. Se ha propuesto que la carboxipeptidasa
E y/o la secretogranina Ill podrian actuar como receptores (Koshimizu et
al., 2010). En el modelo de sorting by retention la clasificacion de los
granulos no se realiza en la TGN sino en el granulo inmaduro, con lo que
cualquier proteina entraria en dicho granulo y posteriormente ocurrira la
‘retencion” de proteinas de secrecion regulada en el granulo y la
‘eliminacion” de proteinas de la via constitutiva o lisosomales. Las
proteinas que permanecen en el granulo que ira por la via regulada
generalmente forman un agregado proteico o matriz debido al ambiente
acido y la presencia de Ca®*. Mientras que las proteinas que no iran por la
via regulada de secrecion son eliminadas por medio de la escision de
pequefias vesiculas por su baja capacidad de retencion y/o por la
mediacién de un receptor (se ha descrito el receptor de manosa-6-fosfato
gue une enzimas lisosomales en la célula f—pancreatica y las redirige a los
lisosomas) (Dikeakos and Reudelhuber, 2007).
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A “Sorting by entry” B “Sorting by retention”
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Figura 7: Esquema de los dos modelos para el proceso de granulogénesis y
clasificacion de granulos. A, modelo de “sorting for entry”: las proteinas son clasificadas y
empaquetadas en cada tipo de granulo en un mecanismo mediado por receptor. B, modelo de
“sorting by retention”: el contenido definitivo del granulo maduro depende de la capacidad de
retencion/condensacion de las proteinas involucradas, aquellas que no son retenidas se excluyen
por escision de vesiculas pequefias. (Tomado de Arvan 1998).

Diversos trabajos han propuesto que una o varias proteinas de la
matriz intragranular pueden ser las promotoras de la granulogénesis. La
cromogranina A (CgA) (Kim et al., 2005; Mahapatra et al., 2005; Stettler et
al., 2009), la cromogranina B (CgB) (Chanat et al., 1993; Huh et al., 2003),
la secretogranina Il (Sgll) (Beuret et al., 2004; Courel et al., 2008) o la
secretogranina (Sglll) (Prasad et al., 2008) han mostrado capacidad de
formar granulos. Ademas se han relacionado varios dominios de estas
proteinas con la granulogénesis. En la zona N-terminal de la CgA y la CgB,
comun a ambas proteinas, existe un lazo formado por un puente disulfuro
gue podria actuar como determinante proteico responsable de la formacién
de granulos (Courel et al., 2006; Chanat et al., 1993; Kromer et al., 1998;
Stettler et al., 2009). Sin embargo otros trabajos atribuyen que las
estructuras inducidas por la CgA podrian ser lisosomas y no vesiculas
secretoras (Malosio et al., 2004). Asimismo, hay otros trabajos que
proponen que la expresion y consiguiente agregacion de estas proteinas
en el aparato de Golgi puede ser suficiente para su entrada pasiva en
estructuras granulares (Beuret et al., 2004; Chanat and Huttner, 1991). Por
lo tanto, el papel en la granulogénesis de las cromograninas se encuentra
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aun en discusion (Dikeakos and Reudelhuber, 2007; Koshimizu et al.,
2010).

6.3.Maduracion de los granulos cromafines.

La formacién de los granulos cromafines inmaduros ocurre en la
TGN. Posteriormente comienza su proceso de maduracién en el que se
produce la acumulacién de catecolaminas y nucleétidos, el procesamiento
proteolitico de las proteinas intravesiculares y la acidificacion.

Del total de vesiculas en una célula solo el 1-2% es capaz de
liberarse rapidamente en milisegundos (aprox. 10 ms) ante un estimulo,
esto es lo que se conoce como el Readily Releasable Pool (RRP). Mientras
que el resto de vesiculas forman parte del grupo de reserva que seran
reclutadas por el RRP cuando sea necesario. En muchas células los
granulos existen en una variedad de estados intermedios entre estos dos
grupos (Burgoyne and Morgan, 2003).

Diferentes trabajos apoyan la existencia de diferentes grupos (pools)
de vesiculas secretoras. El primer grupo, el RRP citado anteriormente es
liberado en pocos milisegundos ante el aumento de Ca®" intracelular
(Neher, 1998; Trifaro et al., 1997). El segundo grupo se denomina grupo de
liberacion lenta (Slow Releasable Pool, SRP) (Stevens et al., 2011; Voets
et al., 1999), comprende las vesiculas que tienen que pasar por una etapa
rapida de maduracion antes de ser liberadas. Se ha descrito también un
pool de vesiculas inmaduras (Unprimed Vesicle pool, UVP). El cuarto
grupo es el de reserva (Reserve Vesicle Pool, RVP) y lo constituyen
vesiculas que no son liberables y que seran reclutadas para pasar al SRP
(Garcia et al., 2006).

7. Las etapas de la exocitosis.

Como hemos descrito anteriormente, las células cromafines se
encuentran inervadas por fibras preganglionares simpaticas. La
acetilcolina, liberada por éstas, activa el receptor nicotinico permitiendo la
despolarizacion de la membrana plasmatica. Esta despolarizacion
promueve la apertura de canales de Ca** dependientes de voltaje por los
que entra Ca®* desde el espacio extracelular. El incremento en la
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concentracién de Ca®" en la regién subplasmalema es la sefial que inicia la
exocitosis de las vesiculas cromafines.
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Figura 8: Esquema de las etapas de la exocitosis. Las vesiculas son reclutadas (1) hacia
la membrana donde ocurre el anclaje (2) y posterior activacion (3) en un proceso dependiente de
ATP. La entrada de Ca®* desencadena la fusion (4) de la vesicula con la membrana plasmatica. Por
ultimo ocurre la endocitosis como mecanismo de recuperacion de membrana. (Modificado de
Gundelfinger 2003)

Las etapas que forman el proceso de liberacién por exocitosis han
sido funcionalmente definidas y se ha visto que varios pasos son
dependientes de ATP y/o Ca®": 1) movimiento de las vesiculas hacia la
membrana plasmatica, 2) anclaje en la membrana plasmética (docking), 3)
activacion o conversion al estado de “liberables” (priming), 4) fusion con la
membrana plasmatica y liberacion del contenido de granulo y 5)
recuperacion de la membrana por endocitosis. (fig. 8)

El Ca®* es el factor promotor fisiolégico de este proceso, siendo
necesario para el ensamblaje de los filamentos de actina que conducen a
las vesiculas hacia la membrana, la fusion y también la recuperacion
posterior de la membrana por endocitosis (Neher, 1998; Smith and Neher,
1997). Asi mismo, de forma no fisiol6gica, otros cationes divalentes como
el Ba** 6 el Sr** pueden entrar por los mismos canales que el Ca* vy
promover la liberacién. El Ba?* es utilizado frecuentemente como
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secretagogo en amperometria con objeto de resolver temporalmente cada
evento exocitético (Machado, 2008).

La etapa de reclutamiento de vesiculas es dependiente de ATP y de
Ca** y comprende la reorganizacién de la red de actina para reclutar los
granulos hacia las zonas cercanas a la membrana plasmatica (Trifaro et
al., 2008).

Posteriormente ocurre el anclaje a la membrana plasmética. El
concepto de “docking” fue definido fundamentalmente por la observacién
de fotografias de microscopia electronica en las que se observaba un
grupo de vesiculas muy préximas a la membrana plasmatica. Podriamos
considerar que este proceso de anclaje (“docking”) consiste en el
reclutamiento de vesiculas del grupo de reserva al UVP. Se ha propuesto
que en esta etapa estan involucradas las proteinas Munc18 y el complejo
RIM-Rab3.

La siguiente fase consiste en la activacion de las vesiculas o priming,
que consiste en el paso al grupo de vesiculas liberables ya sean SRP o
RRP. En esta etapa se forma el complejo SNARE al que se une la proteina
Muncl3. Este proceso requiere ATP y Ca®" y ademas estan involucradas
las proteina quinasas A y C (Becherer and Rettig, 2006).

Por Ultimo es el Ca?*, sin intervencion del ATP, el que desencadena la
fusion de los granulos con la membrana plasméatica (Degtyar et al., 2007).

8. Lamaquinaria exocitotica.
8.1.Complejo proteico SNARE.

Las proteinas sinaptobrevina o VAMP(vesicle-associated membrane
protein), sintaxina 1 y SNAP25 pertenecen a la familia SNARE. Las
proteinas de esta familia se caracterizan por tener motivos SNARE
conservados. La VAMP se localiza en la membrana vesicular, mientras que
la sintaxina 1 y la SNAP25 se localizan en la membrana plasmatica
(Gundelfinger et al., 2003; Jahn and Fasshauer, 2012; Rizo and
Rosenmund, 2008).
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El ensamblaje del complejo SNARE ocurre por la unién de las zonas
N-terminales de los motivos SNARES en trans de manera que se forma un
complejo helicoidal paralelo a las dos membranas y que permite su
acercamiento para la fusion. Un cambio conformacional en la sintaxina 1
produce la interaccion de ésta con la VAMP y con la SNAP25
desencadenando la fusion de las dos membranas.

Diversos estudios moleculares han demostrado que las SNARES son
esenciales para la fusién de las membranas (Nonet et al., 1998; Schoch et
al., 2001). Por otro lado, el uso de neurotoxinas también ha permitido
estudiar el papel esencial que tiene el complejo SNARE en la exocitosis
(Blasi et al., 1993; Schiavo et al., 1992).
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Figura 9: Esquema del proceso de anclaje y fusién. El complejo SNARE acerca las
membranas venciendo las fuerzas electrostaticas y posibilitando la fusién (Modificado de
Gundelfinger 2003).

8.2.Sec-1/Muncl8.

La familia Sec/Munc es otra familia de proteinas importante en la
ejecucion y la regulacion de este proceso, en especial Munc18.

El papel de la Muncl8 ha sido controvertido ya que se une a la
sintaxina impidiendo la formacion del complejo SNARE (fig. 8). Lo cual es
contradictorio con la completa pérdida de la exocitosis en mutantes
delecionados. La Muncl8 se comporta como un regulador negativo a la
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espera de la sefial adecuada para liberar a sintaxina. Ademas, se ha
descrito esta unibn como necesaria para la correcta activacion de la
sintaxina (Dulubova et al., 1999). La Muncl8 podria mantener a la
sintaxina inactiva previniendo la formacién del complejo SNARE prematura
y posteriormente permitir la activacion de la sintaxina (Jahn and Fasshauer,
2012).

8.3.Munc13, RIMy Rab.

La exocitosis es bloqueada totalmente en neuronas que carecen de
Muncl3. Se piensa que esta proteina puede participar en el desbloqueo
de la sintaxina por la Muncl18. La delecién de la proteina RIM también
blogquea la exocitosis. La RIM actia como un organizador central de la
zona activa, forma un complejo con la Muncl3 y las pequefias GTPasas
Rab3 y Rab27 orquestando el sitio de unién de las vesiculas (Jahn and
Fasshauer, 2012).

Las proteinas Rab son GTPasas, se localizan en multiples organulos
y estan involucradas en el trafico de vesiculas y organulos. Se ha
propuesto que funcionan como “interruptores” moleculares, que determinan
cuanto tiempo pueden permanecer las vesiculas en el estado de ancladas
y/o fusionadas, antes de que la hidrolisis del GTP inactive ese estado.
Cuando se produce la activacion, la Rab3 se separa de RIM y queda libre
para activar a la proteina Munc13, ésta libera a la sintaxina provocando su
separacion de la Munc18 (fig. 8) (Gundelfinger et al., 2003).

8.4.Sinaptotagminas y complexinas.

La sensibilidad al Ca*" de las proteinas integrantes de la maquinaria
de la exocitosis ha sido ampliamente estudiada, sin embargo la
sinaptotagmina, una proteina de la membrana del granulo, parece ser la
candidata mas plausible desde que fue descubierta su condicion de
proteina de unién a fosfolipidos dependiente de Ca*".

Las complexinas son pequefias proteinas citoplasmaticas que se
unen al complejo SNARE de manera dependiente al Ca®*. Estas proteinas
tienen un comportamiento dual excitatorio e inhibitorio de la exocitosis,
mientras la zona N-terminal es necesaria para la facilitacion de la fusion,
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las zonas que flanquean la a-hélice central parecen tener un papel
inhibidor (Jahn and Fasshauer, 2012).

8.5.NSF y a-SNAP.

Tras la exocitosis, el NSF y la a-SNAP, dos proteinas solubles, entran
en accion para desacoplar el complejo SNARE para que pueda ser
reutilizado. Dada su alta estabilidad, se requieren grandes cantidades de
energia proporcionada por la ATPasa NSF (Sudhof, 2012).

8.6.Ca*".

El aumento del Ca* intracelular es el principal estimulo para iniciar la
exocitosis. El Ca** puede provenir del exterior celular, de determinados
organulos celulares o de ambos lugares. En las células cromafines, la
liberacion de Ca®" desde los reservorios intracelulares da lugar a unos
niveles muy bajos de secrecion (Cheek et al., 1989). En cambio, en las
células pancredticas exocrinas, la liberacion del Ca** desde el reticulo
endoplasmico es esencial para provocar la exocitosis (Wasle and
Edwardson, 2002). En otros tipos celulares, como en las células
corticotropas (hipofisis), existe una situacion intermedia, en la que la
entrada de Ca?* desde el exterior y la salida del mismo desde los
reservorios provoca la exocitosis, pero ninguno de los dos mecanismos por
separado da lugar a la maxima respuesta (Tse and Tse, 1999).

También se ha estudiado la relacion que existe entre la existencia de
microdominios de Ca®" y la exocitosis que suele ocurrir en zonas ricas en
canales de Ca®** (Neher, 1998). Esta relacién puede determinar la
efectividad del incremento de la concentracién de Ca®* en zonas concretas
y el inicio de la exocitosis (Monck et al., 1994).

8.6.1. Canales de Ca** voltaje dependientes.

En la célula cromafin la entrada del Ca** va a estar
fundamentalmente mediada por los canales de Ca®" voltaje-dependientes
gue se abren en respuesta a la despolarizaciéon de la membrana. Estos
canales estan formados por varias subunidades transmembrana entre las
gue cabe destacar la subunidad al que forma el poro ionico por el que
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entra el Ca®". Se han identificado varios tipos de canales de Ca*'
dependientes de voltaje, se han clasificado en dos grupos segun su umbral
de activacién: los canales de bajo umbral de activacion (LVA) o los canales
de alto umbral de activacién (HVA) (Garcia et al., 2006).

Los canales de bajo umbral de activacién (LVA) se abren a voltajes
por encima de los -50 mV. Soélo se ha identificado un tipo de canal de este
grupo denominado T (Transient o tiny). Este canal presenta una rapida
inactivaciéon, un bajo umbral de activacion (-60 a -50 mV) y una
permeabilidad similar al Ba** y al Ca**.

Los canales de alto umbral de activacion (HVA) se abren a voltajes
superiores (de -30 a -20 mV). Se han identificado cuatro subtipos
denominados L, N, P/Q y R son més permeables al Ba** que al Ca®" y son
més sensibles al bloqueo por Cd** que por Ni?".

Los canales del subtipo L (Long lasting) se caracterizan por su alta
sensibilidad a las dihidropiridinas (DHP) tanto agonistas como Bay K 8644
0 antagonistas como nifedipino o nitrendipino. Estos canales presentan una
corriente de entrada de larga duracién y lenta inactivacion.

Los canales del subtipo N (Neuronal) son insensibles a las DHP y son
blogueados irreversiblemente por la toxina o-conotoxina GVIA (o-CTx-
GVIA, toxina obtenida de Conus geographus) y de manera reversible por la
®-conotoxina MVIIC (o-CTx-MVIIC, obtenida de Conus magus) Estos
canales se inactivan mas rapido que los L, aunque en algunas
preparaciones como las células cromafines bovinas tienen un componente
gue no se inactiva, aunque en estas células se han descrito como canales
N no clasicos.

Los canales subtipo P/Q, se caracterizan por su inactivacion por
voltaje y por las toxinas: ©o-CTx-MVIIC, ®-conotoxina MVIID (o-CTx-MVIID
obtenida de Conus magus) y m-agatoxina-IVA (o-Aga-IVA, toxina del
veneno de la arafia Agelenopsis aperta)

Los canales del subtipo R (Resistant) farmacoldégicamente se
caracterizan por su rapida inactivacion y por su insensibilidad al bloqueo
por DHP, o-CTx-GVIA, ®w-Aga-IVA'y o-CTx-MVIIC.
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9. Endocitosis y reciclado de vesiculas

Tras la exocitosis suele ocurrir un proceso de endocitosis en el que
una porcion de membrana plasmatica se invagina hacia el interior celular y
termina separdndose de la membrana formado un endosoma. Esto permite
reciclar la membrana plasmatica e internalizar moléculas del exterior. Entre
la exocitosis y la endocitosis se mantiene un equilibrio regulado que
permite la integridad celular.
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Figura 10: Vias de reciclado de vesiculas secretoras. A, kiss and stay, las vesiculas
liberan parte de su contenido, se cierran, vuelven a rellenarse con neurotransmisor y vuelven estar
listas para ser liberadas; B, kiss and run, las vesiculas se fusionan, son endocitadas
independientemente de clatrina y tienen que pasar por las fases de docking y priming antes de ser
exocitadas; C, endocitosis mediada por clatrina en la que las vesiculas son recicladas directamente
o via endosomas.

Se han propuesto tres vias de reciclado de vesiculas: dos vias en las
gue las vesiculas permanecen en la zona activa para ser rellenadas (kiss-
and-stay) o son recicladas localmente sin que ocurra una endocitosis
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mediada por clatrina (“kiss-and-run”), y una via mas lenta en la que ocurre
endocitosis mediada por clatrina (fig. 10) (Sudhof, 2004). Estas vias de
reciclado rapido han sido descritas en neuronas (Pyle et al., 2000) vy
también en granulos neurosecretores (Albillos et al., 1997).

10. Regulacién de la exocitosis

La exocitosis es un proceso finamente regulado, lo cual no es de
extrafiar debido a los papeles clave que tiene en la liberacion de hormonas
y neurotransmisores que son esenciales para la vida de los organismos
pluricelulares. En el caso de la médula adrenal, la cantidad total de CA
presente es potencialmente mortal si llegase a liberarse, con lo cual los
fendmenos regulatorios de la liberacién son cruciales.

El Ca?*, como hemos visto, actlia como mensajero; entra a través de
canales de Ca*" voltaje-dependientes, generando transitoriamente un
gradiente de Ca** en la regi6n méas adyacente a la membrana plasmatica
que disparara la fusion de vesiculas. Se ha observado que localizacion de
estos canales, asi como la poblacion de ellos que es activada, podria estar
sujeta a regulacién (Garcia et al., 2006).

También, hay que considerar que los depdsitos intracelulares tienen
un papel importante en la regulacién del Ca®* citoplasmatico y por
consiguiente en la exocitosis. Tanto en el RER como en la mitocondria
ocurre el secuestro y la salida de Ca?*, con lo que se ha definido la triada
funcional formada por los canales de Ca?* dependientes de voltaje, la
mitocondria y el RER (Alonso et al., 1999). Asi, los canales de Ca** actian
como los iniciadores del proceso; el receptor de rianodina del RER, como
el amplificador de la sefial; y el uniportador de la mitocondria disminuiria la
concentracion de Ca®* citoplasmatico (Garcia et al., 2006).

Por otro lado, la propia vesicula acumula Ca®* en concentraciones
milimolares, comportandose como un almacén dindmico de Ca*
(Mahapatra et al., 2004; Santodomingo et al., 2008). Recientemente se ha
demostrado la implicacién del Ca®" intragranular en el movimiento de las
vesiculas en la region del subplasmalema y la exocitosis (Camacho et al.,
2008).
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También se han relacionado las proteinas quinasas, como la proteina
guinasa C (PKC), con la regulacion de la exocitosis (Burgoyne and Morgan,
2003). Esta esta implicada en la disrupcién del citoesqueleto de actina para
el reclutamiento de las vesiculas (Vitale et al., 1995) asi como en el anclaje
y activacion de éstas a la membrana plasmatica (Smith et al., 1998). Otra
proteina implicada es la proteina quinasa A (PKA), ya que se ha observado
gue el incremento del AMPc, aumenta el contenido vesicular y la exocitosis
(Machado et al., 2001).

Asimismo, los filamentos de actina del citoesqueleto parecen tener
una doble funcién reguladora, por un lado impiden la liberacion de los
granulos no competentes para ello y por el otro, facilitan su llegada a la
membrana y su anclaje (Berberian et al.,, 2009; Vitale et al., 1995).
Ademas, recientemente se ha relacionado las miosinas del tipo 11y V con la
fusion y més concretamente con la expansion del poro de fusion. Se cree
gue actian generando fuerzas mecanicas que intervienen en la liberacion
de las CA por parte de la matriz intragranular (Berberian et al., 2009; Neco
et al., 2008).

11. Lamatriz intragranular.
11.1. Caracteristicas generales de la matriz.

Los granulos cromafines acumulan una alta concentracion de solutos
gue en osmolaridad tedrica ronda los 1,500 mOsm (Borges et al., 2010).
Las CA pueden alcanzar concentraciones de entre 0,6-1M (Albillos et al.,
1997; Jankowski et al., 1993; Montesinos et al., 2008); el ATP podria
encontrarse entorno a 150 mM (Kopell and Westhead, 1982); el Ca®" libre
intragranular alcanza 50-100 uM (Santodomingo et al., 2008), pero el
contenido total es de 20-40 mM, ya que la mayor parte se encuentra unido
a la matriz proteica u otros componentes (Mahapatra et al., 2004); y por
ultimo, se calcula una concentracién de 200 mg/mL de proteina (Videen et
al., 1992). Esta cantidad de solutos lisaria los granulos, sin embargo no es
asi probablemente gracias a la existencia de una matriz intragranular que
compleja a estos componentes y disminuye la osmolaridad.

Se ha descrito la presencia de matriz en diferentes granulos
secretores. Por ejemplo, los mastocitos poseen una matriz formada por
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heparan sulfato (Fernandez et al., 1991) y las vesiculas sinapticas del
organo eléctrico del pez torpedo que contienen una matriz de
proteoglicanos (Reigada et al., 2003). En ambos casos se ha demostrado
la implicacion de esta matriz en la liberacibn del contenido en
cuestion.(Nanavati and Fernandez, 1993). En el caso de los granulos
cromafines los componentes proteicos principales son las cromograninas y
secretograninas

11.2. Las cromograninas y secretograninas.

Las cromograninas y secretograninas, también llamadas graninas
englobando a ambos grupos, son glucoproteinas solubles y acidicas
ampliamente distribuidas en neuronas y células neuroendocrinas. El
término cromograninas incluye a la cromogranina A (CgA) y la
cromogranina B (CgB, o secretogranina ), mientras que el término
secretograninas incluye a: secretogranina Il (Sgll, o cromogranina C),
secretogranina Ill (Sglll o 1B1075), secretogranina IV (SglV o HISL-19),
secretogranina V (SgV o 7B2), secretogranina VI (SgVlI o NESP55),
secretogranina VIl (VGF) and pro-SAAS (SgVIIl) (Bartolomucci et al., 2011;
Zhao et al., 2009). Las graninas suponen el 80% del contenido proteico del
granulo cromafin (Crivellato et al., 2008) y las tres graninas mas
abundantes y mejor estudiadas son la CgA, la CgB y la Sqgll.

La mayoria de las células endocrinas y neuroendocrinas expresan al
menos un miembro de la familia de esta familia de proteinas. Las células
de la hipdfisis, las células C del tiroides, las células del paratiroides, las
células neuroendocrinas gastrointestinales y pulmonares, y las células
cromafines, producen y almacenan graninas en sus granulos secretores.
Las graninas también se expresan en determinadas zonas del sistema
nervioso central, como el hipotdlamo, hipocampo, amigdala y cerebelo y
también se han descrito en el sistema nervioso periférico (Montero-
Hadjadje et al., 2008; Taupenot et al., 2003). La expresion de unas u otras
depende de diferentes agentes como AMPc, hormonas esteroideas,
factores neurotroficos y esteres de forbol (Taupenot et al., 2003).
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Figura 11: Representacion esquematica de la homologia de la secuencia de la
CgA, la CgB y la Sgll. Se muestran los porcentajes de homologia en diferentes zonas de
cada proteina. En gris se sefalan los péptidos altamente conservados. En rojo se sefalan
los aminoé&cidos que coinciden con la secuencia humana y en negro los que divergen. Con
lineas negras y acrénimos se sefalan algunos de los péptidos que originan las diferentes
graninas. VS-1: vasostatina 1; VS-2: vasostatina 2; PST: pancrestatina; WE14: péptido
WE14; CST: catestatina; BAM1745: péptido BAM1745; CCB: crombacina; SN:
secretoneurina; EM66: péptido EM66; LA-42: péptido LA-42. (Tomado de Montero-
Hadjadje et al 2008)

Desde el punto de vista evolutivo la CgA y la CgB parecen pertenecer
a un mismo grupo monofilético con, probablemente, un precursor ancestral
(Montero-Hadjadje et al., 2008). Sin embargo, la Sgll y el resto de
componentes de la familia de las secretograninas parece que no tienen
una relacion evolutiva clara, con lo que la Sgll tendria origen en un grupo
monofilético distinto a la CgA y la CgB (Zhao et al., 2009). Al comparar la
secuencia de estas proteinas entre distintos vertebrados se observa que la
homologia media no supera el 40%. Ademas se observa que existen zonas
de mayor homologia y zonas de menor homologia. En el caso de la CgA el
extremo N-terminal tiene un 80% de homologia y en la CgB las zonas N-
terminal y C-terminal tienen mas de un 80% de homologia (fig. 11).
Mientras que en zonas centrales de la proteina se llega a homologias de
entorno al 10-20%. En el caso de la Sgll la zona de mayor homologia es la
que originard tras procesamiento proteolitico el péptido secretoneurina
(SN).

Las graninas estan formadas por cadenas polipeptidicas simples, con
un péptido sefial en el extremo N-terminal que las dirige tras su sintesis al
RER y de ahi al Golgi donde ocurren diversas modificaciones
postraduccionales, como fosforilaciones, glicosilaciones, etc. Desde la TGN
se originan los granulos secretores que contendran dichas graninas. Son
procesadas por enzimas contenidas en los granulos para generar las
proteinas maduras. Se caracterizan por su alto contenido en aminoacidos
acidos originando un pl de entre 4,5 a 6,1 (tabla 1). Unen Ca** con baja
afinidad pero alta capacidad (Yoo and Albanesi, 1991). En presencia de
Ca?* y a pH bajo se agregan entre si y con otros componentes contenidos
en los granulos como el ATP, las CA y otras proteinas (Helle et al., 1985;
Videen et al., 1992). Esta caracteristica de agregacion sugiere su papel en
la granulogénesis, en el almacenamiento de altas concentraciones de
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solutos y en la participacion de la liberacion del contenido de los granulos
secretores. Ademas, poseen multiples sitios de corte de tipo dibasico
(arginina y/o lisina) que originaran varios péptidos con diversas actividades
bioldgicas. Tanto la CgA como la CgB poseen en el extremo N-terminal dos
residuos cisteina que forman un puente disulfuro que esta implicado en el
envio de los granulos a la via de exocitosis regulada (fig. 11) (Taupenot et
al., 2003).

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de las graninas. 1, aminoacidos de la
proteina madura; , masa molecular calculada de la estructura primaria y la aparente fue
determinada por SDS-PAGE; [, se refiere a dos o mas Arg o Lys consecutivas; ND, no
determinado (Tomado de Taupenot 2003).

sglll sglv sgV sgvl
Property CgA CgB Sgll (1B1075) (HISL-19) (7B2) (NESPS5)
Chromosome localization 14 (human), 20 (human), 2 (human), 2 (mouse) ND 15 (human), 20 (human)
21 (bovine), 3 (rat), 9 (rat), 2 (mouse)
6 (rat), 2 (mouse) 1 (mouse)
12 (mouse)

Amino acid residuesT 431-445 626-657 559-586 449-507 ND 185 241
Molecular mass (kD)1

Calculated 49-52 48-52 67.5 51-57 ND 21 27.5

Apparent 74-80 100-120 86 57 35 23 55
Acidic residues (%) 25 24 20 19 ND 16 21
Isoelectric point (pHi) 4.5-5.0 5.1-5.2 5.0 5.1 5.6 52 4.4-5.2
Multibasic sites§ 8-10 15-18 9 6-10 ND 3 5
Disulfide-bonded loop Yes Yes No No ND No No
Calcium binding Yes Yes Yes ND ND Yes ND
Thermostability Yes Yes Yes ND ND Yes Yes
Phosphorylation Yes Yes Yes ND ND Yes Yes
Sulfation Yes Yes Yes Yes ND Yes ND
O-glycosylation Yes Yes Yes ND ND ND Yes
N-glycosylation No Yes No No No No No

11.3. LacromograninaA.

La cromogranina A es la proteina mas abundante en los granulos
cromafines bovinos, constituye aproximadamente el 40% de sus proteinas
solubles. Fue descrita por primera vez en el afio 1967 (Blaschko et al.,
1967) y se almacena y se secreta con la adrenalina y la noradrenalina en la
médula adrenal (Helle et al., 1993). La localizacion del gen de la CgA en
los cromosomas varia segun las especies (tabla 1) y se organiza en 8
exones y 7 intrones (fig. 12). Posee entre 431-445 aminoacidos, su peso
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molecular calculado ronda los 49 - 52 kDa y su punto isoeléctrico (pl) se
encuentra entre 4,5 y 5 (Taupenot et al., 2003). En cuanto a su estructura
proteica se trata de un polipéptido en configuracion de espiral aleatoria en
un 60-65% de su estructura y con conformaciones de hélice a y de lamina
B en un 25-40% (Mosley et al., 2007; Yoo and Albanesi, 1990). La CgA es
modificada  postraduccionalmente por medio de fosforilaciones,
glicosilaciones y sulfataciones lo cual hace que el peso molecular aparente
(calculado mediante electroforesis) ronde los 74-80 kDa (tabla 1). Sin
embargo, se desconoce la estructura tridimensional completa de la
proteina, solo se ha obtenido por medio de resonancia magnética nuclear
la estructura del péptido catestatina (Preece et al., 2004).

El Ca®" y el pH bajo inducen cambios conformacionales en la
estructura de la CgA; éstos se observan en las estructuras hélice a y
lamina PB. Estos cambios se traducen en el grado de agregacion de la
proteina. El aporte de cargas positivas de Ca?*, CA, H" y ATP permiten que
la CgA se pliegue y compacte promoviendo la condensacion del contenido
vesicular. Esta condensacion disminuye la presion osmotica y facilita el
almacenaje de mas sustancias (Yoo and Albanesi, 1990).Por otro lado,
como ya se ha citado con anterioridad la capacidad de agregacion y el
descubrimiento de determinantes proteicos relacionados con la formacion
de vesiculas (Courel et al., 2006; Kim et al.,, 2001; Kim et al., 2005;
Mahapatra et al., 2005; Stettler et al., 2009) la han implicado en la
granulogénesis.

La CgA es una pro-hormona que tras ser procesada por
endopeptidasas como las prohormona convertasas 1 y 2 (PCl y PC2)
origina péptidos con actividad biolégica con acciones autocrinas,
paracrinas y endocrinas muy variadas. Estos péptidos se generan en el
interior del granulo o una vez liberados por accién de proteasas (fig. 12).

Exons ] n m v v Vi Vil Vi
Base pairs (259 bp) (47 bp) (94 bp) (69 bp) (99 bp) (453 bp) (482 bp) (482 bp)
Dibasic sites S—S KK KR KR RK KRKR RR KKRR RR
clmon - o E

Amino acids -18-4 313 14 44 4567 68 100 101 251 252 412 413 439

EJ vasostatin | (hCgA4.75) [ZPancreastatin (hCgAzs0.301) ESWE14 (hCgA324.337) Catestatin (hCgA3s2.372) [[] Serpinin (hCgAsp2.439)

Figura 12: Organizacion gendmica del gen de la CgA humana. Se sefialan las zonas que
originan los péptidos con actividad biolégica. (tomado de Bartolomucci 2011)
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La pancrestatina fue el primer péptido derivado de las graninas
descrito, inhibe la liberacién de insulina por las células  y la captacion de
glucosa por los adipocitos y hepatocitos, mientras que estimula la
glucogenolisis y la liberacion de glucagén e histamina. La catestatina se
identifico inicialmente como el antagonista enddégeno mas potente del
receptor nicotinico que inhibe la liberacién de catecolaminas inducida por
nicotina de una manera autocrina 0 paracrina, actia como vasodilatador
estimulando la liberacién de histamina, también inhibe la desensibilizacion
de la liberacién de catecolaminas inducida por nicotina, ademas se ha
observado que presenta accion antimicrobiana. Las vasostatinas | y Il
inhiben la vasoconstriccion, modulan la adhesion celular, la liberacién de
hormona paratiroidea, la interacciéon de los fibroblastos y las células del
musculo liso con la matriz extracelular, también actian como agentes
inotropicos negativos en corazén aislado de rata e inducen apoptosis
neuronal. La parastatina inhibe la secrecion de hormona paratiroidea. Otros
péptidos como la cromofungina y las cromacinas | y Il tienen accion
antibacteriana y antifungica (Bartolomucci et al., 2011; Montero-Hadjadje et
al., 2008). Recientemente se ha descrito la serpinina que se ha relacionado
con la granulogénesis y la inhibicion de la muerte celular (Koshimizu et al.,
2010). Dada esta gran cantidad de funciones, se ha implicado a la CgA en
diversos desordenes, en especial se ha estudiado su papel en la
hipertension (Mahapatra et al., 2005; Takiyyuddin et al., 1990) y en la
disponibilidad de glucosa (Gayen et al., 2009).

11.4. LacromograninaB.

La cromogranina B 6 secretogranina | fue descrita por primera vez en
1985 (Falkensammer et al., 1985) y es otra de las proteinas abundantes en
los granulos cromafines. Al contrario que la CgA, que es la proteina
mayoritaria en los granulos cromafines bovinos, la CgB es la proteina mas
abundante en la rata y el humano (Gasnier et al., 2004). La localizacion del
gen de la CgB en los cromosomas varia también segun las especies (tabla
1) y se organiza en 5 exones y 4 intrones (fig 13). La secuencia consta de
626-657 aminoacidos y su punto isoeléctrico esta entre 5,1 y 5,2. Su peso
molecular aparente esta entre 100 y 120 KDa, mientras que el calculado es
48-52 KDa (Taupenot et al., 2003). Esta divergencia se debe al gran
namero de modificaciones postraduccionales (glicosilaciones,
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fosforilaciones y sulfataciones) que sufre esta proteina y la gran cantidad
de residuos acidicos que provocan el retraso en su migraciéon
electroforética (Gasnier et al., 2004).

Exons | 1 m Y v
Base pairs (355bp) (47 bp) (94 bp) (1766 bp) (389 bp)
Dibasic sites S$—S RK RK, KK KRR KR [ KR KR RR KRKR RR  KKRR KR, RKK, KK
i ' 3 3 3 1

CZglg::ne <Jv-ﬂ}'z-[j¢;-i ’ : | H"ﬁ_

Amino acids -20-4-313 1444 45 579 580 657

[Z1GAWK (hCgBazo.493) P Tyr Sulfation (hCgB321) PE11 (hCgBsss.565) BAM 1745 (hCgBs79.593) E5 Secretolytin (hCgBgaz.657)

Figura 13: Organizacion genomica del gen de la CgB humana. Se sefialan las
zonas que originan los péptidos con actividad biolégica. (tomado de Bartolomucci 2011)

La CgB comparte varias caracteristicas con la CgA como la amplia
expresion en el sistema endocrino y nervioso, ser una proteina acidica,
tener estructura en hélice aleatoria, tener estabilidad térmica, la presencia
de puentes disulfuro en la zona N-terminal y C-terminal, la gran cantidad de
aminoacidos acidicos y de dianas de proteasas de cardcter dibasico. En
cuanto a su estructura también hay similitud con la CgA; la espiral aleatoria
supone el 65-70% de la molécula y s6lo un 15-20% se encuentra en
conformacion de a-hélice y un 10-15% de lamina B (Yoo, 1995). La CgB
también presenta baja afinidad y alta capacidad por la unién a Ca*.
Asimismo posee la capacidad de agregarse en presencia de Ca®" y pH
acido teniendo una sensibilidad al Ca®* de dos érdenes de magnitud mayor
qgue en la CgA.

Por todas estas caracteristicas, la CgB ha sido estudiada en base a
su posible habilidad para inducir la granulogénesis, proponiéndose incluso
como inductor mas eficaz que la CgA ya que es capaz de inducir la
formacion de mas del doble de granulos en células no endocrinas NIH3T3
y COS-7 que la CgA (Huh et al., 2003). El puente disulfuro de la zona Nt de
la CgB parece ser determinante para su propiedad granulogénica y para
gue sea correctamente introducida en granulos secretores en el aparato de
Golgi (Kromer et al., 1998). La CgA también posee un puente disulfuro,
pero su eliminaciéon parece no tener tal efecto (Taupenot et al., 2002).
Algunos estudios apuntan a la participaciéon tanto de la CgA como de la
CgB en la movilizacién del Ca* intracelular ya que se unen al receptor de
IP; de los grénulos vy facilita la liberacién del Ca®* en respuesta al IP5 (Yoo,
2000). También se ha detectado la presencia de CgB en el nucleo de
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células PC12 sugiriendo un papel en la regulacién de la expresién de
determinados genes (Montero-Hadjadje et al., 2008; Yoo et al., 2002).

De los péptidos derivados de la CgB, el mas conocido es la
secretolitina con accién antibacteriana. También se ha descrito que la
crombacina tiene actividad bacteriolitica. El resto de péptidos son: GAWK,
BAM-1745, SR-17, HQ-34 y PE-11 (Montero-Hadjadje et al., 2008; Zhao et
al., 2009). Algunos polimorfismos en el locus de la CgB la han relacionado
con enfermedades como la esquizofrenia (Zhang et al, 2002), la
enfermedad de Alzheimer (Marksteiner et al., 2000) y la epilepsia (Mahata
et al., 1992).

11.5. Lasecretograninall 6 cromogranina C.

La secretogranina Il o cromogranina C fue detectada por primera vez
en la adenohipdfisis (Rosa and Zanini, 1983) y posteriormente fue
identificada en la glandula adrenal (Fischer-Colbrie et al.,, 1986). La
localizacion del gen de la Sgll varia segun la especie (tabla 1) y se
organiza en dos exones y un intrén. La secuencia de aminoécidos de esta
proteina es de 559-586, su peso molecular calculado es de 67,5 KDa
mientras que el peso molecular aparente es de 86 KDa. Como las otras
graninas también sufre modificaciones postraduccionales. Tiene un pl de 5
(tabla 1) (Taupenot et al., 2003). Comparte con la CgA y CgB, su riqgueza
en amino&cidos acidicos, sin embargo carece de la estructura en lazo
unido por un puente disulfuro que éstas poseen en su extremo N terminal.
Se ha observado que esta granina tiene estructuras en enrollamiento al
azar y laminas B a lo largo de su estructura, con una baja contribucién de
hélices a (Park et al., 2002). Ademas, se ha demostrado que en las
condiciones de pH y de concentracién del Ca** descritas en los granulos, la
Sgll forma agregados (Gerdes et al., 1989), con lo cual podria estar
implicada, como las CgA y CgB en la formacion de la matriz intravesicular y
en la granulogénesis.

También posee multiples sitios de corte de tipo dibésico, que dan
lugar a péptidos derivados de su procesamiento, como la secretoneurina
(SN). A este péptido se le han atribuido una serie de funciones como
atrayente de monocitos y eosindfilos; se ha detectado en el liquido
cerebroespinal y se ha involucrado en la neurotransmision y la regulacion
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paracrina del sistema nervioso y neuroendocrino; promueve la liberacion
de dopamina del estriado y participa en el crecimiento de neuritas en el
cerebelo en desarrollo; actia incrementando la permeabilidad del endotelio
de las arterias coronarias y como citoquina, entre otras funciones (Montero-
Hadjadje et al., 2008). Otro péptido derivado de la Sgll, es el péptido
EMG66, implicado en el estrés derivado del ayuno y el control de la ingesta
de alimento (Zhao et al., 2009).

La Sgll se ha relacionado junto a la CgB con la enfermedad de
Alzheimer en un modelo murino (Willis et al., 2008). Mé&s recientemente se
ha propuesto que la disminucion de Sgll, junto a CgA y CgB, en las
neuronas motoras, puede estar implicado en la esclerosis amiotréfica
lateral. También se ha vinculado a la Sgll con la hipertension (Bartolomucci
et al., 2011).

11.6. Las otras graninas.

El resto de graninas descritas son las secretograninas lll, IV, V, VI, VII
y VIII, también conocidas como 1B1075, HISL-19, 7B2, NESP55, VGF y
ProSAAS respectivamente (Bartolomucci et al., 2011; Montero-Hadjadje et
al., 2008; Zhao et al., 2009).

La secretogranina Il (Sglll) es una proteina de 57 KDa, con una
importante cantidad de aminoacidos acidicos y un pl de 5,1. Esta proteina
también ha sido relacionada con la granulogénesis. En células AtT-20 se
une a membranas ricas en colesterol en la TGN (Hosaka et al., 2004) y
también se ha propuesto la union a la carboxipeptidasa E (CPE) (Hosaka
2005). La Sglll una vez anclada actiua como receptor de la CgA y otras
prohormonas promoveria la granulogénesis y la clasificacion hacia la via
de secrecion regulada (Hosaka and Watanabe, 2010; Prasad et al., 2008).
Se ha descrito esta funcién de la Sglll en mastocitos, en células de la
hipdfisis y del pancreas endocrino (Hosaka et al., 2002) y en células PC12
y gldndula adrenal (Han et al., 2008).

La SgV o 7B2, que también es procesada en péptidos y posee un pl
de 4,9, esta involucrada en la inhibicion de las enzimas prohormona
convertasas 1y 2 (PC1 y PC2). La SgVI o NESP55, cuyo gen forma parte
del complejo locus GNAS que codifica la subunidad o de la proteina G
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estimuladora (Gsa), consiste en una proteina de unos 244 aminoacidos
cuyo péptido LSAL es antagonista del receptor de serotonina 5-HT,. La
SgVIl o VGF es un polipéptido acidico rico en prolina y glicina, que es
procesado en varios péptidos involucrados en diversas actividades
bioldgicas como: inhibicidn de la secrecion de vasopresina; estimulacion de
la ingesta, de la actividad locomotora y de la temperatura corporal;
antidepresivo; y regula balance energético. Y por dltimo la SgVlill o
ProSAAS que esté involucrada como la 7B2 en la inhibicién de la PC1, en
la regulacion del procesamiento de neuropéptidos en estadios fetales y en
el peso y locomocion en adultos (Bartolomucci et al., 2011).

11.7. Lamatriz vesicular y la exocitosis.

A parte de las funciones atribuidas a las graninas en la
granulogénesis y el gran numero de funciones fisiologicas de sus péptidos
derivados, se ha sugerido su implicacion en el proceso de la exocitosis
como componente activo en el mantenimiento del equilibrio entre la
fraccion libre/unida de las moléculas solubles de las vesiculas (Schroeder
et al., 1996). Las graninas unen CA y Ca*' con baja afinidad y alta
capacidad lo cual, como se ha citado anteriormente, favorece la agregacion
de las mismas a pH acidico. Haciendo uso de la amperometria se ha
comprobado que la difusién del contenido vesicular es menor al esperado
segun el coeficiente de difusion de las CA (Alvarez de Toledo et al., 1993;
Jankowski et al., 1993), con lo cual la union de las CA a las graninas
estaria retrasando la liberacion de las CA a medio extracelular.

También se ha involucrado a la matriz no sélo en la acumulacion de
Ca** sino también en su salida desde los granulos (Camacho et al., 2008)
por medio de la interaccién de la CgA y CgB con el receptor de IP3 (Yoo,
2009). Ademas la alcalinizacién o acidificacion del interior granular afecta a
la exocitosis, haciéndola mas lenta o mas rapida respectivamente
(Camacho et al., 2006). La matriz se comporta como una matriz de
intercambio i6nico que retrasa la liberacidon del contenido intravesicular
(Rahamimoff and Fernandez, 1997; Schroeder et al., 1996). Este fendmeno
también ha sido descrito en las vesiculas colinérgicas del érgano eléctrico
de torpedo (Reigada et al., 2003). Ademas se ha demostrado que la matriz
sufre un “hinchamiento” o swelling que facilita la disociacion de solutos
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(Nanavati and Fernandez, 1993). Los cambios osmoticos del medio
extracelular modifican la cinética de liberacién de los solutos indicando una
accion directa sobre la matriz (Borges et al., 1997).

Hasta hace pocos afios, no se habia podido modificar la composicién
de la matriz intragranular. La aparicion de los ratones modificados
genéticamente en los que se ha eliminado alguna de las graninas de la
matriz vesicular, (Hendy et al., 2006; Kim et al., 2005; Mahapatra et al.,
2005; Obermiller et al., 2010) ha permitido discriminar la funcion de cada
componentes de la matriz de forma diferencial (Diaz-Vera et al., 2012;
Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008). Se ha observado que la
ausencia de una o mas graninas altera los ultimos pasos de la exocitosis.

Las funciones de las graninas adn contindan en discusion, pero las
evidencias que tenemos hasta el momento apuntan en cuatro direcciones.
Se ha observado el papel varios miembros de esta familia de proteinas en
la biogénesis de granulos secretores (Courel et al., 2010; Huh et al., 2003;
Kim et al., 2001; Prasad et al., 2008; Stettler et al., 2009). También se han
involucrado en el sorting de péptidos a la via de secrecion regulada (Elias
et al., 2010; Montero-Hadjadje et al., 2009). Ademas se ha descrito que
son capaces de unir Ca®*, ATP, H"y CA, lo cual a parte de promover la
condensacion de las graninas se ha relacionado con el mantenimiento de
la osmolaridad intravesicular dentro de valores isosmoéticos, lo cual
permitiria  un mayor almacenamiento de neurotransmisores sin
comprometer la integridad del granulo (Machado et al., 2010; Yoo and
Albanesi, 1991). Y por ultimo, se han definido diversos papeles bioldgicos a
la gran variedad de péptidos originados por el procesamiento proteolitico
de las graninas (Bartolomucci et al., 2011; Montero-Hadjadje et al., 2008).

En cuanto a la exocitosis, muchos laboratorios se han centrado en
estudiar diversos aspectos de la misma como las proteinas involucradas en
la fusion con la membrana (SNARES, sinaptotagminas, Muncs, etc), los
transportadores de neurotransmisores, las rutas de sintesis y degradacion
de neurotransmisores. Nuestro laboratorio se ha dedicado en los ultimos
aflos a estudiar los componentes intravesiculares y su funcién en
regulacion de la exocitosis de catecolaminas. Asi se han atribuido papeles
clave en la exocitosis al NO, AMPc (Machado et al., 2001; Machado et al.,
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2000), al pH y al Ca?* intravesicular (Camacho et al., 2008; Camacho et al.,
2006). Ademas con la disponibilidad de los ratones carentes de
cromograninas hemos podido caracterizar como la ausencia de una o de
varias graninas modifica la exocitosis de catecolaminas (Diaz-Vera et al.,
2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008).

Con esta tesis se pretende continuar la profundizacion del papel de
las cromograninas en la exocitosis y acumulacion de catecolaminas
utilizando estrategias de expresion de proteinas.
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El grupo de investigacion en el que se ha realizado esta tesis ha
estudiado durante los ultimos afos diversos factores intravesiculares
involucrados en la exocitosis de catecolaminas. La finalidad de esta tesis
ha sido profundizar en el papel de las cromograninas en la exocitosis y
para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1)

2)

3)

4)

Caracterizar la exocitosis mediante el uso de proteinas
intravesiculares solubles (cromograninas).

Definir las caracteristicas de los granulos secretores cuya
neoformacion ha sido inducida por cromograninas.

Estudiar el papel de las cromograninas en la acumulacion de
catecolaminas.

Aportar méas informacion acerca de las funciones fisiolégicas de la
cromogranina A en la exocitosis de catecolaminas
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12. Mantenimiento en cultivo de las lineas celulares HEK293 y PC12

La linea celular de rifion embrionario humano HEK293 (Human
Embrionic Kidney) se mantiene en cultivo en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, D5648, Gibco) suplementado con un 10% de
suero fetal bovino (FBS, DE14-801F, Lonza) y antibidticos (penicilina 100
uds/L P3032, Sigma y gentamicina 40 mg/L 1405-41-0 Acofarma). La linea
celular neuroendocrina PC12, derivada de feocromocitoma de rata, se
mantiene en cultivo en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute,
Gibco) suplementado con un 5% de FBS y un 5% de suero de caballo (HS,
14-427F, Lonza), y antibiéticos. Las células se colocan en un incubador
con 5% de CO,, a 37°C y con atmésfera saturada de humedad.

Ambas lineas celulares se mantienen en frascos de cultivo de 75 cm?,
Cada 2-3 dias las células son subcultivadas. Las HEK293 proliferan
adheridas al sustrato, para subcultivarlas se realiza un lavado de las
células con solucién de Locke: 154 mM de NacCl, 5,6 mM de KClI, 3,6 mM
de NaCO3H, 5 mM de HEPES y 5,6 mM glucosa, posteriormente se afiade
una solucion de 0,5 g/L de Tripsina (T4799, Sigma) y 0,2 g/L de EDTA
(ED2SS) lo cual permite que las células se despeguen del sustrato, se
aflade medio de cultivo, se centrifugan las células a 800xg, se elimina el
sobrenadante, se resuspenden con medio de cultivo fresco y se realiza una
dilucion 1/10 de las células para subcultivarlas. Las PC12 proliferan
fundamentalmente en suspensién formando agregados celulares, con lo
gue para subcultivarlas se recoge el medio de cultivo, se centrifugan a
800xg, el pellet de células se resuspende con medio fresco y se realiza una
dilucion 1/4 para subcultivarlas.

Para los diferentes procedimientos experimentales las células se
siembran en diferentes placas de cultivo en un nimero determinado, para
ello es necesario que las células estén en suspension e individualizadas.
Para las HEK293 la utilizacion de la solucion de Tripsina-EDTA es
suficiente para que las células estén separadas. Para las PC12 utilizamos
un sistema mecéanico de separacion, se utiliza una jeringa de 5mL con una
aguja G22 y se hace pasar la suspension celular por la aguja 20-25 veces,
con este procedimiento se logran individualizar.

53



Material y métodos

Para el recuento de las células se toman 10 pL de células, 90 pL de
azul de tripan al 0,4% en Locke, se mezclan con suavidad y se colocan 10
UL en un hemocitbmetro o camara de Neubauer. Solo se contaran las
células no coloreadas porque son las que estan intactas. Multiplicaremos el
namero de células por 10 que es el factor de dilucién, por 10.000 (ya que el
volumen de la camara es 1/10.000 mL) obteniendo asi el nimero de
células por mL que tenemos en nuestra suspension celular.

13. Obtencion del vector de expresion de CgA-EGFP.

Se ha obtenido un vector de expresion (fig. 1) pCgA-EGFPN3, que
nos permite expresar la proteinas de fusibn CgA-EGFP, es decir, la CgA
unida por su extremo Ct (carboxilo terminal) a la proteina fluorescente
verde EGFP (Enhaced Green Fluorescence Protein) en lineas celulares.

13.1. Disefio de oligonucledtidos de DNA para clonaje y
secuenciacion.

La secuencia de cDNA de la CgA de ratén fuer tomada de la base de
datos NCBI (ChgA: NM _007693). Por convencién, utilizaremos la
terminologia anglosajona para algunos términos:

Para clonar la region codificante de la CgA (1,39Kb) se disefiaron los
siguientes oligonucledtidos:

Primer forward:

GAGAATTCCGCCACCATGCGCTCCACCGCGGTTCTGGCG
conteniendo el coddn de inicio, la secuencia Kozak (subrayado) y la diana
de restriccion para la enzima EcoRI (en negrita).

Primer reverse:

TCGGTACCCCCCGCTGGCTGAACTTTTCCGC
conteniendo la diana de restriccion para la enzima Kpnl (en negrita).

También se disefiaron nucleétidos que permitieran secuenciar los
plasmidos resultantes. Para el plasmido codificante de la proteina CgA-
EGFP se disefiaron los siguientes primers:
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Primer forward CMV-IE: CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
Primer reverse 01 seqA-R: CTAGCCACAGCCTCCTCTTC
Primer forward 02 seqA-F: GCATGTGGACCCACAGGCCA
Primer reverse EGFP Nt: TGAACTTGTGGCCGTTTACG
13.2.  Obtencidn del cDNA codificante para la CgA.

El cDNA de la CgA se obtuvo a partir de médula suprarrenal de raton.
Se extrajo el mMRNA total usando el kit RNAspin Mini RNA Isolation (GE
Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA gendmico
fue eliminado mediante un paso de digestion con DNAsa I. La muestra de
RNA fue determinada por las densidades 6pticas (OD) ODyg0 Yy OD2go €N UN
micro espectrofotémetro (Nanodrop®).

La reaccion de retrotranscripcion (RT-PCR) se llevé a cabo a partir de
1 ug del RNA total usando oligo’d(T)” tal y como se describe en el
protocolo del kit iScript cDNA Synthesis (BioRad).

Una vez obtenido el cDNA total se realiz6 una PCR con una
polimerasa de alta fidelidad (Expand High Fidelityp . us PCR System; Roche)
utilizando los primers descritos en el anterior apartado. Con el resultado de
la PCR se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% y se extrajo el
DNA de la banda correspondiente a la CgA con el kit de extraccion GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

13.3. Clonaje de CgA en el vector pEGFPN3

Se realiz6 la digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Kpnl
(Takara Bio Inc.) del producto de la PCR y del vector pEGFPN3 (Clontech).

Para eliminar las enzimas de restriccion se procedié a precipitar el
DNA digerido con fenol-cloroformo.

La ligacion del inserto CgA con el vector pEGFPN3 se realizo
utilizando una relacion molar 3:1 (inserto:vector) en la cantidad de DNA.
Para la ligacion se utilizé el kit de Epicentre Fast Link, durante 20 min a RT.
Finalizada la ligacién se inactivo la ligasa durante 15 min a 70°C.
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13.4. Obtencion de bacterias DH5a competentes vy
transformacion

Para poder introducir DNA con alta eficiencia en bacterias es
necesario inducir el “estado de competencia” de las mismas. Para ello,
cultivos bacterianos de la cepa DH5a de E.coli frescos, en fase logaritmica
de crecimiento (As0=0,3-0,4), se mantuvieron 10 min a 4°C, se
centrifugaron 10 min a 5000 rpm y posteriormente fueron tratadas, con la
solucion RF1: 100 mM de RbCI, 50 mM de MnCl,, 10 mM de CaCl,, 30 mM
de acetato sodico, glicerol 15% y ajustada a pH 5,8 con acido acético;
durante 30 min a 4°C. Una vez pasado el tiempo de incubacion con la
solucién RF1, las bacterias fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 10
min a 4°C y resuspendidas en la solucién RF2: 10 mM de RbCI, 75 mM de
CaCl,, 10 mM de MOPS y 15% de glicerol ajustada a pH 6,8 con NaOH.
En esta solucion, las bacterias son preservadas a -80°C, listas para la
transformacion.

Tras la ligacion (apartado 13.3) se transformaron bacterias
DH5a competentes utilizando el protocolo de choque térmico. Para ello se
descongela una alicuota de bacterias competentes en hielo, se
resuspenden con el resultado de la ligacion, y se mantienen 30 min en
hielo. Se someten a un choque térmico de 42°C durante 45 s. Se afiade
medio LB (para 1L: 10g de Triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de
NaCl, pH=7 y se autoclava) y se agitan a 37°C durante 60 min.
Posteriormente se sembraron en placas de agar-LB conteniendo 50 pg/mL
del antibiético kanamicina, lo cual seleccionar4d aquellos clones de
bacterias que han incorporado los plasmidos, ya que el vector posee un
gen de resistencia al mismo. (fig. 14A). Se incuban a 37°C hasta el dia
siguiente.

13.5. Extraccion del plasmido pCgA-EGFP.

Con los clones positivos se realizo una extraccion del DNA plasmidico
con plasmidPrep Mini Spin Kit (Healthcare). Se comproboé por electroforesis
en agarosa tras la digestion con EcoRI y Kpnl que la ligacion era correcta.
Posteriormente se realizd0 una extraccion de DNA con plasmidPrep Midi
Spin Kit (Healthcare) para obtener suficiente plasmido para poder realizar
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los experimentos de transfecciobn. Se hicieron digestiones del DNA
plasmidico resultante (fig. 14B) para verificar que el proceso fue correcto.
Ademas se comprobé por medio de secuenciacibn con los primers
indicados en el apartado 13.1 en el servicio de gendmica de la Universidad
de La Laguna que la secuencia y la ligacién era correcta comparando con
las bases de datos del NCBI. (fig 14C)

A P CMV IE B Clon 1 Clon 2 Clon 3
b6 EcoRI $0\\ V\°\ $0\\
Q & @ Q &
o o o o ) )
kb Q/O @0 @0 @0 @0 @0
CgA
pCgA-EGFP . ! - -— -
6117 pb
Kan R/ 4 \‘ e -
Neo R 3 -

66 P 106 16 1 3 6 156
¢ A= A Mia
Primer CMV-IE W .vg@
847 667 877 687
Gmmmrqlqnumrmm ’HS.I’MG Grm_csrmsmm m’[-ﬂ' mmmvmmcuwnm
EN s A AN A BEENENNEN C A (GIUQUENS A BN P 5 P BT UK — K3
pCgA-EGFP

Figura 14: Vector plasmidico codificante para CgA-EGFP. A, esquema del
vector, P CMV IE: promotor de la expresion de citomegalovirus; CgA: secuencia
codificante de la CgA de raton; EGFP: secuencia codificante de la EGFP; Kan R/Neo R:
gen de resistencia de la kanamicina y neomicina. En gris se sefialan las dianas de las
enzimas de restriccion. B, electroforesis del resultado de la digestion del plasmido CgA-
EGFP extraido de 3 clones bacterianos diferentes.

14. Transfeccién de lineas celulares

Las células HEK293 se transfectaron utilizando Metafectene-Pro®

(Biontex Laboratories GmbH). Para ello las células se sembraron 24h antes
de la transfeccion de manera que el dia de la transfeccion estuvieran a
aproximadamente el 80% de confluencia. El dia de la transfeccidn se retird
el medio de cultivo de las células y se afiadié Optimem (22600-134, Gibco)
sin suero ni antibidticos. Utilizando el protocolo recomendado por
Metafectene-Pro® se transfectaron las células utilizando una relacién 1:3
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(plasmido:Metafectene-Pro) y en una proporcion de 1 ug de pCgA-
EGFPN3 o0 0,5 ug de pEGFPN3 por cada millon de células sembradas.
Cuatro horas después se retir6 el medio Optimem y se afiadi6 medio
DMEM completo. Los experimentos se realizaron 24 o 48 h tras la
transfeccion.

Las células PC12 se transfectaron con el Nucleofector™ Il (Amaxa) y
el Basic Nucleofector Kit for primary neurons (VPI-1003, Amaxa) con una
proporcion de 4 ug de pCgA-EGFPN3 o0 2 ng de pEGFPN3 por 4 millones
de células. El programa usado fue el U-029. Tras la nucleofeccion las
células fueron sembradas en medio RPMI sin suero y sin antibioticos
durante 2 horas, después de ese tiempo se afadié el mismo volumen de
medio en el que estaban las células, de medio RPMI con 10% de FBS,
10% de HS, penicilina 200 uds/L de penicilina y 80 mg/L de gentamicina,
de tal manera que la concentracion final seria la usual.

15. Western Blot
15.1. Obtencidon de la muestra.

Las células (HEK293 o PC12) se lisaron en una solucién TENT 1%
compuesta por: 50 mM de Tris-HCl a pH 7,4, 5 mM de EDTA, 150 mM de
NaCl y 1% de Tritbn-X100 (T9284, Sigma), suplementada con un coctel
inhibidor de proteasas (COMPLETE, Roche). Posteriormente se
sometieron a ultrasonidos con un sonicador Labsonic® M (Sartorius) y se
conservaron a -20°C hasta su utilizacién.

La cantidad total de proteinas en cada muestra fue determinada por
el método del 4cido bicinconinico (Sigma).

15.2. Separacion de proteinas por SDS-PAGE.

La separacion de proteinas se realiz6 por medio de SDS-PAGE
(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) en el sistema Mini-PROTEAN®
Tetra Sistem de Biorad. Esta técnica consiste en la separacion de las
proteinas por peso molecular bajo un campo eléctrico.

En cada pocillo se carg6 la misma cantidad de proteinas (50 ug). Se
realiz6 una dilucion de la muestra con TENT 1% y se afiadio el tampdn de
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carga Laemmli 6X (10% de SDS; 20% de glicerol; 10% de 2-
mercaptoetanol; 0,004% de azul de bromofenol; y 0,125 M de Tris HCI) de
manera que quedara al 1,2X. La adicion de este tampon de carga colabora
en la desnaturalizacion de las proteinas ya que contiene SDS y 2-
mercaptoetanol, el glicerol da densidad a la muestra y el azul de
bromofenol facilita el seguimiento de la carrera de las proteinas en el gel.
Cada muestra se someti6 a 100°C durante 5 min en un termobloque
(LabNet) para lograr la total desnaturalizacion de las proteinas.

Los geles utilizados tenian una zona de empaquetamiento de
aproximadamente 1 cm (“stacking” al 4% de poliacrilamida) y otra de
separacion (“resolving” al 7,5% de poliacrilamida). Para su elaboracion se
uso el sistema disefiado para tal fin de Biorad. La composicion del gel de
empaqguetamiento fue: poliacrilamida al 4%, 0,13 M de tampon TrisHCI a
pH 6,8; 0,1% de SDS; 0,12% de APS; 0,13% de TEMED. El gel de
separacion estaba compuesto por: poliacrilamida al 7,5%, 0,38 M de
tampodn TrisHCI a pH 8,8; 0,1% de SDS; 0,08% de APS; 0,08% de TEMED.

Se carg6 cada muestra en un pocillo del gel y se cargdé también el
marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards (Biorad). La electroforesis se llevé a cabo en el tampén SDS-
PAGE (0.025 M Tris-base, pH 8.3, 0,192 M glicina, 0,1 % SDS) a una
corriente constante de 40 mA por gel y durante aproximadamente 1 hora.

15.3. Transferencia a membrana, visualizacion y analisis.

Tras la electroforesis las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF 6 polifluoruro de vinilideno (Immobilon-P, Biorad) de
0,45 um de poro. Las membranas de este tipo deben ser pretratadas antes
de proceder a la transferencia. Segun indicaciones del fabricante se
sumergieron durante 15 s en metanol, luego en agua pura durante 2 min y
por ultimo se equilibraron en tampon de transferencia (25 mM de Tris-HCI,
192 mM de glicina a pH 8,3, 0,1 % de SDS y 20% de metanol (v/v)) durante
5 min en agitacion. Entonces se procedié a la transferencia de las
proteinas a la membrana bajo un campo eléctrico de 400 mA durante 90
min.
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Transcurrido dicho tiempo se marcaron las membranas con rojo
Ponceau al 0,1% en acido acético al 5% (tincion de proteinas) para
comprobar que la transferencia ha funcionado correctamente.

Previamente al marcaje con el anticuerpo primario, se bloquearon los
sitios de unién inespecifica con 5 % de leche desnatada (Sveltesse, Nestle)
disuelta en TBS-T 1X (0,05 M de Tris; 0,150 M de NaCl y 0,1% de Tween-
20 (P5927, Sigma)) durante 30 min en agitacion.

Entonces se procedié a la incubacién de la membrana con el
anticuerpo primario en una solucion de PBS (136,9 mM de NacCl, 2,7 mM
de KCI, 8,1 mM de NaHPO,, 1,76 mM de KH,PO,) con 1% de BSA
(Bovine Serum Albumin) y 0,01% de azida sodica, durante toda la noche
a 4°C. Los anticuerpos y las concentraciones utilizadas fueron: anti-CgA,
anticuerpo policlonal de cabra (sc-1488, Santa Cruz Biotechnology) a
1:200; anti-CgB, anticuerpo policlonal de cabra (sc-1489 Santa Cruz) a
1:200, anti-GFP, anticuerpo policlonal de conejo (sc-8334, Santa Cruz
Biotechnology) a 1:400, anti-TH, anticuerpo monoclonal (Sigma, T2928) a
1:8000, anti-a-tubulina, anticuerpo monoclonal de raton (Sigma T6074) y
anti-actina, anticuerpo monoclonal de raton (Sigma A3853).

Al dia siguiente se procedié al lavado del anticuerpo primario y a la
incubacion de los respectivos anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa a 1:10.000 a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes: anti-cabra (P0160,
Dakocitomotion), anti-conejo (NA934, Amersham GE Healthcare) y anti-
ratbn (NA931, Amersham GE Healthcare). Posteriormente se lavd la
membrana y se tratd con sistema ECL prime (Amersham). La sefal de
quimioluminiscencia emitida se detecté con el sistema de captura de
imagen (ChemiDoc™ MP, Biorad) y se analiz6é usando el software provisto
por el fabricante (ImageLab).

16. Ensayos de secrecidn

Se realizaron experimentos de secrecion de CgA-EGFP en placa. Las
células HEK293 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos, transfectadas y
se realizo el experimento de secrecion 24-48 h tras la transfeccion. Se
realizaron 2 lavados con solucion Krebs-HEPES: 140 mM de NaCl, 5,9 mM
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de KClI, 1,2 mM de MgCl,, 2 mM de CaCl,, 10 mM de HEPES y 11 mM de
glucosa a pH 7,4. Posteriormente se incubaron en esta solucion (secrecién
basal) y luego con el ionéforo de Ca®** A23187 (1 pM) (secrecion
estimulada) durante 10 min a 37°C.

Se recogi6 el medio de secrecion y se centrifugé 900 g durante 5 min
a 4°C para descartar en el pellet posibles células que se hubieran
despegado durante el tratamiento. Las células de los pocillos fueron
lisadas como se describe en el apartado 15.1. Las proteinas del medio de
secrecion y de los lisados se precipitaron utilizando &cido tricloracético al
10% y fueron analizadas usando Western Blot.

17. Cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC) y deteccidon
electroquimica de catecolaminas.

17.1. Obtencién de las muestras

Se realizaron experimentos de acumulacion de L-DOPA y serotonina
en HEK 293 expresando CgA-EGFP, y de dopamina en PCl2. Se
incubaron células control y células expresando CgA-EGFP con 100uM de
L-DOPA o serotonina durante 1 hora a 37°C. Se realizé un lavado con
Krebs-HEPES de las células durante 15 min a 37°C y posteriormente se
realizaron dos lavados méas con Krebs-HEPES. A continuacion las células
fueron lisadas utilizando 200 pL 0,05N de acido perclérico (PCA)
conteniendo 200 nM de 3,4-dihidroxibencilamina (DHBA) . Las muestras
son congeladas a -80°C.

Posteriormente las muestras son descongeladas y se centrifugan a
10.000 g durante 20 min a 4°C en una centrifuga refrigerada (Sigma 2k15)
de rotor de angulo fijo (Sigma n° 12145). Se recoge el sobrenadante que
contendra la L-DOPA o la serotonina acumulados en las células y que se
utilizara para el analisis en el HPLC. Luego se guarda el precipitado que se
utilizar4 para medir proteinas y poder estandarizar la medida de
catecolaminas. El precipitado se resuspende en TENT 1% y se realiza una
precipitacion de proteinas con acetona para evitar la posible contaminacion
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de catecolaminas que quede en el pellet. La medida de proteinas se realizé
con el método del acido bicinconinico.

Al sobrenadante (que contendra las catecolaminas contenidas en las
células) se le afiade el estandar interno 3-4 dihidroxibencilamina (DHBA) a
una concentracion final de 200 nM .

17.2. Equipo cromatografico (HPLC en fase reversa)

Para la cromatografia se utiliza una fase estacionaria no polar y una
fase movil polar. Una fase estacionaria comun es la silice tratada con
RMe2SiCl, donde la R es una cadena, como CisH3s7 0 CsH17. La separacion
se basa en interacciones hidrofébicas, que dan lugar a fuerzas de repulsion
entre la fase mévil polar, la fase estacionaria no polar, y las sustancias a
separar. De este modo, se debe tener en cuenta el tamafio de las
sustancias a separar y la fuerza del solvente; la adicion de sales a la fase
movil y la longitud de las cadenas de la fase estacionaria (Kissinger et al.,
1977). Con lo que dependiendo de las caracteristicas de cada molécula
ésta tendra un tiempo de elucion distinto, lo cual nos permitira separar
diferentes moléculas, en nuestro caso catecolaminas.

Las muestras (50 pL) se inyectaron por medio de un inyector
automatico (modelo SIL-6B, Shimadzu) y se separaron en un cromatografo
(modelo 625LC, Waters) a un flujo de 1 mL/min empleando una columna
(Tracer Analitica, Teknokroma) de 12,5 cm de largo relleno SPHERISORB
ODS-2 con un tamafio de particula de 5 um. La fase moévil para la
separacion de CA que se empled fue un tampon fosfato: 9,66 g/L de
NaH,PO4; 0,0037 g de EDTA; 1 g de heptasulfonato sodico. El pH se
ajusté a 3,1 con acido fosférico. Se afiadid metanol en cantidad suficiente
para acercar los picos al frente de diluyente; la concentracion final del
metanol vario ente el 1 y el 10 % (v/v). La mezcla se filtr6 mediante un filtro
de 0,22 mm (Millipore) y se desgasificd por burbujeo con helio (Borges et
al., 1986).
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17.3. Deteccion electroguimica

Una sustancia es electroquimicamente “activa” si al aplicar un
potencial igual o mayor que su potencial redox es capaz de oxidarse
(perder electrones) o reducirse (ganar electrones). Esta transferencia de
electrones genera una corriente eléctrica que es detectable por medio de
un electrodo. En nuestro caso detectamos la corriente de oxidacion de las
catecolaminas, asi como de la L-DOPA vy la serotonina. Las catecolaminas
poseen dos residuos en el anillo catecol que son facilmente oxidables,
dando lugar a la liberacion de 2 protones y 2 electrones por cada molécula
oxidada (fig 15). Para ello aplicamos un voltaje constante de +650mV
frente a un electrodo de referencia lo cudl es suficiente para oxidar las CA,
ya que su potencial redox esta en torno a los +500 mV (Chow et al., 1992;
Leszczyszyn et al., 1990). Para la serotonina aplicamos un voltaje de +800
mV ya que su potencial redox es mayor.

La deteccion electroquimica se llevé a cabo a +650 mV en un
detector electroquimico (modelo LC-4B, Bioanalytical Sciences) y el
registro se digitalizé a una frecuencia de 1 Hz empleando un programa de
adquisicion desarrollado en nuestro laboratorio por el Dr. Yezer Gonzalez
Morales

Catecholamine Orthoquinone
HO R O R
J—— IJ
HO oH' O
2¢
+0,650 V v

Working electrode

Figura 15: Reaccion de oxidacion de las catecolaminas ante un potencial de +
650mV

17.4. Analisis de los datos cromatograficos

Para el analisis de los picos cromatograficos de L-DOPA, DA y
serotonina se utiliza el estandar interno DHBA a una concentracion
conocida (200 nM). Debido a que cada molécula se comporta de diferente
manera al pasar por la columna (en tiempo de retencién y en el area bajo
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la curva) hay que calcular el factor de correccion (FC) para cada una de las
moléculas. Para ello se inyecta una mezcla de estandares (L-DOPA,
serotonina, DHBA) de concentracién (200 nM). Una vez obtenida el area
bajo la curva de cada pico se normaliza por el DHBA obteniendo asi el
factor de correccion de cada molécula. En cada muestra se mide el area
bajo la curva de la molécula de interés y se utiliza el area de DHBA para
conocer la concentracion de L-DOPA o serotonina en este caso.

area CAx FC x [DHBA]
area DHBA

Concentracion (ng/mL) =

donde,

area CA, es el area bajo la curva de cada una de las CA; FC, es el
factor de correccion para cada CA; [DHBA], es la concentracion del
estandar interno; area DHBA, es el area bajo la curva del estandar interno.

Una vez calculada la concentracion de las moléculas de interés se
normalizan los datos por la proteinas totales de la muestra (determinado
por el método del acido bicinconinico) y asi se pueden comparar las
diferentes condiciones experimentales. Las comparaciones se realizaron
con la prueba U de Mann-Whitney.

18. Amperometria
18.1. Introduccion

La amperometria es una técnica electroquimica de deteccién de
sustancias electroquimicamente “activas” en solucién, en la que se aplica
una diferencia de potencial constante y se mide la corriente de oxidacion
de dichas moléculas.

18.2. Deteccion amperométrica de la exocitosis.

El principio de deteccion electroquimica es el mismo que se describid
en el apartado 9.3 de la deteccion electroquimica en el HPLC. Es decir,
detectamos las corrientes de oxidacion de las catecolaminas cuando
aplicamos un voltaje de +650 mV. En la técnica amperométrica utilizamos
microelectrodos de fibra de carbono que se colocan en contacto directo
con la membrana celular y permiten detectar las catecolaminas liberadas
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por los granulos secretores al hacer exocitosis, ya que dichas
catecolaminas son oxidadas en el entorno del electrodo y éste detecta la
corriente generada.

Una de las ventajas de las medidas electroquimicas es que se puede
estimar el numero de moléculas que han llegado al electrodo y se han
oxidado o reducido, siempre que estemos estudiando un solo tipo de
molécula electroquimicamente activa, y si el numero de electrones
transferidos en la oxidacién es conocido (Chow and von Ruden, 1995). La
relacion entre la carga total de la reaccion redox y el numero de moléculas
gue han reaccionado se conoce como ley de Faraday:

R
Q- fldt— -

= zeM
N

donde,

Q, representa la carga total implicada en la reaccion redox, que se
obtiene mediante la integracién temporal de la corriente (1); M, representa
el niumero de moléculas que han reaccionado; z, representa el nimero de
moles de electrones transferidos por mol de compuesto que ha
reaccionado; F, es la constante de Faraday (96.485 C/mol); Na, es el
nimero de Avogadro (6,023 x 10%) y e, representa la carga elemental
(1,602 x 10*° C).

18.3. Elaboracion de los electrodos de carbono y de pipetas
para la administracion de sustancias.

18.3.1. Fabricacion.

La fabricacién de microelectrodos se ha llevado a cabo siguiendo el
proceso descrito previamente (Kawagoe et al., 1993) con las
modificaciones que se describen en (Machado, 2008). Con una bomba de
vacio se aspira una fibra de carbono de 6 pym de radio (Thornel P-55;
Amoco Corp., Greenville, SC) en un capilar de borosilicato de 1,5 mm de
diametro externo, 1,12 mm de diametro interno y 102 mm de largo (WPI
ref# TWF150-4). El capilar se estira y escinde en un estirador de pipetas
(PC-10, Narishige, Tokio, Japon). Se corta la fibra de carbono de tal
manera que se aproxime al extremo del capilar. Se examinan en un
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microscopio (Erma, Opticalworks, Japén) rechazando aquellos cuya punta
supere un diametro de 25 ym.

Para conseguir un sellado eléctrico adecuado la punta de los
electrodos, se sumerge en una resina tipo epoxi Epo-Tek® 301 (Epoxy
Technology, USA). Esta resina consiste en dos componentes (A y B), se
mezcla a temperatura ambiente en una relacién 4:1 (por peso) hasta que
guede totalmente homogénea. Después, los electrodos son introducidos en
el horno a 150 °C y se dejan hasta el dia siguiente con lo que la resina
quedara totalmente endurecida.

Para conseguir un microelectrodo de superficie activa uniforme se
pulen con un angulo de 45° en una pulidora de diamante negro (Modelo
EG-40, Narishige) utilizando 2-propanol como lubricante. El 2-propanol
ademas contribuye a eliminar suciedad y mejora la ultraestructura en malla
del carbono (fig. 16).

Figura 16: Apariencia de un microelectrodo de carbono ya pulido, imagen tomada
mediante microscopia electronica de barrido. A y B, vista a distinto aumento del electrodo. C,
grieta en otro electrodo imperceptible bajo el microscopio. Tomado de Machado et al. (2008)
(Machado, 2008).

Estos electrodos de fibra de carbono tienen la capacidad de conducir
la corriente eléctrica generada por la oxidacion de las catecolaminas,
ademas de poseer propiedades estables, como las tienen el platino o el

oro, también utilizados como detectores (Chow and von Ruden, 1995).
18.3.2. Calibracion.

Se debe comprobar el estado de la superficie activa de los electrodos,
calibrandolos antes y después de cada experimento. Con ello, se asegura
gue la sensibilidad del electrodo sea adecuada y que las respuestas sean
reproducibles y rapidas. Ademas la relacién sefal/ruido debe ser aceptable
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(el nivel de ruido debe ser menor a 3 pA) y la corriente basal estable y
menor de 15 pA.

Para la calibracion se utiliz6 un sistema de perfusién continua que
permite exponer al electrodo, de forma rapida a las catecolaminas. Se
utilizé noradrenalina a una concentraciéon de 50 puM disuelta en Krebs-
HEPES (la misma solucién que utilizaremos en el experimento). El
electrodo se rellena con una soluciéon de KCI 3 M. Como electrodo de
referencia se utiliza un electrodo de microagregados de Ag/AgCl (WPI #Ref
EP2). El electrodo se sujeta con un portalectrodo que posee un alambre de
Ag cubierto de AgCl y que permite la conexion eléctrica con la fibra de
carbono. El portaelectrodo con el electrodo se conecta a un preamplificador
gue a su vez estd conectado a potenciostato (EI400, Ensman
Instrumentation, Bloomington, IN).

La adquisicion se realiza a través de una tarjeta, NI USB-6009 de 14
bits (National Instruments. Austin, TEXAS, USA). La sefial fue mostrada en
un osciloscopio digital integrado en un software disefiado por Yézer
Gonzéalez Morales en nuestro laboratorio, mediante el cual se cuantifico la
sefal.

Un electrodo se considera 6ptimo si la corriente basal es pequefia
(menor a 10 pA) y estable, si la respuesta a pulsos, de una concentracion
dada de noradrenalina, es rapida y constante y si la corriente maxima,
cuando se detiene flujo, esta entorno a 150 pA para un electrodo de 6 pm
de radio (fig. 17).

Krebs-HEPES Krebs-HEPES

o |

300 *
# =
< 150 NA\ NA
0% - + - 3
0 10 20 30 40
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Figura 17: Calibraciéon de un electrodo en el sistema de perfusiéon con
noradrenalina (NA) 50 uM. En el registro se pueden apreciar 2 pulsos de NA, cada uno
de ellos con dos alturas de corriente. La altura mayor (*) corresponde a un estado de flujo
continuo y la segunda altura (#) a un estado de parada de flujo. Este segundo estado
advierte de las propiedades del electrodo, ya que no esta sujeto a flujo. Tras aplicar NA 'y
parar el flujo, se aplicé Krebs-HEPES para lavar el sistema y la corriente vuelve a la sefial
basal. Como se puede apreciar las respuestas son reproducibles y la corriente basal es
pequefia y estable.

18.3.3. Fabricacion de pipetas para la administracion de
sustancias.

El uso de micropipetas para la aplicacion de sustancias permite
controlar mejor el tiempo de aplicacion y la distancia a la célula que los
clasicos sistemas de perfusion. Para su construccion se escinde un capilar
de borosilicato (WPI ref# TW150F-4) en un proceso de dos pasos en un
estirador de pipetas (PC-10, Narishige). De esta manera conseguimos dos
micropipetas, cada una de ellas con una punta de un diametro aproximado
de 2-6 um. Con estas micropipetas se aplicd el estimulo secretagogo de
5 mM de BaCl,, durante 5 s.

18.4. Equipo electrofisioldgico y procedimiento de registro de
sefiales amperométricas

Los registros amperomeétricos se llevaron a cabo, en el interior de una
jaula de Faraday conectada a una toma de tierra para aislar el sistema de
las interferencias electromagnéticas. Se utilizé un amplificador VA-10X
(npi). EI electrodo de trabajo -microelectrodo- se coloc6o en el
portaelectrodo del preamplificador y se montd sobre un micromanipulador
mecanico (DC-3K, Marzhauser Wetzlar) unido a la pletina de un
microscopio invertido. En el otro lado de la pletina se colocé otro
micromanipulador para colocar la micropipeta para aplicar sustancias por
presion positiva. Este sistema de inyeccion por presion, fabricado en
nuestro laboratorio, estda regulado por electrovalvulas que pueden ser
controladas manualmente o por ordenador. Las micropipetas se rellenaron
con el secretagogo (5 mM BaCl,) y se situaron a aproximadamente 40 um
de la célula. La liberacion de estas sustancias se lleva cabo mediante
aplicacion de presion positiva.
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Las células expresando CgA-EGFP se observaron utilizando epi-
fluorescencia con un microsopio invertido (Olympus 1X51) a través de un
objetivo 40x (40X/0.60, Olympus) acoplado a una lampara de mercurio (X-
cite EXFO series, 120W) y usando un filtro de paso banda (BP470-490)
para excitar EGFP. ElI microscopio estd colocado sobre una mesa
antivibratoria (TMC, Technical Manufacturing Corporation, Peabody, MA,
USA).

Las células se colocaron en una cdmara con solucion Krebs-HEPES
gue tiene incorporado un electrodo de microagregados de plata (Ag/AgCl)
(WPI #Ref EP2) que actia como electrodo de referencia. Ademas la
camara tiene un sistema interno de recirculacion de agua que pemitid
termostatizarla con un bafio a 37°C. Entre los dos electrodos se ajusto el
potencial de oxidacién a +650 mV.

La frecuencia de muestreo fue de 10 KHz y se utiliz6 un filtro de 2
KHz. La ganancia utilizada fue 10 mV/pA. El amplificador esta conectado a
un PowerLab (8/30) que permite la digitalizacion de los registros y esta
sefial se envia al ordenador. El programa utilizado para la adquisiciéon fue
el LabChart7 proporcionado por ADInstruments con el PowerLab. Los
registros fueron de 4 min.

Los experimentos de sobrecarga de CA en el citosol se realizaron
incubando las células en cultivo con 100 uM de L-DOPA en el medio de
cultivo durante 90 min (Colliver et al., 2000). La L-DOPA es permeable a la
membrana y es el sustrato de la enzima L-aminoacido-aromético
descarboxilasa, por lo que provoca un rapido incremento de CA en el
citosol.

18.5. Analisis de los datos amperomeétricos.

El andlisis de datos amperométricos se llevo a cabo usando ficheros
con formato binario de IGOR-Pro (Wavemetrics, Oregon) y empleando una
serie de programas desarrollados en nuestro laboratorio, que permiten la
automatizacion del proceso de andlisis, el programa se denomina “Spike
32” (Segura et al., 2000).
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Estos programas nos permiten: calibrar la sefial adquirida segun la
ganancia del potenciostato; filtrar digitalmente la sefial amperométrica,
pudiendo elegir entre varios tipos de filtros, mejorando asi la relacion
sefal/ruido sin afiadir artefactos de sobrefiltrado; identificar los picos
amperométricos de forma automatica y objetiva, mediante un algoritmo de
busqueda basado en la primera derivada; obtencién de los parametros
cinéticos de cada evento; revision manual de los registros y realizacion de
un estudio estadistico preliminar del conjunto de experimentos
seleccionados. En este caso, la estadistica puede ser aplicada a los datos
agrupados por ceélulas o directamente al total de los eventos
amperometricos, sin agrupar, obtenidos durante un experimento individual
(ver analisis estadistico apartado 18.5.3).

18.5.1. Parametros cinéticos de las espigas.

En la figura 18A se puede ver un fragmento de un registro
amperomeétrico, obtenido de una célula Unica después de la aplicacion de
un estimulo secretagogo. La secrecion de CA es discontinua, y cada
deflexion o “espiga” se corresponde con la medicion de CA secretadas
desde una sola vesicula (Wightman et al., 1991). En la siguiente imagen
ampliada (fig. 18B), se puede ver una de las espigas amperométricas y los
parametros que caracterizan su morfologia y cinética. En algunos casos se
puede apreciar lo que se conoce como “pie”, que es una pequefia deflexion
que antecede a la fusién completa de la membrana de la vesicula con la
membrana celular (Chow et al.,, 1992), que puede ser apreciada con
claridad en los registros en un 30-40% de las espigas de secrecion.
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Figura 18: Registro amperométrico. A, fragmento de un registro amperométrico tipico. B,
ampliacion de una de las deflexiones o espigas del registro, y los parametros que caracterizan su
morfologia y cinética (explicacién en el texto).

Una vez identificadas las espigas, de forma automatica con el
programa, se obtienen los parametros cinéticos, que se describen a
continuacion para cada evento:

Q, se obtiene por integracion del area bajo la curva y se
corresponde con el contenido de CA oxidadas proveniente de una
vesicula. Se expresa en pC.

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

ti2, se define como el ancho de la espiga a la mitad de la
amplitud maxima, expresada en ms.

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

tp, es el tiempo al pico, es decir, el tiempo necesario en
alcanzar la amplitud maxima, expresado en ms.

Fti, tiempo transcurrido hasta que la sefial se ha reducido
hasta el 63,2% (1-1/e) del valor de amplitud maxima (Imax),
expresado en ms.

Ft,, tiempo transcurrido hasta que la sefial se ha reducido
hasta el 36,8% (1/e) del valor de amplitud maxima (Imax),
expresado en ms.

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

18.5.2. Criterios de seleccion de espigas.

Para la determinacion de los parametros cinéticos se deben seguir
una serie de criterios que nos aseguren la objetividad del analisis. Dado
gue una vez aceptada una espiga sus datos pasaran a las hojas de
célculo, debemos excluir del analisis aquellas espigas que no cumplan los
siguientes criterios:
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- Cuya morfologia no permita cuantificar sin error, alguno de los
parametros indicados mas arriba.

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

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

- Que tengan un “pie” de altura igual o superior a 1/3 del valor de
Imax, ya que puede tratarse de dos espigas superpuestas.
18.5.3. Andlisis estadistico de las sefiales amperométricas.

Los datos se han obtenido de experimentos realizados en el mismo
dia, con células del mismo cultivo y registrados con el mismo electrodo.

El andlisis estadistico utilizado para los parametros cinéticos es el test
de U de Mann-Whitney. Este es un test no paramétrico y tiene como
condicion que ambas muestras sean independientes y que estén tomados
de forma aleatoria. La prueba calcula el llamado estadistico U, cuya
distribucion para muestras con mas de 20 observaciones se aproxima
bastante bien a la distribucion normal. Se ha utilizado un test no
paramétrico ya que los parametros cinéticos no presentan una distribucion
normal, sino asimétrica. En el caso de los datos de Imax vs Q el test
utilizado fue el U de Mann-Whitney con la correccion de Bonferroni.

19. TIRFM o microscopia de onda evanescente.
19.1. Introduccion

La microscopia de TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy), o también microscopia de onda evanescente, es una técnica
de microscopia de fluorescencia que permite excitar selectivamente
fluoroforos en soluciones acuosas 0 en células localizados una distancia
inferior a 200 nm desde una superficie sélida sin excitar a aquellas
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estructuras que estan a una distancia mayor.(Axelrod, 1981; Steyer and
Almers, 2001). Esta técnica ha posibilitado el estudio dindmico en células
vivas de multitud de procesos localizados en las inmediaciones de la
membrana plasmatica, ya que permite visualizar selectivamente, las
regiones de la célula en contacto con el sustrato. Esto es muy interesante
en el nuestro campo ya que podemos estudiar el movimiento de los
granulos secretores en la proximidad de la membrana asi como la
exocitosis y la endocitosis.

19.2. Conceptos teéricos del TIRFM.

La ley de Snell permite calcular el angulo de refraccion de un haz de
luz cuando éste atraviesa la interfaz de dos medios con indice de
refraccion distinto, y viene dada por la siguiente ecuacion:

n, senf; =n, senob,
donde,

Ny y ny representan los indices de refraccion de los medios 1y 2;
sen®,, es el seno del angulo del haz incidente medido desde la normal;
sen©; es el seno del &ngulo del haz refractado medido desde la normal.

Cuando la luz se propaga a través de un medio indice de refraccion
n; (vidrio del cubreobjetos) mayor que el indice de refraccion n, (de la
solucién acuosa) y ademas el angulo de incidencia es mayor al angulo
critico, se produce la reflexién interna total (TIR).

Este angulo critico viene dado por la ecuacion:

1 (2 _
6. = sen™! (—) =senIn
ny

donde,

Ny y Ny, representan los indices de refraccion de los medios solido y

n;

liguido respectivamente y el ratio n = ( ) debe ser < 1 para que la TIR

nq
ocurra.
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Para angulos de incidencia © < 6., la mayoria de la luz se propaga a
través de la interfase con un angulo de refraccion dado por la ley de Snell.
En cambio para angulos de incidencia © > ©. toda la luz se refleja.

Sin embargo para el caso de la TIR, algo de la energia incidente
penetra a través de la interfase y se propaga paralelamente a la superficie
del plano de incidencia. Este campo generado se conoce como onda o
campo evanescente, y es capaz de excitar a moléculas fluorescentes que
estén préximas a la superficie. La onda de la energia se llama evanescente
debido a que para un haz de luz infinita, la intensidad de la onda decae
exponencialmente perpendicularmente con la distancia z desde la
interface.

| (z) =1(0) e=#/1
donde,

| (0) e I (z) son las intensidades de la onda evanescente medidas
como unidades de energia/areal/s en la interfase (0) y en la distancia z
respectivamente, z, es la distancia a la interface y d es la profundidad del
campo evanescente definido por:

A
d= 0

4m\/n,2 sen?6 — n,?

donde,

Ao, €s la longitud de onda de la luz incidente en vacio y d es la
profundidad del campo evanescente. La profundidad d es independiente de
la polarizaciéon de la luz y decrece a medida que © aumenta. Salvo cuando
6> 6., donde d->«, d esta en el orden de A, 0 menor.

La profundidad tipica del campo evanescente en nuestras
condiciones experimentales esta en torno a los 100-200nm. Por ello
solamente las moléculas fluorescentes que estén dentro de dicho campo
serén visibles.
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19.3. Equipo TIRFMy adquisicion de imagenes

El equipo TIRFM utilizado consta de un microscopio invertido Zeiss
200M (Jena, Alemania). Las imagenes se tomaron a través de un objetivo
100X (NA 1,45, o Fluar Zeiss) con aceite de inmersion (n, .= 1,518 Zeiss) y

en contacto con el cubreobjetos donde estaran las células “in vivo” en
Krebs-HEPES. Ademas el objetivo esta termostatizado a 37°C. El haz del
laser de argon (LASOS Lasertechnik, Jena, Alemania) pasa por un filtro
paso banda D488/10 y la luz de excitacion se dirigié al objetivo a través de
un dicroico (510nm), ademas controlamos el angulo de incidencia de la luz
para poder alcanzar la situacién de TIR, usamos un angulo de 64-66°
respecto a la normal. Asi se iluminan las estructuras que contienen CgA-
EGFP en una profundidad de entre 150-200nm.

La luz de emisién se filtré con un filtro de paso banda HP525/50.
Todos los filtros fueron de Chroma Technology (Brattelboro, VT). Las
imagenes se proyectaron en una camara EM-CCD digital (C9100-13,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japdén). La adquisicion de las
imagenes se realizo con el programa HC Image (Hamamatsu Photonics) a
10 Hz con exposiciones de 0,1 s y durante 1 min.

El microscopio estd colocado sobre una mesa antivibratoria (TMC,
Technical Manufacturing Corporation,Peabody, MA, USA).

19.4. Procesamiento y andlisis de imagenes

Las imagenes fueron procesadas con el programa informético
MetaMorph (Universal Imaging, Downington, PA, EE.UU.). Para
caracterizar la exocitosis de CgA-EGFP la intensidad de fluorescencia en
funcion del tiempo fue calculada usando dicho programa como ahora se
detalla.

Las exocitosis se localizaron visualmente observando las peliculas.
Se cred una regién de interés de manera que el granulo quedara centrado
y se cortd la pelicula con imagenes de 40 x 40 pixeles quedando el evento
de exocitosis en el centro. Se cre6 una circunferencia de 1,38 um de
diametro alrededor del granulo y se calculé la fluorescencia media en cada
imagen de la pelicula. La sefial de fondo se calcul6 en un anillo concéntrico
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de 5,53 um diametro y fue restada a la sefal de la primera circunferencia.
La medida de la intensidad de cada evento se normaliz6 dividiendo la sefial
de cada imagen por la intensidad méaxima. Se represento la intensidad de
fluorescencia normalizada en funcion del tiempo y se calcul6 la media vy el
error estandar de todos los registros.

Para estudiar el movimiento en el plano x-y en la membrana
plasmética de vesiculas funcionales (que realizan exocitosis) realizamos un
analisis de trayectoria (Barroso-Gonzalez et al., 2009; Camacho et al.,
2008; Gaidarov et al.,, 1999). Analizamos durante los 5 s previos a la
exocitosis solo aquellas vesiculas que realizaron exocitosis. Se utilizo la
macro de tracking objects del MetaMorph, se indicé la posicion de cada
granulo y se siguid la posicién x-y en funcion del tiempo. Cada posicion x-y
fue corregida por el valor de la mediana de todos los valores x e y para
colocar el origen de la trayectoria en x,y= 0, 0. Usamos la distancia de la
mediana (x-y) del conjunto de datos al punto mas alejado para definir el
radio de un circulo que englobaria a cada punto para calcular el maximo
rango de una trayectoria determinada)

El tamafio de las vesiculas marcadas con CgA-EGFP fue analizado
utilizando una aproximacién de “line scan”. Se traz6 una linea de 16 pixeles
de largo y 2 pixeles de ancho. Se midio la intensidad de fluorescencia a lo
largo de dicha linea en la imagen anterior a la exocitosis y se represento el
perfil de intensidad. Se ajusto6 dicho perfil a una funciéon de Gauss:

_ 2
y=y,+ e ()
Donde,

y0: valor de y en el punto inicial, A: altura de la distribucién, xO:
media, w: varianza.

Nosotros hemos tomado el valor w como representativo del diametro
de cada granulo.
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20. La expresion de CgA-EGFP en células HEK293 presenta un
patron vesicular.

Con el objetivo de estudiar si la CgA tiene un papel en la acumulacion
de catecolaminas en vesiculas secretoras y en su exocitosis hemos
clonado el cDNA de la CgA de ratdbn en un vector de expresion de la
proteina EGFP de manera que se codifique la proteina quimérica CgA-
EGFP. (ver apartado Dicho estudio se ha desarrollado en células HEK293
y células PC12, teniendo asi un modelo de células sin via de secrecion
regulada (HEK293) y un modelo neuroendocrino con via de secrecion
regulada (PC12).

La expresion de la proteina CgA-EGFP en células HEK293
transfectadas con el vector pCgA-EGFP se comprobd mediante Western
Blot utilizando los anticuerpos anti CgA (sc-1488, Santa Cruz
Biotechnology) y anti GFP (sc-8334, Santa Cruz Biotechnology) (fig. 19 A).
La proteina quimérica tiene un peso molecular aparente de ~100 kDa. La
expresion de esta proteina en estas células se detectdé como una Unica
banda al peso molecular previsto y en ausencia de péptidos de
procesamiento de la proteina CgA-EGFP. El porcentaje de transfeccion
logrado en estas células fue aproximadamente de un 20-30%.

Para estudiar el patrén de expresion de la proteina quimérica CgA-
EGFP utilizamos la microscopia TIRF (ver apartado 19) en células in vivo.
Observamos que la distribucion de la proteina tiene un patron tipicamente
vesicular (fig. 19B). Con lo cual observamos que la CgA-EGFP es capaz de
generar estructuras granulares de novo y que ademas su expresion esta
dirigida a compartimentos de tipo vesicular en las células HEK293.
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Figura 19: Expresion de la proteina CgA-EGFP en células HEK293. A, Western Blot de
lisados de células HEK293 sin vector (carril 1), células transfectadas con pEGFP (carril 2) y células
transfectadas con pCgA-EGFP. Se utiliz6 un anticuerpo anti-CgA, anti-GFP y se utiliz6 la a-Tubulina
como control de carga. Se muestra un ejemplo de 3 experimentos independientes. B, Imagen de
TIRFM que muestra la expresion de la proteina CgA-EGFP, (barra de escala 5 um). En el zoom se
muestra una vesicula representativa, (barra de escala 1 um).

21. La entrada de Ca®" extracelular aumenta la secrecién de CgA-
EGFP en células HEK293

Para poder estudiar la dependencia del Ca®* en la liberacién de CgA-
EGFP en las células HEK293 hemos incubado el ionéforo de calcio
A23187 a una concentracion de 1 uM durante 10 min a 37°C.

Con esta estrategia hemos cuantificado por medio de Western Blot la
cantidad de CgA-EGFP liberada tanto en condiciones basales como en las
condiciones de estimulo con A23187. La secrecidon relativa se expresé
como el porcentaje del total de la proteina CgA-EGFP (lisado+secretado).
(fig. 20). La secrecion basal es de un 2% de media, mientras que la
aplicacién de A23187 provoca que la secrecion sea de en torno a un 10%,
con lo cual hay un incremento de 5 veces ante la aplicacion del A23187
apuntando a una dependencia de Ca*" en la liberacién de la CgA-EGFP.
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Figura 20: Liberacion Ca2+-dependiente de CgA-EGFP. A, Ejemplo representativo de
andlisis por medio de Western Blot de células HEK293 expresando la proteina CgA-EGFP tratadas
0 no con 1uM A23187 durante 10 min a 37°C. B, La liberacion de CgA-EGFP se cuantific6 como el
porcentaje entre las intensidades de las bandas de la liberacién al medio y del total de proteina
(lisado+secretado). Los datos son la media + S.E.M., (n=4 experimentos diferentes, p=0,04, t-
Student one-tailed)

22. La microscopia de onda evanescente permite la visualizacién de
vesiculas de CgA-EGFP con alta resolucion en z y alta velocidad

de adquisicion

Uno de nuestros objetivos ha sido estudiar como es la exocitosis de la
CgA-EGFP a nivel de “vesicula unica”, esto nos lo ha permitido la técnica
de TIRFM. En este tipo de microscopia se utiliza un haz de luz laser que
con un angulo de incidencia critico produce reflexion interna total de la luz
o TIR (fig. 21A). Esto genera una onda evanescente cuya intensidad decae
de forma exponencial con la distancia z (fig. 21B). Esto permite excitar sélo
aguellos fluoréforos que estdn muy cercanos a la membrana y el resto de
la célula no es iluminado con lo cual se elimina la sefal de fondo de planos
gue estan fuera del plano focal (fig. 21C). En el caso de la configuracion de
nuestro microscopio de TIRF (microscopio invertido Zeiss 200M, objetivo
100X (NA 1,45, Fluar Zeiss) con aceite de inmersion (nyss = 1,518 Zeiss)
logramos una resoluciéon en z de menos de 150 nm. De esta manera,
podemos estudiar fendmenos que ocurren en el entorno de la membrana
plasmatica con alta resolucion en z.
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Figura 21: Microscopia de onda evanescente. A, Esquema ilustrativo de la
configuracion de TIRFM basado en el método del objetivo. B, Representacion grafica del
modelo tedrico de la intensidad relativa del campo evanescente (I(z)/I(0) %) en funcion de
la profundidad en el plano z (hm). Se representan dos estructuras subcelulares una fuera
del campo evanescente (circulo sin relleno) y una dentro del campo evanescente (circulo
con relleno). C, Imagenes adquiridas en epifluorescencia (EPI) en verde y en TIRFM en
rojo de las mismas células. Las flechas grises sefialan vesiculas que se observaban en
epifluorescencia pero no en TIRFM vy las flechas blancas sefialan vesiculas que se
observaron tanto en epifluorescencia como en TIRFM.

Gracias a que la adquision es unica en el plano, esta depende
exclusivamente de la expresion del fluoréforo y de la sensibilidad de la
camara CCD. En nuestro caso podemos llegar a una resolucion temporal
que nos permite adquirir hasta 50 fotos por segundo (aunque en este
trabajo se han utilizado frecuencias de adquisicion de 10Hz).

Tanto la alta resolucion en z como la capacidad de adquirir a alta
velocidad nos permiten obtener informacion sobre el movimiento, el
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tamafio aparente de las vesiculas secretoras y la manera de hacer
exocitosis del péptido marcado o fluoréforo. Para ello nos hemos basado
en los trabajos de (Steyer and Almers, 1999; Steyer et al., 1997).

Hemos caracterizado solamente aquellas vesiculas que han
desembocado en la exocitosis de parte o del total de su contenido. En el
momento de la fusion con la membrana de vesiculas que contienen CgA-
EGFP se produce un incremento abrupto la intensidad de la luz debido
fundamentalmente a dos factores: el pH aumenta, desde aproximadamente
5,5 — 6 hasta 7,4 del medio extracelular lo que incrementa la absorcion y la
emision de la proteina EGFP y porque el contenido (CgA-EGFP) de la
vesicula se libera al espacio extracelular y difunde introduciéndose en el
campo evanescente hacia la region donde su intensidad es maxima (fig
22C y 22D). A parte del incremento de la sefial de luz, también se observa
una dispersion de la sefial luminica en el plano XY. Esto se puede
caracterizar analizando el perfil de luz de las vesiculas a diferentes tiempos
(fig 22C) y haciendo un ajuste gaussiano. De este ajuste obtendremos el
valor w que sera representativo del tamafio de la vesicula.

_ 2
y=y,+ e U )
Donde,

y0: valor de y en el punto inicial, A: altura de la distribucion, xO:
media, w: varianza.

Si la vesicula se aproxima o se aleja este valor w no sufre variaciones
significativas mientras que en el momento de la fusién se ve incrementado.
En el ejemplo de la figura 21C el valor w en el fotograma namero 307 es de
1,99 y en el nimero 337 es de 2,37, con lo que a parte del incremento en
intensidad también aumenta el valor w.
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Figura 22: Ejemplo de seguimiento de una vesicula secretora por medio de
TIRFM. A, Imagen de TIRFM una célula HEK293 expresando CgA-EGFP. Se trata del
fotograma n°® 307, en el cuadrado se sefiala la vesicula que va a ser analizada en los
siguientes apartados. B, La imagen de A tras haber pasado por un filtro tipo smooth
(software Image J) C, Serie de imagenes de la vesicula sefialada en B (numero de
fotograma sefialado bajo la imagen), en rojo se sefiala un ejemplo de linea para hacer el
perfil de intensidad de la vesicula. Debajo de cada imagen se representa en rojo los
valores de intensidad de luz en cada pixel del perfil de la vesicula y en negro el ajuste
gaussiano correspondiente. D, Curso temporal de una vesicula de CgA-EGFP que no
estaba en el campo evanescente en a, que entra al campo evanescente y se ancla a la
membrana en b y que hace exocitosis liberando su contenido en c. F/Fmax valor de la
sefial de fluorescencia dividido por la fluorescencia maxima. E, Representacién del
movimiento de la vesicula en x e y en funcion del tiempo en los 5 s previos a la exocitosis.
D, Representacion del movimiento total de la vesicula en el plano xy en los 5 s previos a la
exocitosis y célculo de la circunferencia maxima de movimiento a partir de la cual se
calcula el radio maximo de la trayectoria.

Podemos distinguir tres etapas en la exocitosis por medio del TIRFM.
Una etapa en la que que la vesicula no esta asociada a la membrana y por
tanto no la observamos (fig 22D.a). La siguiente etapa consiste en el
anclaje de la vesicula a la membrana o docking (fig 22D.b), a partir de que
la vesicula entra dentro del campo evanescente (a menos de 150 nm) es
posible detectarla y caracterizarla. Y por ultimo ocurre la etapa de
exocitosis (fig 22D.c) en la que la vesicula se fusiona con la membrana, se
produce un incremento de la sefial luminica y una posterior caida de la
misma debida a una dispersion del material en el medio extracelular.

En aquellas vesiculas que hicieron exocitosis, que estaban presentes
en la membrana al menos 5 s antes, que estuvieran lo suficientemente
separadas de otras vesiculas y que ademas tuvieran un tamafio en torno a
la media, se realiz6 un seguimiento del movimiento. Para ello se utilizé la
herramienta tracking objects del programa MetaMorph. Se detecta el centro
de masa de la vesicula y se sigue su posicion en XY durante 5 s. Podemos
representar el movimiento en x o en y en funcion del tiempo (figura 22E)
y/o representar la trayectoria total de la vesicula en el plano XY Con la
herramienta tracking objects obtuvimos la posicién XY de las vesiculas en
el intervalo de 5 s. Posteriormente calculamos la mediana de los datos en
X'y de los datos en Y y se la restamos a los datos originales, con lo cual
logramos que todas las trayectorias de los diferentes vesiculas partan de
una posicion x,y 0,0. Una vez hecho esto se calcul6 el radio maximo de
movimiento de cada vesicula.
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23. La CgA-EGFP es liberada por exocitosis en las células HEK293

La técnica de TIRFM nos ha permitido caracterizar con detalle como
es el curso de liberacion de la CgA-EGFP en las células HEK293. Llevando
a cabo un estudio semicuantitativo de todos los eventos de exocitosis
registrados con esta técnica hemos podido distinguir dos tipos de liberacién
de la proteina CgA-EGFP en células HEK293. Un tipo de liberacién que
definimos como parcial en el que no todo el contenido proteico es liberado
y por tanto seguimos viendo parte de la sefial a pesar de que aumente el
tiempo desde la fusion (fig. 23A) y también observamos un tipo de
liberaciébn completa en el que todo el contenido es liberado. Es por eso,
gue dejamos de ver sefial luminica a medida que pasa el tiempo desde el
momento de la exocitosis (fig. 23B). El 59% de las fusiones son parciales y
el resto de las fusiones, el 41% son completas (fig 23C y D). Para hacer la
clasificacién en los dos tipos de liberacion consideramos que se trataba de
liberacion completa cuando a los 5 s tras la exocitosis la sefial llegaba a 0
(a la sefal se le ha restado la sefial de fondo) y considerabamos que se
trataba de liberacion parcial cuando a los 5 s tras la exocitosis la sefal no
habia llegado a O.

A C 10 Liberacion parcial
x
(e [@le] ][] | | I
&0.5
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Figura 23: La exocitosis de CgA-EGFP registrada por TIRFM en células HEK293
muestra dos maneras caracteristicas de liberacién. A y B, imagenes secuenciales que muestran
dos ejemplos de las dos maneras de liberacién de la CgA-EGFP en estas células. Liberacion parcial
(A) y liberacion completa (B). (Barra de escala 1 um); C y D, trazos medios de la sefal de
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fluorescencia de los dos modos de liberacion que se muestran en Ay B. Se analiz6 un total de 70
exocitosis. Los trazos de cada grupo fueron normalizados a la sefial maxima y se calculé la media.

Haciendo un ajuste de tipo exponencial de caida a la segunda parte
de la sefial de liberacion de CgA-EGFP, hemos calculado el valor tau para
las dos patrones de liberacion. La liberacion liberacion parcial es més lenta
y tiene una tau de caida mayor (1,3 s) y la liberacibn completa es mas
rapida y tiene una tau de caida menor (0,5 s).

Ademas también podemos distinguir dos tipos de comportamiento de
los granulos en los segundos previos a la exocitosis. ElI 90% de los
granulos que hicieron exocitosis estaban en el campo evanescente al
menos 5 s antes de la exocitosis. Sin embargo el 10% no se detectaban en
esos 5 s antes de la exocitosis. Esto podria implicar vesiculas que de
repente llegaran al campo evanescente e hicieran exocitosis sin haber
realizado un docking estable.

En conclusion, la CgA-EGFP es liberada por las células HEK293 por
exocitosis que podemos caracterizar. Ademas aparecen dos tipos de
eventos exocitéticos, liberacion parcial y completa. Y la mayoria de las
vesiculas que hicieron exocitosis (90%) estaban ancladas a la membrana
antes de que ocurriera la liberacion.

24. Tamafio y movimiento de las vesiculas de CgA-EGFP en células
HEK293

Con la intencion de caracterizar cualitativamente las vesiculas de
CgA-EGFP expresadas en céulas HEK293 se analiz6 el tamafio aparente
y el movimiento previo a la exocitosis. Las imagenes de TIRFM muestran
gue la mayoria de los granulos de CgA-EGFP unidos a la membrana son
muy parecidos en tamafio. El diametro aparente de cada granulo
fluorescente de CgA-EGFP se calculd 0,1 s antes a la exocitosis
(fotograma anterior al de la exocitosis). Para ello se realiz6 un ajuste
gaussiano al perfil luminico de la vesicula (fig. 24A).

El tamafio aparente de las vesiculas de CgA-EGFP en las células
HEK293 es de 302 + 12 nm (media + error estandar), con un rango que va
de valores minimos de 150 nm a valores maximos de 750 nm, aunque el
80% de las vesiculas se encuentran en el rango de 200 - 400 nm (fig 5B).
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Para determinar las trayectorias seguidas por los granulos antes de la
exocitosis, se hizo el seguimiento de 56 vesiculas de células HEK293. Las
vesiculas se siguieron durante 5 s antes de la exocitosis. Se obtuvo la
trayectoria total y se calcul6 el radio maximo del area de movimiento (fig.
24C). La media del radio maximo de movimiento fue de 381 + 50 nm, (fig.
24D). Aunque algunos eventos llegaron a realizar movimientos largos de
hasta 1600 nm de diametro, el 70 % de las vesiculas secretoras tenian un
radio de movimiento menor a 400 nm. Con lo cual podemos concluir que
esas vesiculas se encontraban ancladas a la membrana 5 s antes de hacer
exocitosis y practicamente no se movian en el eje XY.
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Figura 24: Caracteristicas de las vesiculas secretoras que contienen CgA-
EGFP. A, Ejemplo de cuantificacion del tamafio de una vesicula de CgA-EGFP realizando
un analisis de la intensidad luminica en la linea en rojo y posterior ajuste a una funcion
gaussiana (en negro). B, Histograma de frecuencia del tamafio aparente de las vesiculas.
C, Ejemplo de trayecoria seguida por una vesicula los 5s antes de la exocitosis. D,
Histograma de frecuencia del radio méximo de la trayectoria de las vesiculas.
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25. Las células HEK293 que expresan CgA-EGFP acumulan mas L-
DOPA o serotonina que las células control

La primera aproximacion para estudiar la capacidad de la CgA-EGFP
para acumular catecolaminas fue incubar durante 60 min con 100 uM de L-
DOPA o serotonina las células HEK293 expresando dicha proteina.
Posteriormente, las células fueron lavadas con solucién de Locke y fueron
lisadas con 0,05N de PCA con 200nM de DHBA que sera el estandar
interno. Las muestras se centrifugaron para descartar restos celulares y los
sobrenadantes fueron inyectados en el HPLC para analizar la cantidad de
L-DOPA o serotonina acumulada por las células.

En la figura 25A se presentan 3 cromatogramas que de arriba abajo
corresponden a: un ejemplo de una mezcla conocida de estandares (L-
DOPA, DHBA y DA) a una concentracion de 200nM; un ejemplo de una
muestra proveniente de células control (no transfectadas); y un ejemplo de
una muestra de células que expresan CgA-EGFP. En la figura 25B se
representa la cuantificacion de la cantidad de L-DOPA o de serotonina
acumulada por las células estandarizada por la cantidad de proteina de
cada muestra.

Las células que expresan CgA-EGFP son capaces de acumular 2,6
veces mas cantidad de L-DOPA que las células control. En el caso de la
serotonina, las células que expresan la proteina quimérica acumulan 2
veces mas serotonina que las control.
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Figura 25: La acumulacién de L-DOPA y serotonina es mayor en células que
expresan CgA-EGFP. A, Ejemplos de cromatogramas de HPLC. STD: mezcla de los
estandares L-DOPA, DHBA y DA a una concentraciéon de 200nM; Control: ejemplo de
muestra de células control; CgA-EGFP: ejemplo de células que expresan CgA-EGFP. B,
Cuantificacion de la cantidad de L-DOPA por proteina (ng L-DOPA / pg proteina), las
barras representan la media + el error estandar.

Sin embargo, la incubacién de las células con otras catecolaminas
como la NA o la A no muestra diferencias en la acumulacién entre las
células control y las que estan expresando CgA-EGFP. Consideramos que
esto podria estar debido a una mayor dificultad por parte de la NA y la A de
difundir a través de las membranas celulares, mientras que la L-DOPA
podria difundir con algo mas de facilidad. Hay que tener en cuenta que en
estas células no existen transportadores de monoaminas con lo cual la
entrada de las catecolaminas dependeria de su liposolubilidad.
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Figura 26: La acumulacion de NA y A no es significativamente diferente entre células
que expresan CgA-EGFP y células control. Cuantificacion de la cantidad de NA y A por proteina (ng
CA / ug proteina), las barras representan la media + el error estandar.

De estos resultados concluimos que la CgA-EGFP tiene la capacidad
de permitir la acumulacién de L-DOPA y serotonina en células carentes de
la via de secrecion regulada y de todos los mecanismos para la sintesis y
acumulacion de transmisores y/o hormonas.

26. La cinética de acumulacion de L-DOPA en células HEK293 que
expresan CgA-EGFP es mas rapida que en las células control

Ademas de estudiar si la acumulacién de L-DOPA en células HEK293
gue expresan CgA-EGFP es mayor que en las células control a un tiempo
determinado, hemos estudiado como es la cinética temporal de
acumulacion. Para ello se han hecho incubaciones a diferentes tiempos

90



Resultados

con 100 mM de L-DOPA y se ha han analizado las muestras por HPLC de
la misma manera que se ha citado con anterioridad.

La cinética de acumulacion de las células que estan expresando CgA-
EGFP es méas rapida. Es decir, no solo la cantidad total de L-DOPA es
significativamente mayor en las que expresan CgA-EGFP a partir de los 60
min de incubacion, sino que ademas la pendiente de la acumulacion es
mayor que en los controles (fig. 27).

Al hacer un ajuste lineal de ambas cinéticas de acumulacion
obtenemos que la pendiente de acumulacion de las células que expresan
CgA-EGFP es 2,3 veces mayor que las control. Por lo tanto si
consideramos que el proceso de entrada de la L-DOPA a las vesiculas es
por difusiébn y que en principio no cambiaria en ambas condiciones
experimentales, es la presencia de la CgA-EGFP la que permite un mayor
almacenamiento de L-DOPA y ademas se logra mas velocidad.
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Figura 27: La cinética de acumulacion de la L-DOPA es mas rapida en las células que
expresan CgA-EGFP. Se representa la cantidad de ng L-DOPA/ug de proteina acumulada en
las dos condiciones experimentales y en diferentes tiempos (n=5, *p<0,05, UMW).

27. Analisis del ruido eléctrico en el equipo electrofisiolégico de
amperometria

Hasta aqui hemos observado que la expresién de CgA-EGFP en las
células HEK293 tiene un patron vesicular, que dichas vesiculas son
capaces de hacer exocitosis y liberar su contenido proteico, que la
capacidad de acumulaciéon de L-DOPA o serotonina se ve incrementada

91



Resultados

por la expresion de CgA-EGFP. Estos resultados apuntaban a que esas
vesiculas generadas por la CgA-EGFP eran capaces de acumular
catecolaminas. Para poder verificar esta hipétesis decidimos realizar
experimentos de amperometria en dichas células incubadas con L-DOPA.

Ya que era de esperar que las espigas amperométricas fueran
pequefias al tratarse de células que no poseen la maquinaria para la
sintesis y acumulacion de catecolaminas, previamente analizamos el ruido
eléctrico en el equipo electrofisiolégico de amperometria y nos planteamos
cual seria el limite minimo de deteccion.

Para aislar del ruido eléctrico los registros amperométricos se
realizaron dentro de una jaula de Faraday conectada a tierra. Ademas
utilizamos corriente estabilizada que esta independizada del resto de la
corriente del laboratorio, esto permite evitar las posibles variaciones de la
tension eléctrica y la entrada de ruidos eléctricos provenientes de otros
aparatos a nuestro sistema. Una vez tomadas todas las precauciones para
evitar los ruidos electromagnéticos pasamos a medir el ruido real de
nuestro sistema. En nuestros registros los ruidos estaban en torno a 1 pA.
Hay que considerar que la amplitud del ruido también depende del
electrodo que estemos utilizando, hay electrodos que estardn mejor
aislados y seran menos ruidosos que otros.

Para hacer un andlisis de frecuencias del ruido del sistema hemos
calculado la primera derivada de un trozo de registro amperométrico sin
espigas (fig. 27A). La primera derivada del ruido fue representada en forma
de histograma, que fue ajustado a una funcion gaussiana y se calcul6 la
desviacion estandar que coincide con el valor w o el ancho de la campana
(fig 27B). Una vez calculada la desviacion estandar hemos llegado al
consenso de utilizar 2,5 veces la desviacion estdndar como umbral para
detectar las espigas.

Aplicando la transformada rapida de Fourier al histograma de
frecuencias observamos que la mayor parte del ruido es de 50Hz y sus
armonicos de 150Hz y 250Hz (fig. 28C). Esta es la frecuencia de la
corriente alterna que proviene de la compafia eléctrica. En nuestro
laboratorio el Dr. GOmez implement6 unos filtros en la macro de Igor para
poder disminuir dichas frecuencias. En el ejemplo de la figura 28C hemos
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aplicado un filtro tipo smooth de 15 y observamos cémo se reducen los
ruidos de alta frecuencia mientras que los de baja frecuencia (50Hz) no se
ven modificados. Esto es importante ya que nuestra sefial bioldgica se
encuentra fundamentalmente en la zona de los 50Hz.

0,2 nA/s 8000+
500 ms 2 pailing
---------------------- 1-- 8 6000- yi I
3 f
o 4000 y \
£ I
S 2000+ / \\
c A
0 T T T T T

C nAl/s
1200 1 v
////
800 e
m -~
© //
400 #
1 S e Frequencia (Hz)

O T T T
050 150 250 400 600 800 1000
Frequencia (Hz)

10 pA ‘
0,5 nA/s \

30 ms

|

| \
orsorontossmsessosoosssosnsod] "Wt

Figura 28: Analisis del ruido del equipo electrofisiol6gico de amperometria. A, primera
derivada de un fragmento de registro amperométrico. B, histograma de frecuencias del registro en
A. C, en negro transformada de Fourier a partir del registro amperométrico sin filtrar y en rojo
transformada de Fourier a partir del registro tras haber usado un filtro tipo smooth de 15. En el zoom
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se muestra un detalle ampliado en el que se puede observar mejor el efecto del filtrado. D,
fragmento de registro amperométrico con dos espigas, encima se ha representado la primera
derivada del registro. Las lineas horizontales sefialan el intervalo de 2,5 veces la desviacion
estandar.

La macro implementada en Igor va a detectar las espigas calculando
la primera derivada de los registros amperométricos (fig. 28D). Asi
detectara el punto maximo de la espiga asi como su principio y final.

28. Las células HEK293 que expresan CgA-EGFP incubadas con L-
DOPA la liberan de manera cuantica

Con las aproximaciones experimentales usadas hasta ahora hemos
visto mayor acumulacién de L-DOPA en las células que expresan CgA-
EGFP que en las que no. Sin embargo, la mejor manera de detectar la
acumulacion de L-DOPA en las vesiculas de CgA-EGFP en células
HEK293 ha sido el uso de la técnica de amperometria (fig. 29A) Esta
técnica nos permite detectar eventos individuales de fusion en célula Unica
y ademas podemos estudiar la cinética de la exocitosis analizando los
diferentes parametros caracteristicos de las espigas amperométricas (fig.
29B)

Hemos sido capaces de detectar amperométricamente la liberacion
de L-DOPA de manera cuantica en células HEK293 que expresan CgA-
EGFP y que han sido incubadas con 1mM de L-DOPA durante 90min (fig.
29C) y sin aplicar estimulo secretagogo. Sin embargo, en las células
control en las que no se expresa la CgA-EGFP no ha sido posible detectar
la liberacion de L-DOPA.

En la figura 29C se adjunta una tabla resumen de la cuantificacion de
los parametros de las espigas amperométricas detectadas en estas
células. En comparacion con las espigas amperomeétricas caracteristicas
de células cromafines o células PC12 las espigas detectadas en las células
HEK293 que expresan CgA-EGFP tienen la Imax y la Q mas pequefias.

Con estos experimentos hemos demostrado de una manera directa
gue la expresion de CgA-EGFP a parte de promover la granulogénesis y la
exocitosis de dicha proteina también permite la acumulacion de
catecolaminas y su exocitosis.
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Figura 29: Liberacion cuantal de L-DOPA en células HEK293 CgA-EGFP. A,
Dibujo de la configuracion para deteccion amperométrica. B, Pardmetros cinéticos de las
espigas amperométricas. C, Ejemplo de registro amperométrico de células HEK293 CgA-
EGFP incubadas con 1mM de L-DOPA 90 min y parametros caracteristicos de sus
espigas secretoras. Los datos estan expresados en las unidades indicadas en paréntesis.

29. Caracterizacion de diferentes lineas de células PC12

Antes de iniciar los experimentos con las células PC12
caracterizamos algunas de las lineas que disponiamos en el laboratorio.
En concreto, analizamos dos lineas que conocemos como PC12v y PC12j
Las células PC12 comparten una serie de caracteristicas con las células
cromafines (ver apartado 4) entre otras la expresion de cromograninas y la
sintesis y exocitosis de catecolaminas. Estos requisitos eran
indispensables para nuestros estudios posteriores.

Para ello, analizamos la expresiéon de CgA y TH por medio de
Western Blot, el contenido de catecolaminas por HPLC y la respuesta
exocitética por amperometria.
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Los resultados de estos experimentos preliminares fueron llamativos.
En cuanto a la expresion de proteinas la linea PC12v expresaba tanto la
CgA como la TH, sin embargo la linea PC12j no expresaba ninguna de
estas dos proteinas (fig. 30A). Al analizar el contenido de catecolaminas en
lisados de ambas lineas por medio de HPLC observamos que la DA fue
detectada en la linea PC12v pero no en la linea PC12j (fig. 30B). Para
comprobar si las células eran capaces de liberar catecolaminas por
exocitosis utilizamos la amperometria con estimulos de 5 s de Ba®". Sélo
fue posible detectar eventos de exocitosis (espigas amperométricas) en la
linea PC12v (fig. 30C). En publicaciones recientes se ha propuesto que
aquellas lineas de PC12 que no tienen el fenotipo tipico secretor ya que
carecen de granulos y de proteinas relacionadas con la via de secrecién
regulada puede estar debido a la alta expresion del represor de la
transcripcion REST (D'Alessandro and Meldolesi, 2013).

Por todo esto decidimos utilizar para el resto de nuestro estudio la
linea PC12v y para mas sencillez a partir de este momento se
denominaran simplemente PC12.
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Figura 30: Caracterizacién de diferentes lineas de células PC12. A, Western Blot de
lisados de las dos lineas PC12, se cargaron cantidades crecientes de proteina y se revelaron la CgA
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y la TH, como control de carga se utiliz6 la actina. B, Cromatogramas de HPLC. STD: mezcla
conocida de estandares L-DOPA, A, DHBA y DA a una concentracion de 200 nM; PC12v y PC12j:
ejemplos de cromatograma de lisados de ambas lineas celulares. C, Ejemplos de registros
amperomeétricos de ambas lineas celulares.

30. La expresion de CgA-EGFP en células PC12 tiene un patrén de
expresién vesicular

Una vez localizado el clon de linea PCl12 que posee toda la
maquinaria secretora, hemos expresado la proteina CgA-EGFP en dichas
células. Las células PC12 expresan ademas la CgA enddgena asi como
otras graninas como la CgB (fig. 31B). La expresion de la construccion se
ha comprobado por medio de Western Blot (fig. 31B) y, ademas, se ha
observado la expresion de otras proteinas vesiculares como CgB y VMAT2
asi como la enzima TH involucrada en la sintesis de catecolaminas (fig.
31B).

En cuanto a la expresion celular hemos observado que la proteina
guimérica posee un patron de tipo granular como podemos observar en la
imagen de TIRFM de la figura 31A. Por tanto en estas células, la CgA-
EGFP también se localiza en compartimentos subcelulares del tipo
granular.
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Figura 31: La expresion de la CgA-EGFP es de tipo granular en células PC12. A, Imagen
de TIRFM que muestra una célula PC12 expresando CgA-EGFP, (barra de escala 2 um). En el
zoom se muestra un ejemplo de vesicula, (barra de escala 0,5 um). B, Lisados de células PC12
nucleofectadas sin vector (carril 1), con pEGFP (carril 2) y pCgA-EGFP (carril 3) fueron analizados
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utilizando anticuerpos contra CgA, GFP, TH, CgB o VMAT2 y ademas se us0 la actina como control
de carga.

Para cuantificar el porcentaje de eficacia de la transfeccion se
realizaron experimentos de citometria de flujo (fig. 32). El porcentaje de
transfeccion del plasmido pCgA-EGFP logrado de ~ 15%.
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Figura 32: Cuantificacion del porcentaje de transfecciéon de CgA-EGFP en células
PC12. A y C, histogramas de la sefial en FL-1 (GFP) para las células control y las células que
expresan CgA-EGFP. B y D, dot plots de la sefial en FL-1 versus la complejidad celular (SSC).

31. La CgA-EGFP es liberada por exocitosis dependiente de estimulo

en las células PC12

Utilizando la microscopia de TIRF hemos caracterizado cémo es la
liberacion de la CgA-EGFP en células PC12. Para estimular las células
hemos utilizado un sistema de perfusién para aplicar una solucion de
Krebs-HEPES con 70mM KCI (75,9 mM de NaCl, 70mM de KCI, 1,2 mM de
MgCl,, 10 mM de HEPES, 11 mM de glucosa) durante 20 s. La
cuantificacion se ha hecho de manera similar que con las células HEK 293.
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En estas células practicamente la totalidad de los eventos de
exocitosis de CgA-EGFP analizados son liberaciones parciales (aprox.
97%), es decir el contenido no se ha liberado totalmente y seguimos viendo
sefial en las vesiculas después de los 5 s tras la exocitosis. Esto lo
observamos tanto en ejemplos de liberacion (fig 33A) como en el trazo
medio de la liberacion de los eventos analizados (n=41) frente al tiempo
observamos que la sefial no llega a desaparecer con lo cual el contenido
no se liber6 del todo (fig. 33B). Al hacer un ajuste a una exponencial de
caida el valor de tau es de 2,6 s en estas células, lo cual es practicamente
el doble de lo que observabamos en las células HEK293. Es decir, la
liberacién en las células PC12 de la CgA-EGFP es mas lenta que en las
células HEK293.

En cuanto al anclaje en la membrana, el 87% de las vesiculas de
CgA-EGFP que hicieron exocitosis estaban en el campo evanescente al
menos 5 s antes de que ocurriera la misma, mientras que el 13% hicieron
exocitosis sin pasar ese tiempo de unién a la membrana.
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Figura 33: La CgA-EGFP es liberada por células PC12 ante un estimulo despolarizante.
A, imagenes secuenciales que muestran dos ejemplos de liberacion de la CgA-EGFP en estas
células. (Barra de escala 1 um); B, trazo medio de la sefial de fluorescencia en funcién del tiempo.
Se analizaron un total de 41 exocitosis. Los trazos de cada exocitosis fueron normalizados a la sefial
maxima y se calculd la media.

En estas células hemos observado que la liberacion de CgA-EGFP
ocurre cuando aplicamos un estimulo secretagogo que en nuestro caso ha
sido una solucién con 70 mM de K.
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32. El sustrato al que se adhieren las células modifica la cinética de
la liberacion de la CgA-EGFP

La técnica de TIRFM precisa que las células estén bien adheridas al
cubreobjetos, por ello durante la puesta a punto de los experimentos se
utilizaron dos sustratos diferentes: poli-D-lisina y colageno.

Al comparar la liberacién de CgA-EGFP en células adheridas a uno u
otro sustrato, hemos observado que la liberacién de la CgA-EGFP esta
modificada por el mismo. Las exocitosis de células PC12 expresando CgA-
EGFP que fueron adheridas con célageno muestran una caida de la sefial
mas lenta que aquellas que fueron adheridas con Poli-D-Lisina. El ajuste
exponencial da una tau de caida de las exocitosis de células en colageno
de 2,6 s mientras que las de células en poli-D-lisina tienen una tau de
caida de 1,3 s.
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Figura 34: Curso temporal de la liberacion de CgA-EGFP en células PC12 con
diferentes sustratos. Trazos medios de la sefial de fluorescencia en funcién del tiempo. Se analiz6
un total de 41 exocitosis en células adheridas a colageno y 44 exocitosis en células adheridas a poli-
D-lisina. Los trazos de cada exocitosis fueron normalizados a la sefial maxima y se calculé la media.

Este resultado implicaria que la matriz extracelular podria tener
también un papel en la regulacion de la exocitosis de péptidos hacia el
espacio extracelular, ya que puede provocar la retencién de dichos

péptidos y por tanto la ralentizacion de la liberacion.

33. Tamafio y movimiento de las vesiculas de CgA-EGFP en células
PC12
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Hemos realizado un analisis cualitativo de las caracteristicas de los
granulos de CgA-EGFP en las células PC12. Se estudi6 el tamafio
aparente y el movimiento los 5 s anteriores a la exocitosis de las vesiculas
de CgA-EGFP de una manera similiar al andlisis en las células HEK293
(ver apartado 22)

En cuanto al tamafio aparente medio de las vesiculas en las células
PC12 adheridas a colageno es de 270 = 17 nm (media + SEM) mientras
que las adheridas con poli-D-lisina es de 237 + 17 nm. Esta pequefia
diferencia no es significativa (fig 35A). Incluso se han comparado con los
valores obtenidos en las células HEK293 (302 + 12 nm) y tampoco
observamos diferencias significativas (fig 35A). Por tanto el tamafo
vesicular no se ve afectado por el tipo celular ni por el sustrato utilizado.
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Figura 35: Caracteristicas de las vesiculas secretoras que contienen CgA-EGFP. A,
Cuantificacién del tamafio aparente de las vesiculas en los dos tipos celulares y segun el sustrato
utilizado para adherir las células. En el boxplot se representa con el rectangulo el rango entre los
percentiles 25 y 75, con la linea en el interior del rectangulo se representa la mediana y las lineas
superior e inferior representan los percentiles 10 y 90. B, Cuantificaciéon del radio maximo de la
trayectoria de las vesiculas. Se utiliza una representacion igual que la de A.

También se determinaron las trayectorias de los granulos durante los
5 s antes de la exocitosis. El calculo se realiz6 de una manera similar que
para las células HEK293. La media del radio maximo de movimiento fue
345 + 60 nm para células PC12 adheridas a colageno y 256 + 51 nm para
células PC12 adheridas a poli-D-lisina. También se compararon estos
resultados con los de las células HEK293 cuya media era de 381 = 50 nm.
No se observan diferencias significativas en el movimiento realizado por las
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vesiculas los 5 s previos a la exocitosis en los dos tipos celulares, ni se ve
afectado por el sustrato al que estan adheridas las células (Fig. 35B).

En estas células (de manera similar a lo que ocurre en las HEK293) el
movimiento de las vesiculas de CgA-EGFP que terminan haciendo
exocitosis durante los 5 s previos es muy pequefio si consideramos que el
tamafio de las vesiculas ronda los 230 - 270 nm y el radio maximo de
movimiento esta en torno a los 250 — 350 nm con lo cual las vesiculas se
encuentran practicamente ancladas a la membrana y se mueven poco.

34. La CgA-EGFP promueve una mayor acumulacién de DA en
células PC12

Las células PC12, al contrario que las HEK293, poseen la maquinaria
involucrada en la secrecion regulada de catecolaminas. Expresan VMAT,
graninas y sintetizan catecolaminas (generalmente sintetizan DA y en
algunos casos NA). En diversos laboratorios (Mosharov et al., 2003;
Sombers et al., 2005; Trouillon and Ewing, 2013) asi como en el nuestro
(Diaz-Vera et al., 2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008) se
utiliza la incubacion con 100 uM de L-DOPA de las células PC12 o de las
células cromafines para incrementar la sintesis de catecolaminas, evitando
el paso limitante marcado por la TH. La L-DOPA sera transformada en DA
por la enzima LAAD. Hemos utilizado esta estrategia de incubacion con L-
DOPA, a diferentes tiempos para poder observar la evolucién temporal de
la acumulacion de DA de las vesiculas. Las muestras han sido analizadas
por medio de HPLC.

La cinética de acumulacion tanto de las células control
(nucleofectadas sin vector) como de las células que expresan CgA-EGFP
llega a un estado estacionario aproximadamente a la vez, en torno a los 60
min. Sin embargo, en todos los tiempos de incubacion testados la cantidad
de DA acumulada es significativamente mayor en las células que expresan
CgA-EGFP que en las control (fig. 36). Esto apunta a que el proceso de
entrada de la DA a las vesiculas es similar en ambas condiciones pero la
capacidad de acumularla en el interior es diferente. Incluso en las
condiciones basales, es decir, sin incubar con L-DOPA la cantidad total de
DA es ligeramente mayor (un 21%) en las que expresan CgA-EGFP.
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Figura 36: La capacidad de acumulacion de DA se ve incrementada en las
PC12 que expresan CgA-EGFP. Cuantificacion de la cantidad de DA acumulada en las
dos condiciones experimentales a diferentes tiempos (3, 10, 30, 60, 90, 120 min) en
120.000 células por condicion, (media + SEM, n=5, test U-Mann-Whitney, *p < 0,05 ** p <
0,01.). Cada una de las cinéticas se ha ajustado a una doble exponencial.

35. La cantidad de catecolaminas liberadas por cada vesicula
secretora es mayor en las células PC12 que expresan CgA-EGFP

Hemos demostrado que la CgA-EGFP en las células PC12 forma
granulos que son capaces de liberar su contenido proteico ante un
estimulo y ademas la capacidad de acumulacion de DA se ve
incrementada. Sin embargo, estos experimentos son el resultado de
poblaciones celulares en las que no todas las células estan modificadas y
ademas no distinguimos si el origen de la DA medida es vesicular.

Por medio de la amperometria hemos caracterizado la acumulacién
de la DA en las vesiculas de las células que expresan la proteina quimérica
y cOmo es la cinética de la exocitosis.

Los experimentos se realizaron en células 48 horas después de la
nucleofeccion. Para realizar los registros amperométricos se seleccionaron
aquellas células que estuvieran expresando la proteina quimérica por
medio del uso de un microscopio invertido de fluorescencia (Fig 37A). Se
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utilizé6 una solucién Krebs-HEPES con 5 mM de Ba** durante 5 s como
estimulo secretagogo aplicado mediante presion positiva a través una
pipeta.

La cantidad de catecolaminas liberadas por las vesiculas de las
células que expresan CgA-EGFP se ve incrementada en aproximadamente
un 124 %, ademas la amplitud maxima de las espigas amperométricas
(Imax) que indica la concentracion maxima alcanzada en la superficie del
electrodo también es aproximadamente un 91 % mayor (fig 37C). Con lo
cual estas vesiculas son capaces de acumular y liberar mas catecolaminas
que las de las células que no expresan la poteina de fusién. Por otro lado
también observamos un incremento de la pendiente de subida de la espiga
de un 66% lo cual indicaria que la primera parte de la liberacién esta
acelerada.
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C Imax (PA) Q (fC) t,, (ms) m (pA/ms) tp (ms) n(células)
Control 3,18 +0,1 2691+25 7,46 +04 1,34 +0,2 4,56 +0,3 12
CgA-EGFP 6,07 +0,7** 60,28+9,3§ 853+09 222+04t 515+05 12
Cambio +91% +124 % +14 % +66 % 13 %

Figura 37: Caracteristicas amperométricas de las espigas de las células PC12
CgA-EGFP y su control. A, Imagen de la configuracién para hacer registros
amperométricos en las células que expresan CgA-EGFP y dibujo esquematico de la
misma. B, Ejemplo de registro amperométrico de células PC12 y pardmetros cinéticos de
las espigas secretoras. C, Tabla resumen de las caracteristicas cinéticas de las dos
condiciones experimentales. El nimero de espigas analizado fue de 1052 para los
controles y 1833 para las que expresan CgA-EGFP. Los datos estadn expresados en las
unidades indicadas en paréntesis. ** p = 0.0011; § p = 0.0036; 1 p = 0.0194 (U- Mann—
Whitney).
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36. Las vesiculas de células PC12 que expresan CgA-EGFP tienen
una capacidad de acumular catecolaminas mayor que las células
control

Hemos empleado la estrategia de incubar las células con 100 uM de
L-DOPA durante 60 min (ya mencionada anteriormente) para analizar la
capacidad de acumulacion de CA en los granulos secretores, cuando se
favorece la sintesis de DA.

Hemos observado un incremento de aproximadamente el 90% en la
carga de las espigas amperométricas (Q), es decir, ante la sobrecarga de
catecolaminas con la estrategia de incubacion con L-DOPA las vesiculas
gue expresan CgA-EGFP tienen una mayor capacidad de acumular
catecolaminas que las control (tabla 2). Ademas observamos un
incremento del 59 % en el parametro ty» el cual nos da una idea de la
duracion de las espigas, por tanto en este caso las espigas de las células
gue expresan CgA-EGFP son casi 1,6 veces mas lentas que las control.
Consideramos que este resultado viene dado por la capacidad de retencion
de las catecolaminas de la matriz intravesicular en el momento de la
exocitosis lo cual genera retraso en la llegada de las mismas a la superficie
del electrodo (Jankowski et al., 1993).

Tabla 2: Caracteristicas de las vesiculas secretoras de células PC12
incubadas con 100 uM de L-DOPA

ey (PA) Q (fc) t,,(Ms) m(pAims) tp (ms) n (células)
Control 473+04 63,88+1,7 10,26 +1,0 182+04 549+ 0,6 10
CgA-EGFP 474+06 12151+7,1* 16,29+26§ 133+02 1110+33¢ 12
Cambio - +90 % +59 % -27 % 102 %

Los datos estan expresados en las unidades en paréntesis. ** p = 0.0076; § p =
0.032; t p = 0.022 (U-Mann-Whitney). EI niumero de espigas analizado fue de 2282 para
las células control y 1088 para las que expresan CgA-EGFP.

37. La distribucion de las vesiculas secretoras en funcion de su
carga se desplaza hacia valores mayores en las células que
expresan CgA-EGFP.
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Los valores medios de carga de las espigas amperométricas (Q) son
unas 2,3 veces mayores en las células PC12 que expresan CgA-EGFP
respecto al control. Cuando las células son incubadas con L-DOPA el
incremento es de 1,9 veces.

A parte de los valores medios es interesante ver como es la
distribucion de Q. Si representamos los valores de Q como un histograma
de frecuencias obtendremos una distribucién asimétrica. Para facilitar el
andlisis es habitual (Westerink and Ewing, 2008) representar los
histogramas de la distribuicén de Q** con lo que matematicamente se logra
una distribucidon méas similar a una gaussiana. (fig. 38)
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Figura 38: Ejemplos de histogramas de frecuencia de Q y Q** de células PC12. Se
representa Q en pC y Q1/3 en pC1l/3. Para los histogramas se han utilizado todas las espigas
(n=1052) de un experimento de amperometria en células PC12 condiciones control.

Por medio del uso de la ley de Faraday (ver apartado 18.2) y a partir
del valor de Q de cada espiga amperométrica, se ha calculado la
equivalencia en zmoles de catecolaminas detectadas por el electrodo y se
ha calculado la raiz cubica dando el valor de Q¥® en zmoles®. Esto se ha
realizado para las cuatro condiciones experimentales y posteriormente se
ha realizado un ajuste gaussiano utilizando la macro de ajuste de
multipicos de IGOR. La expresion de la CgA-EGFP provoca un
desplazamiento en el histograma hacia valores de Q mas altos (fig. 39A).
Ademas cuando se incuban las células con L-DOPA también vemos un
desplazamiento a valores de Q aun mayores. (fig. 39B).
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Figura 39: La carga (Q) de las vesiculas se ve incrementada en las células que
gramas de frecuencia de eventos de exocitosis en funcién
en células PC12 control y en células PC12 expresando
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CgA-EGFP con sus respectivos ajustes gaussianos en la tercera gréfica se superponen
los dos ajustes gaussianos. B, Igual en A pero con células incubadas con 100 uM de L-
DOPA. C, Superposicion de las cuatro condiciones experimentales.

Aunque por lo general no podemos hacer comparaciones entre
experimentos de diferentes dias ya que cada experimento se hace con un
electrodo diferente y puede haber variaciones entre los valores de los
parametros, nos hemos permitido aqui solapar las cuatro condiciones
experimentales para observar mas claramente cdmo es la modificacion que
produce la expresion de CgA-EGFP. (fig 39C). La expresion de CgA-EGFP
desplaza el histograma a valores mas altos, la incubacion de células
control con L-DOPA también desplaza el histograma a valores de Q
mayores y cuando las células que expresan CgA-EGFP ademas son
incubadas con L-DOPA el desplazamiento es aln mayor. En esta ultima
condicion ademas se adivinan aparentemente dos poblaciones de
vesiculas.

38. Larelacion entre los parametros Imax y Q esta modificada en las
células que expresan CgA-EGFP cuando han sido incubadas con
LDOPA.

En condiciones normales en cuanto a la composicion de la matriz
intravesicular, el incremento en la carga (Q) de CA de una vesicula
secretora se acompafa de un incremento proporcional en la altura maxima
que alcanza la corriente de oxidacion (Imax) (Grabner et al., 2005).

En nuestro caso cuando representamos la relacion entre la Imax y la
Q en células control y células expresando CgA-EGFP no vemos diferencias
significativas en cuanto a esta relacion por lo que aparentemente el
incremento de Q se ve reflejado en un incremento proporcional de Imax.
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Figura 40: La relaciéon entre Imax y Q se modifica por la expresién de CgA-
EGFP cuando las células han sido incubadas con 100 uM L-DOPA. A, Todas las
espigas juntas del grupo control (n=12) y CgA-EGFP (n=12) se ordenaron de manera
creciente en base a su carga (Q), se distribuyen en 20 grupos con igual namero de
espigas y se representaron como se muestra (media + error estandar). El analisis
estadistico fue una prueba de U-Mann Whitney con la correccion de Bonferroni.
*p<0,0025. B, Igual que en A pero las células fueron tratadas previamente con 100 uM de
L-DOPA durante 60min

Cuando las células han sido incubadas con L-DOPA (tanto las control
como las que expresan CgA-EGFP) observamos diferencias en la relacion
Imax vs Q al menos cuando la Q es igual o menor a 100 fC en estos
intervalos a una Q igual, la Imax en las células que expresan CgA-EGFP
es menor. Este resultado lo explicariamos también por el papel de
retencion que tendria la matriz intravesicular, provocando que las
catecolaminas tarden més tiempo en llegar al electrodo y por ello la Imax
es menor a una Q igual
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39. ¢Son los granulos inducidos por CgA-EGFP similares a los
granulos cromafines?

Diversos laboratorios han observado la capacidad granulogénica de
diferentes graninas en diferentes modelos celulares, tanto en lineas
celulares neuroendocrinas como en lineas que no lo son (Courel et al.,
2006; Huh et al., 2003; Kim et al., 2001; Montero-Hadjadje et al., 2009;
Stettler et al., 2009). En nuestros experimentos hemos observado la misma
capacidad granulogénica de la CgA-EGFP en dos lineas celulares, una
carente de la ruta de secrecion regulada (HEK293) y otra que si posee
dicha ruta (PC12). (fig. 19 y 31) ¢, Son esos granulos de nueva formacion
inducidos por la CgA-EGFP similares a los granulos cromafines?

Estudios de microscopia electronica (Coupland, 1965a; Diaz-Flores et
al., 2008; Glavinovic et al., 1998) han estimado unos tamafos de granulos
cromafines entorno a 200 nm para los granulos adrenérgicos y a 290 nm
para los granulos noradrenérgicos. En trabajos en los que expresan VAMP-
GFP en células cromafines bovinas han calculado tamafios de 200-300 nm
de radio utilizando las imagenes de fluorescencia (Allersma et al., 2004).
En lineas celulares carentes de la via de secrecion regulada se ha
expresando la CgA originando vesiculas de 200 - 400 nm de diametro
(medidas realizadas en imagenes de microscopia electronica) (Courel et
al., 2006; Huh et al., 2003; Montero-Hadjadje et al., 2009).

Nosotros hemos caracterizado el tamafio de las vesiculas utilizando
imagenes de fluorescencia (hay que considerar que estos tamafos son
tamanos aparentes ya que la fluorescencia dara tamarnos sobreestimados).
Las vesiculas que terminaron haciendo exocitosis de CgA-EGFP tenian un
tamafio muy similar en las dos lineas celulares con valores de 250-300 nm
de diametro (fig. 24 y 35). Estos datos se asemejan a los publicados por
otros laboratorios.

En cuanto al movimiento de las vesiculas secretoras inducidas por
CgA-EGFP también son similares en los dos tipos celulares. El radio
maximo de movimiento es de 300 - 400 nm (fig. 24 y 35). Estos valores son
muy similares a los calculados en células cromafines bovinas expresando
la proteina VAMP-EGFP (Camacho et al., 2008). Articulos en los que
utilizan sondas fluorescentes como la naranja de acridina han determinado
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que los granulos se mueven en espacios restringidos de 70 nm (Steyer and
Almers, 1999). Otros distinguen dos tipos de granulos unos méviles que se
mueven en espacios de hasta 400 nm y otros inmoviles que se mantienen
en un espacio de 40 nm (Oheim and Stuhmer, 2000). Expresando el
péptido NPY-dsred, también en células cromafines bovinas, han calculado
que los granulos se mueven en didmetros de en torno 120 nm (Nofal et al.,
2007).

Nosotros hemos estudiado solamente aquellas vesiculas que hicieron
exocitosis de CgA-EGFP en el tiempo de registro y hemos observado que
durante los 5 s previos a la exocitosis el 90% de esas vesiculas de CgA-
EGFP estan dentro del campo evanescente en las células HEK293 vy el
87% en las células PC12. Estos valores se asemejan a los datos de otros
laboratorios, por ejemplo, en células cromafines expresando VAMP-GFP el
70% de las vesiculas estaban unidas a la membrana (dentro del plano de
TIRFM) al menos 12 s antes de la exocitosis (Allersma et al., 2004). En
otros articulos se habla de que un 95% de las vesiculas estan ancladas a
la membrana (Steyer et al., 1997). Con lo que esas vesiculas estarian en
fase de docking y listas para hacer exocitosis.

En aspectos cualitativos como el tamafio, el movimiento y el tiempo
de anclaje a la membrana previo a la exocitosis, estos granulos generados
por CgA-EGFP se asemejan a los granulos cromafines.

En las células HEK293 hemos visto liberacién de la CgA-EGFP sin
estimulo con lo cual seria un tipo de liberacién constitutiva. Aunque es
cierto, que en experimentos en los que hemos utilizado A23187 para
permitir la entrada de Ca?" hemos observado un incremento de la
secrecion de CgA-EGFP.

En las células PC12 la liberacion de la CgA-EGFP que hemos
observado ha ocurrido tras estimulacion con 70 mM de K*. Con lo que
estos granulos a parte de asemejarse a los granulos cromafines en
caracteristicas como el tamafo, el movimiento y el docking también son
liberados Unicamente ante un estimulo secretagogo.

40. Lacinética de la exocitosis de proteinas y péptidos
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La técnica de TIRFM ha permitido observar a tiempo real y de una
manera directa la exocitosis de proteinas, péptidos y moléculas
fluorescentes capaces de acumularse en el interior de las vesiculas
secretoras (Steyer et al., 1997). En los primeros estudios se utilizaron
moléculas como la naranja de acridina que marcaban granulos secretores
y permitian hacer un seguimiento de los mismos y estudiar la liberacién de
la molécula por exocitosis (Steyer and Almers, 1999; Steyer et al., 1997).
En estos trabajos la liberacion ocurria entre 5y 20 s.

Posteriormente, se empezaron a utilizar péptidos que son
empaguetados en vesiculas secretoras de la via de secrecion regulada a
los que se les unen proteinas fluorescentes (Perrais et al., 2004; Taraska
and Almers, 2004; Taraska et al., 2003). Ejemplos de este tipo son el neuro
péptido Y (NPY) y el activador plasminogeno tisular (tPA), ademas se
usaron marcadores de membrana como el FM4-64. La exocitosis se
observa como un incremento abrupto en la intensidad de la luz y ademés
suele aparecer una especie de “nube” en la zona de liberacion debido a
gue el contenido difunde en el espacio extracelular. En células cromafines
bovinas estimuladas, la liberacion de NPY-EGFP es rapida, la intensidad
de la sefial aumenta y cae de manera exponencial con rapidez vy
desaparece (Perrais et al., 2004). En un bajo niumero de eventos (aprox.
4%) tras la “nube” se seguia observado sefial vesicular sugiriendo que no
todo el contenido fue liberado. Por el contrario, la liberacion de tPA-EGFP
es més lenta que la de NPY-EGFP, la constante de caida del NPY-EGFP
es de 69 ms mientras que el tPA-EGFP es de 3 s. Ademas, el tPA-EGFP
suele quedarse retenido en el granulo, es decir, se libera el contenido
parcialmente (Perrais et al., 2004). Resultados similares se han obtenido
en células PC12 (Taraska et al., 2003; Tsuboi and Fukuda, 2007). Cuando
ocurre la fusiéon el marcador de membrana FM4-64 disminuye su sefial
hasta que desaparece ya que se disemina por la membrana celular.

Diferentes trabajos demuestran que hay heterogeneidad en la manera
en que las proteinas y péptidos vesiculares son liberados. Esas diferencias
en la manera de liberacién se deben tanto al tamafio del poro de fusion
como al tamafio de la proteina. También se ha utilizado la sinaptobrevina
unida a una proteina fluorescente, VAMP-pH (VAMP-pHIuorin). Al
comparar las exocitosis de NPY-GFP y VAMP-pH se observo que el patron
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de VAMP-pH era mas lento, VAMP esta integrada en la membrana
vesicular y al fusionarse con la membrana plasmatica se dispersa en la
membrana plasmatica (Tsuboi and Fukuda, 2007; Tsuboi and Rutter,
2003).

En otros trabajos se ha estudiado otra proteina de pequefio tamafio,
la sincolina-GFP y se ha observado que se libera totalmente en la mayoria
de los eventos en granulos de insulina (Ma et al., 2004) y de manera muy
rapida (esta proteina tiene unos 100 aminoacidos). Sin embargo, esa
misma proteina expresada en células cromafines presenta liberacion
completa solo en el 33% de los eventos, el resto liberan el contenido
parcialmente. Con lo que hay mas factores a parte de la propia proteina
gue es liberada implicados en la regulacion de la liberacion.

Este tipo de aproximaciones también se han utilizado con proteinas
gue se secretan de manera constitutiva (Toomre et al., 2000). Y las
cinéticas de liberacién parecen ser similares a las de proteinas de
secrecion regulada.

Nuestros datos de liberacién de CgA-EGFP son similares, en cuanto
a tiempo y cinética, a la liberacion de proteinas de alto peso molecular
como tPA-EGFP. La CgA tiene unos 450 aminoacidos y el tPA tiene 520, el
NPY es un péptido pequeiio de 36 aminodcidos. Existe una gran
correlacion entre el tiempo de liberacion y el tamafio de la proteina
liberada, cuanto mayor sea la proteina mas tardard en liberarse. Hemos
caracterizado por primera vez como es la liberacion de la CgA-EGFP en
dos lineas celulares (HEK293 y PC12) in vivo, a tiempo real y de una
manera directa gracias al uso del TIRFM.

Hemos observado diferencias en la liberacion de CgA-EGFP en los
dos tipos celulares empleados en este trabajo. La cinética de caida en las
células HEK293 es mas rapida que en las células PC12. Tal vez el hecho
de que las células PC12 expresen CgA y otras graninas de manera
enddgena pueda explicar que la liberacion sea més lenta. Quizas, en las
células PC12 la presencia de los mecanismos de acidificaciéon de los
granulos puede promover una mayor agregacion de las graninas (Yoo,
1995; Yoo and Albanesi, 1991) y podria también retrasar la liberacion.
Mientras que en las células HEK293 al carecer de otras graninas y de los
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mecanismos de acidificacion, la liberacion de CgA-EGFP se produce mas
rapido.

Se han descrito diversos tipos de exocitosis dependiendo si la
totalidad del contenido vesicular es liberado o no. En nuestros
experimentos hemos observado en las exocitosis de las células HEK293
dos tipos de liberacién diferenciados que hemos asociado con liberacién
total y liberacion parcial (fig. 23). En el caso de las PC12 hemos observado
gue practicamente la totalidad de las exocitosis es de tipo parcial (fig. 33)

41. ¢Puede afectar la matriz extracelular a la exocitosis de péptidos?

A la hora de comparar la liberacion de diferentes péptidos en
diferentes publicaciones hay que tener en cuenta que hay muchos factores
experimentales que pueden ser diferentes: el tipo celular, el tipo de
proteina, la temperatura a la que se realizan los registros, etc. Todo esto
dificulta la comparacion.

En nuestro laboratorio hemos observado que incluso el uso de
diferentes sustratos sobre los que se adhieren las células modifican la
cinética de la liberacion de las proteinas. En las células PC12 adheridas a
colageno la liberacion de CgA-EGFP se ve ralentizada si las comparamos
con las células que se adhirieron a Poli-D-Lisina. El coldgeno debe formar
una red que dificulta mas la salida de la CgA-EGFP que la Poli-D-Lisina (fig
34)

Recientemente se ha demostrado que la eliminacién del los residuos
glucidicos de las proteinas de la membrana plasmética acelera la cinética
de la exocitosis de catecolaminas (Trouillon and Ewing, 2013). Para lo cual
las células se sometieron a digestion parcial de dichos glucidos
extracelulares (usando neuraminidasa) y se realizaron registros de
amperometria con los que se lleg6 a la conclusion de que la difusién es 2,2
veces mayor que en las células intactas. Por tanto los residuos glucidicos
extracelulares de la membrana plasmatica formarian una red que retrasaria
la llegada de las catecolaminas al electrodo, lo cual es algo similar a lo que
nos ocurre con la CgA-EGFP vy el colageno. Lo cual propondria un posible
papel regulador de la exocitosis de la matriz extracelular.
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42. ¢Es posible detectar liberacion cuantica de catecolaminas en
células carentes de la via de secrecion regulada?

Una de las funciones de las graninas que se ha estudiado en los
altimos afios es su implicacién en la granulogénesis. Experimentos en
células PC12 en las que se aboli6 la expresion de la CgA utilizando RNA
interferente provocaron una gran disminucion del niumero de granulos
secretores (Kim et al., 2001). En ratones KO para CgA también se observo
una disminucion del niamero de granulos secretores (Kim et al., 2005;
Mahapatra et al., 2005). Sin embargo, otro laboratorio también obtuvo un
raton KO para esta proteina y no vieron diferencias en el nimero de
granulos secretores (Hendy et al., 2006). En nuestro laboratorio hemos
estudiado la exocitosis de células cromafines provenientes de ratones
carentes de cromograninas, en concreto, hemos observado que en la cepa
CgA&CgB-KO la frecuencia de eventos de exocitosis se ve disminuida lo
cual podria explicarse porque la granulogénesis esté impedida por la
ausencia de ambas graninas (Diaz-Vera et al.,, 2012). Experimentos de
interferencia de la expresion de la CgB en células PC12 desembocaron
también en una disminucién del nimero de granulos (Huh et al., 2003).
También se ha observado la capacidad granulogénica de las graninas en
lineas celulares no neuroendocrinas (Kim et al., 2001; Montero-Hadjadje et
al., 2009).

Nosotros también hemos observado que la CgA-EGFP genera un
patrén de expresion vesicular y que ademas es liberada por exocitosis
tanto en las células PC12 como en las HEK293. Este resultado fue el punto
de partida para utilizar a las HEK293 que expresan CgA-EGFP como un
modelo simplificado para estudiar el papel de la CgA en la acumulaciéon y
exocitosis de CA.

La ventaja de este modelo es la ausencia de otras graninas con lo
que las observaciones seran motivadas unicamente por la expresion de la
CgA-EGFP. Los inconvenientes son carecer de la via de sintesis de
catecolaminas (que podemos soslayar incubando las células con L-DOPA)
y la carencia de transportadores de monoaminas con lo cual la capacidad
de acumulacion se va a ver limitada por la capacidad que tenga la L-DOPA
de atravesar las membranas celulares y vesicular por simple difusion.
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Diversos laboratorios han utilizado procedimientos de incubacién con
diferentes transmisores para poder detectar y estudiar por medio de
amperometria la exocitosis en diferentes tipos celulares. En células -
pancreaticas y en la linea celular INS-1, tras la incubacion con serotonina
se ha detectado la liberacion cuantica por medio de la amperometria
(Yang and Gillis, 2004; Zhou and Misler, 1996). También se han incubado
con DA lineas celulares corticotropas como la AtT-20, en células
gonadotropas y en células granulares de cerebelo y se han logrado
detectar espigas amperométricas (Kim et al., 2000). Incluso en células
cuya via de secrecion es constitutiva como las células epiteliales del
conducto pancreatico tras incubarlas con dopamina o serotonina se
observa liberacion (Koh et al., 2000). También se ha expresado VMAT en
neuronas de hipocampo y se ha detectado liberacion cuantica de
monoaminas (tras incubar con L-DOPA) en el soma de dichas neuronas (Li
et al., 2005). En los terminales presinapticos de las células bipolares
retinales de Carassius auratus se ha detectado liberacion de noradrenalina
(usandola como falso neurotransmisor para permitir la deteccion
amperomeétrica) (Grabner and Zenisek, 2013).

Nosotros hemos sido capaces de detectar espigas amperométricas
en estas células que expresan CgA-EGFP tras incubarlas con L-DOPA.
Mientras que en las células que no expresan dicha proteina no ha sido
posible detectar liberacion cuantica de L-DOPA. Este resultado realizado in
vivo demuestra que la CgA permite la acumulacién de CA en las vesiculas
secretoras. Aguellos experimentos clasicos realizados in vitro con Cgs y
CA (Helle et al., 1985; Videen et al., 1992) han podido ser reproducidos in
vivo en un sistema celular sencillo con la expresion de una Unica granina y
la incubacién con una catecolamina.

43. El papel de la matriz intravesicular en la acumulacién de CA

Diversos son los factores implicados en la acumulacion de
catecolaminas en el interior vesicular de los granulos cromafines. La
sintesis de CA es el primer factor ya que va a determinar la cantidad de CA
disponibles en el citoplasma para ser almacenadas en los granulos. Dicha
ruta de sintesis se encuentra finamente regulada (Lenartowski and Goc,
2011; Pereira and Sulzer, 2012). El paso siguiente consiste en la entrada
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de CA al interior vesicular, esto ocurre por medio de los VMATSs que van a
transportar las catecolaminas citosdlicas al interior vesicular. Los VMATSs
actuan como antiportadores de protones y CA. Por lo que es necesario la
existencia de una fuerza protén-motriz generada por la V-ATPasa. Estos
transportadores son altamente eficientes y se logran concentraciones
intravesiculares 5 érdenes de magnitud mayores respecto al citoplasma
(Wimalasena, 2011). La cantidad de catecolaminas calculada en el interior
vesicular ronda los 0,5 - 1M (Albillos et al., 1997; Jankowski et al., 1993;
Montesinos et al., 2008) lo cual supera la osmolaridad que permitiria la
integridad del granulo. Ademas en el interior granular existen altas
concentraciones de otros solutos alcanzandose osmolaridades tedricas de
~1500 mOsm (Borges et al., 2010).Por tanto, en la acumulacién de CA no
solo participan los VMATs y la V-ATPasa, el tercer componente clave es la
matriz intravesicular.

Diversos trabajos han demostrado que la incubacion con L-DOPA
provoca un aumento del tamafio cuantica de las espigas amperométricas
(Colliver et al., 2000; Sombers et al., 2005). En estos trabajos se ha
observado un incremento significativo en el tamafo de la matriz y del halo
vesicular, siendo el incremento del tamafio del halo mucho méas patente (el
volumen de la matriz se incrementa en un 70% mientras que el halo en un
300%) (Sombers et al., 2005). Ambos mecanismos permitirian mantener la
concentracion intravesicular de solutos en valores isotonicos. En nuestro
laboratorio hemos observado que los ratones carentes de cromograninas
tienen impedida esta capacidad de acumular méas cantidad de
catecolaminas (Diaz-Vera et al., 2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos
et al., 2008).

Si volvemos a nuestro modelo simplificado en las células HEK293
donde solo tendremos la expresion de una granina (CgA-EGFP) y la
incubacion con L-DOPA, observamos que estos dos factores son
suficientes para promover la mayor acumulacion de L-DOPA en aquellas
células que expresan CgA-EGFP. En este caso la ausencia de
transportadores de monoaminas provoca que la capacidad de entrada de
L-DOPA esté limitada a su capacidad de difundir a través de membranas.
Por eso, la cinética de acumulacién (fig 27) no llega a un estado de
saturacion en los tiempos que hemos utilizado para el experimento, tal vez
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porque la capacidad de la L-DOPA para entrar al interior de las vesiculas
es pequeiia si no estéa favorecida por un transporte activo. A pesar de esto,
hemos demostrado que las células HEK293 que expresan CgA-EGFP
acumulan mas L-DOPA que las control.

En las células PC12 con todos los mecanismos de acumulaciéon y
sintesis de catecolaminas en activo, también hemos observado que la
incubacion con L-DOPA provoca una mayor acumulacion de DA en
aquellas células que estan expresando CgA-EGFP. Este resultado podria
ser debido a una mayor cantidad de CgA por vesicula o por un mayor
namero de vesiculas o por ambos motivos. Para poder dilucidar cuél de los
dos mecanismos estaria implicado hemos realizado deteccién
amperomeétrica en célula unica cuyos resultados se discuten en el siguiente
apartado. Lo que si podemos observar con estos experimentos de
acumulacion de DA (fig. 36) es que tanto las células control como las que
expresan CgA-EGFP llegan al estado estacionario en el mismo tiempo (a
los 60 min) pero la cantidad de DA acumulada en el estado estacionario de
las células que expresan CgA-EGFP es mayor que en las control.

44. La modulacion de la exocitosis por la matriz intravesicular

La exocitosis como proceso crucial para la vida esta finamente
regulada. Desde hace afios se han ido estudiando los diversos factores
gue modulan la exocitosis como las proteinas encargadas de la fusion
(SNARES, sinaptotagminas, complexinas, MUNCs etc) (Jahn and
Fasshauer, 2012; Sudhof and Rizo, 2011), las rutas de sintesis de los
transmisores (Kvetnansky et al., 2009; Lenartowski and Goc, 2011), los
transportadores de transmisores (Wimalasena, 2011), etc. En nuestro
laboratorio hemos dedicado los ultimos afios a estudiar los factores
intravesiculares que también tienen un papel importante en la exocitosis,
como el pH (Camacho et al., 2006), el Ca®** (Camacho et al., 2008) y mas
recientemente las proteinas constituyentes de la matriz, las graninas
(Borges et al.,, 2004; Diaz-Vera et al., 2012; Diaz-Vera et al., 2010;
Montesinos et al., 2008; Reigada et al., 2003; Tabares et al., 2003).

El uso de la amperometria ha permitido la deteccion de la liberacion
de catecolaminas con alta resolucion temporal, pudiendo discernir eventos
individuales de exocitosis y pudiendo analizar la cinética de la liberacion de
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catecolaminas. Haciendo calculos teoricos basados en la difusion, se
hicieron modelos de coémo seria la cinética de liberacion considerando
Unicamente la difusion, al comparar esos resultados con los resultados
obtenidos experimentales se observé que las espigas amperométricas
experimentales tenian una duracion (ti2) mayor que lo calculado
simplemente por difusion lo cual indicaria que hay un factor adicional que
esta modulando la cinética de liberacion. Este factor seria el tiempo
necesario para que ocurra la disociacion de las catecolaminas de la matriz
condensada de los granulos secretores (Jankowski et al., 1993).

La agregacion o empaquetamiento de las graninas es dependiente de
pH y de Ca*", a pH &cidos y a altas concentraciones de Ca®* (situacién
intravesicular) estas proteinas estan mas agregadas (Yoo, 1993; Yoo,
1995; Yoo and Albanesi, 1990; Yoo and Ferretti, 1993). Las vesiculas al
fusionarse estardn en contacto con el medio extracelular a un pH mayor
que el intravesicular lo que promovera la disociacién de las graninas y la
liberacion de las CA. La matriz intravesicular se puede considerar como un
gel de intercambio iénico, (Nanavati and Fernandez, 1993; Reigada et al.,
2003). La entrada de iones Na* (Gong et al., 2007) y agua parece provocar
el hinchamiento de la misma y la disociacion de los solutos adsorbidos a la
matriz intravesicular (Almers and Neher, 1987; Zimmerberg et al., 1987).

La posibilidad de modificar los componentes principales de la matriz
intravesicular ha permitido ahondar en el papel de la misma en la
acumulacion y exocitosis de catecolaminas.

En nuestros resultados hemos observado que la expresion de CgA-
EGFP en células PC12, incrementa la carga total media, la altura y acelera
el ascenso de las espigas amperométricas (fig. 37). Es decir, estos
granulos tienen una mayor capacidad de almacenar catecolaminas y
liberarlas en el momento de la exocitosis. Ademas la primera parte de la
espiga se ve acelerada, lo cual indicaria que la salida de CA del interior de
las vesiculas se ve favorecida. Por otro lado, cuando utilizamos la
estrategia de incubacion con L-DOPA seguimos viendo una mayor carga
total en las espigas de las células que expresan CgA-EGFP (tabla 2).
Ademas, observamos que la duracion de las espigas (ti2 se ve
incrementada lo cual concuerda con la hipotesis de que la matriz
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intravesicular provoca un retraso en la llegada de catecolaminas al
electrodo (Jankowski et al., 1993).

Cuando representamos los histogramas de frecuencia de Q3

observamos que en las células PC12 que expresan CgA-EGFP y que han
sido incubadas con L-DOPA aparece una distribucion que se ajusta a dos
gaussianas (fig. 39). En esas células existe una segunda “poblacion” de
vesiculas que tiene una mayor Q, poblacion que en las células control
(PC12 incubadas con L-DOPA) no aparece. Es decir, con la maquinaria
normal de las células PC12, se llega a unos valores de Q que no pueden
ser incrementados. Cuando aumentamos la expresién de una de las
proteinas de la matriz (CgA-EGFP) aparece esa nueva “poblacién” de
vesiculas de Q mayor. Con lo cual la CgA contribuye a aumentar la
capacidad de acumulacion de CA.

Por tanto, las cromograninas son un factor implicado en la regulacion
de la exocitosis. En el laboratorio hemos observado en trabajos previos
gue la ausencia de cromograninas modifica la exocitosis (Diaz-Vera et al.,
2012; Diaz-Vera et al., 2010; Montesinos et al., 2008). Y ahora con este
estudio observamos que un incremento de la expresion de la CgA-EGFP
también altera los parametros de la exocitosis en el sentido opuesto a la
ausencia de cromograninas.

Siempre nos ha intrigado la gran variabilidad de eventos de exocitosis
observados por amperometria, en condiciones control aparecen espigas de
diferentes tamafos y con diferentes cinéticas, y también existe una gran
variabilidad de granulos cuando observamos imagenes de microscopia
electrénica, hay variabilidad de tamafos tanto de las vesiculas como de las
matrices y los halos de las mismas. ¢Podriamos llegar a pensar que las
cantidades y/o proporciones de graninas expresadas en cada granulo
pueden llegar a condicionar su morfologia asi como su capacidad de
almacenar y liberar CA? Nuestros datos parecen indicar que esto podria
ser posible, aunque seria necesario realizar aproximaciones
experimentales mas directas. Seria interesante poder correlacionar la
cantidad de cromograninas expresada en una vesicula con la cantidad de
catecolaminas liberadas.
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Al analizar la relacién Imax vs Q observamos que en las células PC12
tratadas con L-DOPA (fig 40) a tamanos iguales de Q la Imax de las que
expresan CgA-EGFP es menor esto se deberia a que las células que estan
expresando la proteina quimérica tardan mas en disociarse las CA de la
matriz y tardan mas en llegar a la superficie del electrodo y por tanto llega
menos cantidad por eso a igual Q la Imax es menor y la t;, sera mayor.

En definitiva en este trabajo hemos demostrado la capacidad de las
cromograninas de incrementar la capacidad de acumulaciéon de CA de los
granulos secretores y cdmo pueden ser un factor clave en la modulacion
de la exocitosis actuando en las Ultimas etapas de la misma.

124



Conclusiones / Conclusions



Conclusiones / Conclusions

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7

8)

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7

Conclusiones:

La CgA-EGFP es capaz de generar vesiculas capaces de ser
liberadas por exocitosis en células HEK293 y PC12.

La exocitosis de la CgA-EGFP presenta, al menos, dos patrones de
liberacion en las células HEK293: parcial y total. En las células PC12
la liberacion es parecial en casi todos los eventos.

Las células HEK293, que expresan la proteina quimérica CgA-EGFP,
acumulan mas aminas que las células control

La CgA-EGFP incrementa en la velocidad de acumulacion de aminas
en las células HEK293.

Las células PC12 que expresan CgA-EGFP acumulan mas DA que
las células control.

Las células HEK293 que expresan CgA-EGFP liberan L-DOPA por
exocitosis como se evidencia por amperometria.

La cinética de la exocitosis de catecolaminas en células PC12 que
expresan CgA-EGFP esta modificada.

La matriz extracelular enlentece la liberacion de CgA-EGFP de
vesiculas secretoras en células PC12.

Conclusions:

CgA-EGFP generates granule-like vesicles that are released by
exocytosis in HEK293 cells and PC12 cells.

The exocytosis of CgA-EGFP shows two modes of exocytosis in
HEK293 cells: partial release and full release. In PC12 cells the
release of CgA-EGFP is partial in almost all the events.

HEK293 cells expressing CgA-EGFP accumulate more amines than
control cells.

CgA-EGFP accelerates the accumulation of amines in HEK293 cells.
PC12 cells expressing CgA-EGFP accumulate more DA than control
cells

HEK293 cells expressing CgA-EGFP are able to release L-DOPA by
exocytosis as it is shown by amperometry.

The kinetic of exocytosis of catecholamines is modified in PC12 cells
that express CgA-EGFP.
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8) The extracellular matrix slows down the release of CgA-EGFP in
PC12 cells.
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