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Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Introduccion

1. LA VIA EXOCITICA

El trafico de las vesiculas secretoras hacia la membrana plasmatica de las células
eucarioticas es esencial para la funcion celular. Este proceso es la base de la comunicacién
intercelular en organismos eucariotas a través de la liberacion de una extensa variedad de
moléculas. Existen dos tipos de exocitosis en funcion del nivel de control sobre el proceso, la
exocitosis constitutiva y la exocitosis regulada (Kelly, 1985; Burgess and Kelly, 1987). En todas
las células es necesaria la fusion de vesiculas mediante exocitosis constitutiva para la
incorporacion de nuevos componentes de membrana. Algunas moléculas extracelulares
(proteinas plasmaticas, anticuerpos, componentes de la matriz extracelular, etc.) son también
secretadas por la via constitutiva de la exocitosis. En muchos tipos celulares existe ademas otra
via en la cual la exocitosis esta estrechamente regulada con el fin de permitir la liberacion
controlada del contenido vesicular o para regular la incorporaciéon de nuevos componentes a la
membrana. La exocitosis regulada ha sido extensamente estudiada en la sinapsis donde es el
mecanismo por el cual los neurotransmisores son rapidamente liberados de forma controlada
desde las vesiculas sinépticas para mediar la neurotransmision (Kelly, 1993; Zucker, 1996). Un
gran nimero de tipos celulares no neuronales presentan los denominados grénulos densos, que
sufren exocitosis regulada y poseen una gran variedad de funciones fisiologicas. Entre éstas
destacan las células especializadas en la secrecion de grandes cantidades de productos, como

son las células neuroendocrinas, endocrinas o exocrinas.

Las vesiculas secretoras y la exocitosis regulada estan siendo intensamente estudiadas en
varios tipos celulares elegidos por ser modelos que experimentalmente hacen muy factible su
uso, o bien por ser de especial interés fisiolégico o fisiopatoldgico. El estudio de las proteinas
implicadas en secrecion fue originalmente abordado en los experimentos de George Palade
mediante experimentos en células exocrinas pancreaticas (Palade, 1975). Mas recientemente, el
tipo celular mas estudiado ha sido la célula cromafin adrenal (y su derivado tumoral, la linea
celular PC12) la cual ha sido objeto de estudios bioquimicos y electrofisiologicos. La célula
pancreatica también ha sido utilizada de forma extensa debido a la importancia de la secrecion de
insulina y a su disfuncién en forma de diabetes mellitus. Otros tipos celulares ampliamente
utilizados son las células hematopoyéticas entre las que destacan los mastocitos (Lindau and
Gomperts, 1991), las plaquetas (Lemons et al., 1997) y los neutrdfilos (Borregaard et al., 1993)

por su implicacion en la respuestas inmunes normales y patoldgicas.
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1.1. El ciclo de las vesiculas secretoras

Inicialmente, la formacién de vesiculas inmaduras ocurre en el trans-Golgi. El proceso de
deformacion de la membrana necesaria para la escision de fragmentos de membrana del Golgi es
dependiente de cromogranina en células neuroendocrinas. Aunque no estd demostrado, parece
ser que la cromogranina A presenta unas propiedades de agregacion y de interaccion con las
membranas que provoca el recubrimiento de estos agregados por membrana del trans-Golgi. La
yema generada por la agregacion sufre el proceso de escisién para dar lugar a una vesicula
inmadura. La posterior maduracion consiste en la incorporacion y pérdida de componentes
mediante la fusién con otras vesiculas y la formacién de nuevas yemas que sufrirdn un nuevo

proceso de escision.

Una vez que las vesiculas secretoras son sintetizadas en el trans-Golgi y sufren el proceso
de maduracién, las vesiculas pasan a formar parte de un conjunto de vesiculas estable pre-
sintetizadas, denominado poblacion, los cuales en algunos tipos celulares tienen una vida media
muy larga en ausencia de estimulacién (Corcoran et al., 1984; Hide et al., 1993). Este conjunto de
vesiculas puede ser totalmente exocitado si la exocitosis regulada es un proceso de todo o nada,
como en el caso de los mastocitos (Lindau and Gomperts, 1991; Hide et al., 1993). En los tipos
celulares en los que la exocitosis no es un proceso de todo o nada, existen varios conjuntos de
vesiculas con diferente probabilidad de ser secretados. En el caso de las células endocrinas,
neuroendocrinas y exocrinas solamente un 1% de las vesiculas secretoras son capaces de sufrir
exocitosis de forma répida, existiendo adicionalmente una gran poblacién de reserva (RP,
‘reserve pool’). Existen tipos celulares en los que hay una serie de estados intermedios definidos
desde que una vesicula pertenece a la poblacién de reserva hasta que forma parte de la
poblacidn de liberacion rapida (RRP, “ready releasable pool”) (Heinemann et al., 1993; Neher and
Zucker, 1993; Parsons et al., 1995; Rosenmund and Stevens, 1996; Neher, 1998; Olofsson et al.,
2002) el cual puede sufrir exocitosis en decenas de milisegundos. Estas poblaciones han sido
estudiadas y definidas (fig. I-1) mediante el uso de ensayos de exocitosis en células
permeabilizadas (Holz et al., 1991; Lindau and Gomperts, 1991), medidas de la superficie celular
mediante la técnica de “patch-clamp” (Hamill et al., 1981; Neher and Marty, 1982; Olofsson et al.,
2002), deteccion del contenido liberado en vesiculas Unicas mediante amperometria
(Leszczyszyn et al., 1990; Wightman et al., 1991) o mediante anélisis de imégenes de

fluorescencia de onda evanescente (Steyer and Aimers, 2001).
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En el ciclo de vesiculas secretoras clasico, un aumento en el nivel de Ca2* genera la fusidn
vesicular y la liberacion de su contenido, tras lo cual se produce el colapso de la vesicula con la
membrana. Durante este proceso los componentes de la membrana vesicular se mezclan con los
de la membrana plasmatica. Posteriormente, la clatrina origina invaginaciones que dan lugar a
vesiculas que formarén parte del sistema de cisternas del endosoma. La regeneracién de
vesiculas secretoras a partir del endosoma permite la incorporacion de nuevos granos al RP. Esta
via clasica se encuentra en la escala temporal de minutos. Alternativamente, existe otra via de
reciclado de vesiculas secretoras con una duracion de segundos, en la que las vesiculas
mantienen su identidad a lo largo de todo el ciclo al no mezclar sus componentes ni con la
membrana plasmatica ni con compartimentos del endosoma. Esta via permite la liberacion del
contenido vesicular a través de un poro de fusion reversible, pudiendo una misma vesicula sufrir
sucesivas liberaciones y permanecer en un estado de alta probabilidad de fusién con la

membrana plasmatica (fig. I-1).

endosoma aparato de
CQ Golgi
o

o
/ = . \ RP
0 0 .... ......
\ o) 2’ ®o000
/ docked /RRP

liberacion <& e ‘) o . fo)

Figura I-1: Ciclo de las vesiculas secretoras en células con poblaciones de vesiculas con distinta probabilidad
de fusion con la membrana. El paso del RRP al estado de anclaje (“docked”) en la membrana esta mediado
por ATP. Un aumento de ién calcio es el responsable de disparar el proceso de fusién. RP: “reserve pool’,
RRP: “ready releaseable pool.
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2. LA EXOCITOSIS REGULADA

En el caso de la exocitosis regulada, el proceso que sufre una vesicula secretora desde
que pertenece a la poblaciéon denominada “ready releaseable pool’ (RRP) hasta que se produce
la liberacion del contenido vesicular esta formado por varios estados funcionalmente definidos y

secuenciales que se detallan a continuacion (fig. I-2):

Pasos dependientes de ATP de preparacion de la vesicula (priming).

e Movimiento fisico de las vesiculas a la region cercana a la membrana de la célula.

e Union de la vesicula a la membrana, lo cual engloba varios pasos que definen distintas
fases: la fijacion (tethering) y el anclaje a la membrana (docking) en los lugares de
liberacion.

e Maduraciéon de la vesicula hacia un estado de preparacion para la fusion con la
membrana.

e Liberacion del contenido vesicular o fusién propiamente dicha.

e Larecuperacion de la membrana vesicular.

En el caso de la exocitosis activada por el calcio, los iones Ca2* pueden estimular varios
estados antes de la fusién de la membrana, la propia fusion e incluso la endocitosis (Thomas et
al., 1990; Neher and Zucker, 1993; Burgoyne, 1995; Smith and Neher, 1997; Engisch and
Nowycky, 1998; Marks and McMahon, 1998; Palfrey and Artalejo, 1998).

preparacion multiples estados de anclaje
I'Reorganizacion maduracion I fijacion anclaje I fusién liberacion recuperacion
del citoesqueleto proteinas

de actina

S @— e~
. —

citoesqueleto v

de actina @ > @_

Figura I-2: El proceso de la exocitosis esta dividido en una serie de estados funcionales en el que intervienen
distintas proteinas y mensajeros intracelulares.

-0

El proceso que define el término “priming” (preparacién) fue originalmente descrito como un
paso dependiente de ATP, estudiado por primera vez en células cromafines adrenales (Holz et
al., 1989). Es un estado que precede a la fusion activada por Ca%*. Este proceso no necesita
concentraciones elevadas de Ca?* y se ha demostrado que esta soportada por distintas proteinas
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citosolicas solubles (Hay and Martin, 1992; Chamberlain et al., 1995). El proceso puede dividirse
a su vez en varias etapas, entre las que estarian la reorganizacion del citoesqueleto de actina
(Cheek and Burgoyne, 1986; Burgoyne and Cheek, 1987; Vitale et al., 1995) que permitiria el
reclutamiento de los grénulos en la region periplasmatica y la modificacidn del grupo de proteinas
SNARE por o-SNAP y la ATPasa N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein (NSF) (Sollner et al.,
1993a; Sollner et al., 1993b; Chamberlain et al., 1995; DeBello et al., 1995; Morgan and
Burgoyne, 1995; Banerjee et al., 1996; Kiraly-Borri et al., 1996; Barnard et al., 1997; Littleton et
al., 1998; He et al., 1999; Graham and Burgoyne, 2000).

En el caso de las sinapsis, hay un contingente de vesiculas que se encuentran en el
denominado estado "docked" (Burns and Augustine, 1995). Estas vesiculas aparecen muy
cercanas a la membrana presinaptica de las zonas activas en micrografias electronicas. Mediante
estudios electrofisiologicos, se ha visto que sélo una pequefia proporcién de estas vesiculas en
estado “docked” (1-10%) son capaces de sufrir exocitosis en respuesta a un aumento de la
concentracion de Ca?* tras la apertura de los canales de Ca2* provocados por un Unico potencial
de accion (Goda and Sudhof, 1997). Este pool de vesiculas “docked” puede, ademas, ser liberado
experimentalmente, por medio de un mecanismo desconocido mediante un tratamiento con
sacarosa hiperténica (Rosenmund and Stevens, 1996). Se ha sugerido que las vesiculas en este
estado deben sufrir un proceso de maduracién posterior para poder liberar su contenido. El
proceso de maduracidn no esta descrito en términos moleculares, pero es probable que implique
el ensamblaje de la maquinaria de fusién, seguido de una interaccion mas fuerte con la

membrana plasmatica que le permita la rapida fusion con ésta.

Los eventos que inician y finalizan el proceso de fusion no se conocen en profundidad,
aunque muchas de las proteinas implicadas estan siendo identificadas. Mediante técnicas
electrofisiolégicas basadas en las propiedades biofisicas de las células, se ha determinado que la
fusion de las membranas ocurre mediante la formacion del denominado poro de fusion que puede
abrirse de forma reversible y cerrarse rapidamente, evento conocido como exocitosis kiss-and-run
(fig. 1-3). La mayoria de los datos sobre el poro de fusion se han obtenido del analisis de la
exocitosis de vesiculas secretoras. La técnica de “patch-clamp” permite medir la capacidad
eléctrica de la membrana con una resolucion capaz de detectar incrementos de superficie debidos
a la fusion de una unica vesicula secretora. Mediante esta técnica se pueden observar los
eventos de fusion reversibles, denominados "flickers", que demuestran la reversibilidad del
proceso de fusion (Fernandez et al., 1984). Posteriores experimentos electrofisioldgicos han
caracterizado los eventos transientes de fusion (Breckenridge and Almers, 1987b; Monck et al.,
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1990; Oberhauser et al., 1992; Oberhauser and Fernandez, 1996) y han determinado la corriente
que los atraviesa en las primeras fases de formacion (Breckenridge and Almers, 1987a;
Rosenboom and Lindau, 1994; Lindau and Almers, 1995; Lollike et al., 1995; Albillos et al., 1997;
Scepek et al., 1998). Se ha comprobado que esta corriente es similar a la que posee un canal
i6nico o unién tipo “gap”. Tras una fase inicial de formacién, el poro de fusion puede cerrarse o
comenzar la denominada fase de expansion (Lindau and Almers, 1995). Incluso en esta fase, el
poro puede volver a cerrarse (Ales et al., 1999). En caso contrario, se produce la fusién completa
tras la fase de expansion del poro y por lo tanto la incorporacién de la membrana vesicular a la
plasmatica. La tasa de apertura del poro de fusion es un proceso regulado y esta potenciado por
el aumento del Ca?* intracelular en mastocitos de rata (Fernandez-Chacon and Alvarez de
Toledo, 1995; Hartmann and Lindau, 1995) o bien por la activacion de la proteina quinasa C en
eosindfilos (Scepek et al., 1998). Una consecuencia fisiologica de la fusion a través de un poro de
fusion reversible es la posibilidad de controlar la cantidad de secretagogo en cada evento de
fusion. Se ha especulado que la tasa de expansion del poro de fusion en el caso de las vesiculas
sinapticas puede determinar el incremento de concentracion de glutamato en la hendidura

sinaptica y, por lo tanto, determinar si la transmision sinaptica ocurre o no (Choi et al., 2000).
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Figura I-3; Esquema de la formacidn del poro de fusién y su reversibilidad

El concepto de poro de fusion ha sido estudiado también mediante amperometria con
electrodos de carbono, medida indirecta, pero que permite la deteccion de la liberacion de
serotonina en mastocitos. La amperometria detecta la liberacion del contenido vesicular en las
primeras fases de formacién del poro y la posterior liberacion que aparece en la fase de
expansion (Alvarez de Toledo et al., 1993). La estructura y naturaleza del poro de fusién son
desconocidas, habiéndose propuesto modelos (Monck and Fernandez, 1992; Nanavati et al.,
1992; Monck and Fernandez, 1994; Monck et al., 1995; Zimmerberg et al., 1995; Chanturiya et al.,

1997) desde estrictamente proteicos (como un canal iénico), hasta puramente lipidicos con un
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componente proteico estructural. Estudios con ratones mutantes han demostrado que la ausencia
de una proteina puede tener efectos sobre el poro de fusién. En ratones mutantes para la
proteina SCAMP1 se ha mostrado el aumento de la proporciéon de los procesos de fusion
reversibles frente al raton control (Fernandez-Chacon et al., 1999), sin afectar al desarrollo del
cerebro. Este estudio sugiere que la modificacién de la expresidn de proteinas puede afectar a las
caracteristicas de apertura/cierre del poro de fusion, a pesar de que las bases moleculares que

sustentan el proceso estan aun por determinar.
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3. LAMAQUINARIA PROTEICA DE LA EXOCITOSIS REGULADA

Desde los afios 70, la idea de que el acoplamiento estimulo-secrecion ocurria mediante la
exocitosis regulada en vesiculas secretoras ha estado aceptada. A pesar de que esta claro que el
Ca? era el desencadenante clave de este proceso (Katz and Miledi, 1965; Douglas, 1968), las
siguientes reacciones que llevan a la fusion de membranas eran totalmente desconocidas. Desde
entonces, numerosos estudios de la exocitosis de vesiculas secretoras en distintos tipos celulares
no consiguieron iluminar este hecho. Irénicamente, los maximos avances en la comprension del
mecanismo de la exocitosis regulada proceden de estudios genéticos y bioquimicos de la
secrecion constitutiva (Pryer et al., 1992; Rothman, 1994). Estos abordajes experimentales
sugieren que la exocitosis regulada en la sinapsis esta constituida por los mismos mecanismos
basicos que la fusion de membranas constitutiva, estableciendo el concepto de la existencia de
un mecanismo universal de fusién de membranas (Bennett and Scheller, 1993; Ferro-Novick and
Jahn, 1994; Rothman, 1994). Esta idea esta ahora generalmente aceptada, aunque el debate aun
existe sobre las funciones propuestas de los componentes individuales del nicleo de maquinaria
conservada y sobre el mecanismo concreto de la fusion de membranas. Aqui se mostraran las
actuales ideas de las funciones bioquimicas de las proteinas SNARE y sus proteinas reguladoras,
asi como las evidencias de la implicacion de estas proteinas en la exocitosis de vesiculas

secretoras.

Tabla I-1: Datos cuantitativos de las proteinas mas abundantes en las vesiculas sinépticas.
Modificado de (Takamori et al., 2006).
Proteina % masa del total de proteinas Numero de copias por vesicula
Sinaptofisina 10.20 315
VGLUT2 9.01 14.4
Sinaptobrevina 2 8.60 69.8
Sinaptotagmina 1 7.00 15.2

Un trabajo reciente basado en pruebas bioquimicas ha permitido determinar tanto
cualitativamente como cuantitativamente la composicion proteica y lipidica de la vesicula sinaptica
(Takamori et al., 2006). La figura I-4 muestra la variedad de proteinas que se pueden encontrar
en una vesicula sinaptica. En este trabajo, entre otros hallazgos, cabe destacar que solamente
unas pocas proteinas son muy abundantes en las vesiculas sinépticas. Por ejemplo, la proteina

SNARE sinaptobrevina 2 (VAMP2) esta presente con 70 copias por vesicula, con 30 copias la
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sinaptofisina 1 y 15 copias la sinaptotagmina 1. En contraste, muchas proteinas presentan una
Unica copia por vesicula. Los datos cuantitativos mas relevantes de este estudio se resumen en la
tabla I-1.

De las proteinas presentes en la vesicula sinaptica, es de interés para este trabajo sefialar
que de la proteina SCAMP1 hay 0.8 moléculas por vesicula sinaptica y que constituye el 0.3 % de

la masa de proteina presente.

Synaptobrevin .
SNAP25 Vtila e Synaptotagmin

CIC3

Synaptophysin
L/

CspP SNAP29

SV

VAMP4
SCAMP

Syntaxin — -

VGLUT

trimeric
GTPase

Figura I-4: Esquema de las proteinas de la vesicula sinaptica identificadas hasta la fecha en el que se
representan el numero de cada una de ellas presentes por vesicula. Modificado de (Takamori et al., 2006)

3.1. SNAREs

Las SNAREs son proteinas de membrana localizadas en varios organulos intracelulares.
Aunque originalmente fueron definidas como receptores de SNAP, actualmente la mayoria estan
definidas por una secuencia repetida de 7 aminoacidos conocida como el motivo SNARE. El
denominado complejo SNARE en neuronas comprende a las proteinas integrales de membrana
VAMP/sinaptobrevina (Trimble et al., 1988), la sintaxina 1 (Bennett et al., 1992) y la proteina

asociada a membrana SNAP-25 (Bennett et al., 1992). VAMP es una proteina localizada en las
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vesiculas sinapticas, mientras que la sintaxina y SNAP-25 estan presentes en la membrana
presinaptica. Las SNAREs estan clasificadas en funcion de la presencia de un residuo de arginina
(R) o glutamina (Q) en el motivo SNARE (Fasshauer et al., 1998b). En el complejo sinaptico, la
sintaxina contribuye con una hélice tipo Q, SNAP-25 contribuye con 2 hélices tipo Q y VAMP con
una hélice tipo R (Poirier et al., 1998; Sutton et al., 1999). EI complejo SNARE esté constituido por
lo tanto por 3 hélices tipo Q y una hélice R, aunque éste puede estar formado por 3 o 4 proteinas
ya que los homdlogos de SNAP-25 suelen aportar 2 hélices . Esta proporcion 3Q:1R ha sido una
combinacion esencial en la cual, a modo de modelo "llave-cerradura”, permite el emparejamiento
especifico y la consecuente fusion de membranas en ensayos de fusion de liposomas (McNew et
al., 2000a; Parlati et al., 2000). Esto da lugar a un modelo funcional denominado “hipétesis
SNARE” en el que la especificidad de las interacciones de Q y R-SNARE son las responsables
del “docking” y posterior fusion de las membranas . Los residuos Q y R por si mismos no son
esenciales para la fusién de membranas (Graham et al., 2001); sin embargo, la mutacién de estos
residuos de aminoacidos impiden, como se explicara mas adelante, el posterior desensamblaje
del complejo SNARE por NSF y las SNAPs.

SNAP-25-C

SNAP-25-N

Figura I-5: Estructura tridimensional del complejo SNARE. Modificado de (Sutton et al., 1998)

La eliminacion genética de las SNAREs sinapticas en Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans y Mus musculus elimina la neurotransmision (Schulze et al., 1995; Nonet
et al., 1998; Schoch et al., 2001; Washbourne et al., 2002). Adicionalmente a los estudios en
animales genéticamente modificados, el uso de las neurotoxinas clostridiales ha proporcionado
importantes pruebas de las funciones esenciales de las SNAREs en la exocitosis. El
descubrimiento clave fue que la toxina tetanica y botulinica B son metaloendoprotasas que
bloquean la neurotransmision presinapticamente mediante la rotura selectiva de VAMP (Link et
al., 1992; Schiavo et al., 1992). Tras este hallazgo, se establecié que las restantes seis toxinas

botulinicas ejercian su accion bien sobre VAMP, sintaxina 1 o SNAP-25 (Schiavo et al., 1992;
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Blasi et al., 1993; Schiavo et al., 1993a; Schiavo et al., 1993b; Binz et al., 1994; Schiavo et al.,
1994; Vaidyanathan et al., 1999). La cadena ligera de la neurotoxina clostridial (la subunidad
proteolitica) es capaz de bloquear la exocitosis de vesiculas en células cromafines adrenales
permeabilizadas y en células PC12 (Bittner and Holz, 1988; Ahnert-Hilger et al., 1989; Bittner et
al., 1989; Mcinnes and Dolly, 1990; Lomneth et al., 1991), indicando que las SNAREs son
necesarias para la exocitosis en estas células neuroendocrinas. Las toxinas clostridiales se han
probado en numerosos tipos celulares secretores, en la mayoria de los cuales la secrecion estaba

bloqueada.

Figura I-6: Modelo de la estructura
tridimensional del complejo SNARE
interaccionando con las membranas
de la vesicula y plasmatica.
Modificado de (Sutton et al., 1998).

Claramente, las SNAREs son criticas para la exocitosis vesicular, pero se desconoce cual
es su papel en el proceso. Se ha comprobado que las SNARESs por si mismas pueden generar la
fusion de membranas. La aplicacion de toxina teténica genera la acumulacion de vesiculas
sinapticas en estado “docked” en la sinapsis, sugiriendo que la funcion de las SNAREs es
posterior a la fase de “docking” y de “tethering”. Por otra parte, la formacion del complejo SNARE
estd energeticamente muy favorecida; los complejos SNARE son resistentes al SDS y son
extremadamente estables térmicamente (Hayashi et al., 1994; Fasshauer et al., 1998a). Ademas,
la estructura de los complejos SNARE sinapticos es tal, que la formacion de la estructura "coiled-
coil" coloca en oposicién las proteinas ancladas a cada una de las membranas que seran
fusionadas (VAMP y sintaxina) (Hanson et al., 1997b; Hohl et al., 1998; Poirier et al., 1998; Sutton
et al., 1998). También la fusion de membranas entre liposomas artificiales es posible con la Unica

presencia de SNAREs recombinantes (Weber et al., 1998; McNew et al., 1999; McNew et al.,
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2000a; McNew et al., 2000b). Con todas estas pruebas se genera un modelo donde el cambio
conformacional de la sintaxina expone su hélice H3, la cual funciona como lugar de nucleacién
para la interaccion con el dominio “coiled-coil” de VAMP vy las dos hélices de SNAP-25. Segun
este modelo, la formacion del complejo triproteico permite la fusidn de membranas al
desencadenar suficiente energia para vencer la barrera de hidratacion (fig. I-6).

Las proteinas SNARE mas estudiadas son las isoformas presentes en tipos celulares
neuronales. Ensayos bioquimicos apuntan a que en mastocitos las isoformas SNARE implicadas
en la exocitosis de las vesiculas secretoras son la SNAP-23 y sintaxina 4 como t-SNAREs y la
VAMP-8 como v-SNARE (Paumet et al., 2000). La presencia de estas isoformas en los mastocitos
explica la insensibilidad a las toxinas clostridiales y tetanicas de la exocitosis de este tipo celular
(Guo et al., 1998; Vaidyanathan et al., 2001).

3.2. NSF y a-SNAP

Tanto NSF como «-SNAP son proteinas solubles que desensamblan los complejos
SNARE. Debido a la estabilidad de los complejos SNARE, el desensamblaje requiere el aporte de
energia que es obtenida de la hidrolisis de ATP catalizada por la proteina homosexamérica NSF
(Sollner et al., 1993b). Se piensa que los cambios conformacionales en NSF inducidos por la
hidrolisis de ATP son transducidos a través del "desenrollamiento” de las cuatro hélices del
complejo SNARE. El uso de ensayos con células permeabilizadas y de técnicas electrofisioldgicas
de gran resolucion han demostrado que o -SNAP/NSF actuan en la reaccion de “priming” ATP-
dependiente que precede al paso de fusion dependiente de Ca?* (Chamberlain et al., 1995;
Banerjee et al., 1996; Xu et al., 1999).

Esta reaccion de preparacion o “priming” es probable que consista en el desensamblaje de
los complejos SNARE, dado que las moléculas a-SNAP modificadas genéticamente no pueden
inducir la actividad ATPasa de NSF. De este modo, la ausencia de desensamblaje de los
complejos SNARE impide la exocitosis (Barnard et al., 1997; Nagamatsu et al., 1999; Xu et al.,
1999; Graham and Burgoyne, 2000).

Debido a que los complejos trans-SNARE formados entre membranas opuestas son
inaccesibles estéricamente para el hexamero NSF, parece probable que los sustratos de la
reaccion de “priming” son complejos cis-SNARE ya formados en la misma membrana. De hecho,
se han encontrado niveles significativos de sintaxina y SNAP-25 tanto en vesiculas sinapticas

(Walch-Solimena et al., 1995) como en vesiculas de cromafines (Tagaya et al., 1995; Hohne-Zell
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and Gratzl, 1996; Tagaya et al., 1996), siendo los complejos SNARE formados en las vesiculas
desensamblados por a-SNAP/NSF (Otto et al., 1997). Estas observaciones sugieren que o.-
SNAP/NSF actian como chaperonas moleculares, continuamente desensamblando complejos
cis-SNARE para liberar las proteinas SNARE para que queden libres y posibilitar la formacion de
nuevos complejos trans-SNARE que generen nuevos eventos de fusion (Burgoyne and Morgan,
1998a).

3.3. Proteinas Sec1

Ademas de NSF, SNAPs y SNAREs, hay otro tipo de proteinas conservadas necesarias
para el trafico intracelular de membranas. Estudios genéticos han mostrado la importancia de una
familia de genes denominada Sec-1 en la fusién de vesiculas en una gran variedad de
organismos, entre los que estan incluidos levaduras, plantas, neméatodos, moscas y ratones
(Munc-18) (Halachmi and Lev, 1996; Verhage et al., 2000; Assaad et al., 2001). La ausencia de
Sec1 generalmente conlleva al bloqueo completo del trafico de membrana, indicando un papel
positivo en funciones esenciales. Estudios en células PC12 han mostrado que la unién de Sec1
con la sintaxina produce una activacion de ésta, siendo la unién Sec1/sintaxina un intermediario
necesario para la incorporacion en el complejo SNARE (Dulubova et al., 1999; Bryant and James,
2001). Esta idea es consistente con los experimentos en células cromafines con mutantes de
Munc-18 cuya afinidad por la sintaxina esté disminuida. En estos mutantes se ha encontrado un
incremento en la tasa de expansion del poro de fusion (Fisher et al., 2001), lo cual puede deberse

a un incremento de sintaxina activada en la maquinaria de fusion.

3.4. Rabs y efectores

Las proteinas Rab forman la mayor familia dentro de la superfamilia de pequefias GTPasas
Ras. Individualmente, las proteinas Rab se localizan en distintos y caracteristicos organulos,
sugiriendo que cada una regula una etapa concreta dentro del trafico de membrana. La funcién de
las proteinas Rab parece ser la de actuar como interruptores moleculares, con un estado activo
unido a GTP que determina el tiempo en el que las vesiculas permanecen competentes para el
docking o la fusion, justo antes de que la hidrolisis del GTP genere la forma inactiva de la proteina
(Rybin et al., 1996). Existe un consenso general de que las proteinas Rab son los principales
determinantes de la especificidad de los distintos compartimentos implicados en el trafico de
membrana, mediante interacciones selectivas con las distintas proteinas efectoras (Segev, 2001;

Zerial and McBride, 2001). Estudios genéticos han mostrado interacciones entre los homélogos
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de Sec1 y las proteinas Rab, siendo por lo tanto la familia Sec1 una clase de efectores de Rab
(Halachmi and Lev, 1996; Segev, 2001).

Rab3 existe en mamiferos como 4 isoformas denominadas de la A ala D y es la de mayor
implicacién en la exocitosis regulada en neuronas y células neuroendocrinas. Rab3A es una
proteina no esencial en mamiferos pero que regula la neurosecrecion al limitar el reclutamiento de
vesiculas sinapticas en el “releaseable pool” para la posterior fusidn de membranas (Geppert et
al., 1994a; Geppert et al., 1997).

3.5. Proteinas de union a calcio

El casi universal papel del calcio como activador de la exocitosis vesicular predice la
existencia de proteinas conservadas responsables de activar la maquinaria de fusion al unirse a
calcio. Se han propuesto varias candidatas para tal funcién (Burgoyne and Morgan, 1998b), pero
la sinaptotagmina ha sido la que mas atencién ha recibido como el sensor de calcio de la
exocitosis regulada. Las sinaptotagminas interaccionan con numerosas proteinas implicadas en la
exocitosis vesicular, incluyendo canales de Caz* (Leveque et al., 1992), complejo SNARE (Sollner
et al., 1993a), B-SNAP (Schiavo et al., 1995) y calmodulina (Fournier and Trifaro, 1988). Estas
interacciones ocurren en ausencia de Ca?*, pero en su presencia, la unién de, por ejemplo, la
sinaptotagmina 1 al complejo SNARE esta fuertemente potenciada (Davis et al., 1999; Gerona et
al., 2000).

La propiedad de interaccionar con las membranas y con la maquinaria de fusién en
respuesta a distintos niveles de Ca?* sugiere que las sinaptotagminas sean unos sensores
ubicuos de Ca?*. Las pruebas experimentales que apoyan esta hipdtesis proceden de estudios
genéticos en Drosophila, C. elegans y ratones, donde los mutantes de sinaptotagmina tienen
imposibilitada la transmision sinaptica (DiAntonio et al., 1993; Littleton et al., 1993; Nonet et al.,
1993; Geppert et al., 1994b). En el caso de los ratones, una mutacion en la sinaptotagmina 1 que
causa una disminucion de afinidad por el Ca2* muestra una disminucién similar en la dependencia
de la exocitosis de las vesiculas sinapticas por el Ca2* (Fernandez-Chacon et al., 2001). Esto
demuestra que la sinaptotagmina | es el principal sensor de calcio en la exocitosis de las
vesiculas sinapticas. En el caso de la exocitosis vesicular, el analisis de células cromafines
procedentes de ratones “knock-out’ de sinaptotagmina | revela la imposibilidad de la exocitosis
rapida, pero tiene poco efecto en el componente lento de la exocitosis (Voets et al., 2001). Este
efecto inhibitorio es especifico sobre la fase de fusion de membranas por Ca2*, sugiriendo que la

sinaptotagmina | controla una de las fases tardias del proceso de fusién (Ohara-Imaizumi et al.,
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1997; Desai et al., 2000). Ademas, la sobreexpresion de la sinaptotagmina | prolonga la transicion

de la formacion del poro de fusion hacia su expansion (Wang et al., 2001).
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4. LAS VIAS DE SENALIZACION QUE RIGEN LA EXOCITOSIS DE
VESICULAS SECRETORAS

4.1. Caz*

En los tipos celulares donde un aumento del Ca2* intracelular es el principal o Unico
disparador del inicio de la exocitosis regulada, la procedencia del Ca?* puede ser el exterior
celular, los almacenes intracelulares o0 ambos. El uso o importancia relativa de estas dos fuentes
de Ca?* varia considerablemente entre tipos celulares. Existen células en las que la entrada de
Ca?* es el unico estimulo efectivo para la exocitosis y células en las que los almacenes de Ca?*

son la principal fuente de Ca?*.

La elevacion del Ca?* citosolico desde un nivel basal de 0.1 uM hasta los niveles
requeridos para desencadenar la exocitosis ocurre mediante la activacién de canales de Ca?*.
Existe una gran variedad de canales de Ca?*, entre los que se encuentran los activados por
segundos mensajeros, por voltaje o por concentracion de Ca?* intracelular. Adicionalmente,
muchos otros procesos pueden modificar la amplitud o la duracion del incremento de Ca?*. La
difusion limitada del Ca?*, provocada por la accion tampon de la entrada de Ca?* al interior de la
mitocondria (Giovannucci et al., 1999), es un ejemplo de esta limitacion. Otros factores que
afectan a la exocitosis regulada por Ca2* son la distribucién de los canales (Segura et al., 2000),
las distintas vias de entrada del Ca2* (Cheek et al., 1993) y los distintos lugares de almacén de

Ca?* respecto a las vesiculas secretoras (Segura et al., 2000).

La sensibilidad de la maquinaria de la exocitosis ante el Ca2* es una caracteristica de gran
importancia. Los experimentos realizados en esta linea permiten conocer la relacion entre las
sefiales fisiologicas de Ca?* observadas y la eficiencia en la activacion de la exocitosis. También
se obtienen pistas sobre las propiedades de las proteinas fisiolégicamente relevantes detectoras
de Ca?" implicadas en la exocitosis (Burgoyne and Morgan, 1998b). Para ello se han utilizado

principalmente dos técnicas:

1) Medidas en poblaciones celulares de la liberacién vesicular tras la permeabilizacién
celular e introduccion de Ca2* en el interior celular.
2) Medidas de la capacidad eléctrica de células unicas mediante la técnica de “patch-

clamp’ con la que se monitoriza la cinética de la exocitosis.
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El trabajo de Katz y Miledi (Katz and Miledi, 1965) establecio la importancia del Ca?*
mostrando la necesidad de Ca2* externo para el proceso de liberacién en la union neuromuscular.
Esto fue posteriormente extendido por el trabajo de Douglas (Douglas, 1968) en células
cromafines y posteriormente en los terminales neurosecretores de la neurohipdfisis.
Adicionalmente, la activacion de la exocitosis mediante ionéforos de Ca?* (Douglas, 1968) y la
medida de las sefiales de Ca?* generadas en células secretoras tras estimulos fisioldgicos
(Cheek, 1991; Cheek et al., 1993), han reforzado el papel del Ca2* en el acoplamiento estimulo-
secrecion. La utilizacion de la electropermeabilizacion de los huevos del erizo de mar y de células
cromafines permite la introduccion de tampones de Ca?* en las células electroporadas. Estos
estudios revelaron que la exocitosis de granulos en estas células presentaban la mitad de
activacion maxima con una concentracion de 1 uM de Ca?* libre. Estos pioneros estudios fueron
los primeros en medir directamente los requisitos de Ca2* de la exocitosis regulada. EI mismo tipo
de dependencia ante el Ca2* de la fusién de los granos corticales de los huevos del erizo de mar
(Baker and Whitaker, 1978) y de las vesiculas de las células cromafines (Baker and Knight, 1978)
indicaron que el mecanismo sensor de Ca2* es similar en ambos tipos celulares. A partir de
entonces, se han aplicado con éxito técnicas de permeabilizacién en diferentes tipos celulares.
Estos estudios no han demostrado Unicamente la necesidad del Ca?* para la exocitosis en
diversos tipos celulares, sino que también sirvieron para mostrar la necesidad de ATP (Baker and
Knight, 1978; Baker and Whitaker, 1978) en los primeros pasos de la fusion (“priming”) (Holz et
al., 1989), no siendo necesario durante la fusién de membranas (Holz et al., 1989; Lindau and
Gomperts, 1991; Parsons et al., 1995; Haller et al., 1998; Xu et al., 1999). La permeabilizacién
también ha sido una técnica muy utilizada para la introduccion de proteinas recombinantes que

permiten el estudio de la funcion de proteinas implicadas en la exocitosis.

En la mayoria de los casos, el uso de células permeabilizadas ha mostrado que el
requerimiento para el disparo de la exocitosis se encuentra en el rango micromolar. Es cierto
también que existen multiples pasos dependientes de Ca?* en la via exocitica. Adicionalmente,
los ensayos con células permeabilizadas tienen poca resolucion temporal, ya que generan
principalmente informacion sobre la intensidad de la liberacién durante periodos de tiempo
relativamente largos. Es por ello que la sefial que provoca el Ca2* en este tipo de ensayos no
puede, por lo tanto, reflejar la verdadera dependencia de Ca?* del paso final de la exocitosis, sino
la concentracion media requerida para mantener una liberacion sostenida sobre el periodo de

tiempo (varios minutos) que dura este tipo de ensayos.
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La técnica utilizada posteriormente ha sido la medida de la capacidad eléctrica de la
membrana mediante “patch-clamp” de alta resolucién. Gracias a ella se ha establecido de forma
mas exacta la dependencia de Ca?* del paso final de la fusién de membranas. Los registros de
capacidad eléctrica mediante la técnica de “patch-clamp” en la configuracion de célula completa
(“whole-cell’) fueron desarrollados por Neher y Marty (Neher and Marty, 1982; Neher and Zucker,
1993) en estudios con células cromafines adrenales. La posibilidad de resolver los eventos de
fusion individuales fue utilizada en estudios de la exocitosis en mastocitos, lo que permite el

estudio de la cinética de la exocitosis con una gran resolucion.

La capacidad eléctrica de la membrana es una propiedad inherente de la capa bilipidica
que es capaz de cargarse eléctricamente cuando se aplica una diferencia de potencial a la
bicapa. Debido a que la capacidad es directamente proporcional al area de la bicapa (la relacién
entre ambas es de 10 fF / um?), esta técnica permite una aproximacion cuantitativa de la
incorporacion de membrana mediante exocitosis o de la eliminacidn de ésta mediante endocitosis.
Inicialmente en estos estudios la estimulacién de la exocitosis se realizaba mediante
despolarizacion para provocar la apertura de los canales de Ca2* dependientes de voltaje (Neher
and Zucker, 1993) o mediante la introduccién de tampones de Ca?* con la micropipeta al dializar
el contenido celular (Augustine and Neher, 1992; Burgoyne and Handel, 1994). Utilizando ésta
ultima aproximacion se mostré que la dependencia de Ca2* es similar a la obtenida mediante
experimentos de permeabilizacién celular. Una determinacién méas precisa del requerimiento de
Ca?* del dltimo paso de la fusién fue conseguida mediante el uso de la fotolisis de compuestos
secuestradores de Ca?* (“flash photolysis of caged Caz* compounds”) acoplado a las medidas de
alta resolucién de la capacidad de la membrana (Neher and Zucker, 1993; Thomas et al., 1993a).
Los compuestos secuestradores de Ca2* se introducen en la pipeta de “patch” en su forma unida
a Ca2*. Un destello de luz de gran intensidad rompe la union entre el compuesto secuestrador y el
Ca?, liberandose de forma casi instantanea y homogéneamente por todo el citoplasma. Estas
caracteristicas permiten el calculo de la relacién entre la concentracion de Ca2* libre y la tasa
inicial de exocitosis de las vesiculas pertenecientes a la denominada poblacién preparada para
liberarse (ready releaseable pool, RRP). Tales experimentos realizados en células cromafines
(Heinemann et al., 1993; Neher and Zucker, 1993; Heinemann et al., 1994), melanotrofos de la
pituitaria (Rupnik et al., 2000) y posteriormente en células B (Eliasson et al., 1996), PC12
(Eliasson et al., 1996) y células acinares pancredticas (Ito et al., 1997) mostraron la existencia de
una limitada poblacién de vesiculas preparadas para la liberacion que pueden provocar la
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exocitosis rapida (con un retraso de 20 a 50 ms) y con una dependencia de Ca2* con un rango de
2-30 uM.

La determinacion de la sensibilidad ante el Ca?* de la maquinaria proteica ha permitido la
identificacion de la sinaptotagmina | (y miembros de su familia) como el principal sensor de Ca%*
para la exocitosis. Tanto el raton “knock-out” de la sinaptotagmina | (Geppert et al., 1994b), como
mutantes en Drosophila (DiAntonio et al., 1993; Littleton et al., 1993) y en C.elegans (Jorgensen
et al., 1995) muestran un importante defecto en la neurotransmision. La interacciéon dependiente
de Caz* de la sinaptotagmina con la sintaxina obtenida experimentalmente in vitro sefial6 a la
sinaptotagmina | como el principal sensor de Ca?* para la exocitosis de vesiculas sinépticas. Se
ha sugerido también que las sinaptotagminas, incluida la sinaptotagmina |, puede regular la
exocitosis en lineas celulares procedentes de mastocitos (Baram et al., 1998; Baram et al., 1999),
aunque en mastocitos la exocitosis requiere de la activacion de las proteinas de uniéon a GTP. Un
reciente examen de la selectividad de iones de la exocitosis en células PC12 ha mostrado que la
selectividad i6nica de la exocitosis de granulos secretores es consistente con la implicacion de la
sinaptotagmina como sensor de Ca2* (Kishimoto et al., 2001) . Los datos obtenidos con un ratén
“knock-in” con la mutacion puntual R233Q en el dominio C2A (Fernandez-Chacon et al., 2001)
muestran que esta mutacion reduce la afinidad de la unién con fosfolipidos dependiente de Caz*
de la sinaptotagmina | y disminuye también la sensibilidad del Ca?* de la exocitosis evocada de
las vesiculas sinapticas, sugiriendo que la sinaptotagmina | es el sensor de Ca?* para la
exocitosis en tipos celulares neuronales. Otro aspecto de la sinaptotagmina que se ha puesto de
manifiesto es la habilidad de afectar a la cinética de la liberacion de vesiculas Unicas en células
PC12, sugiriendo que puede funcionar durante la fusion de membranas a nivel del poro de fusién
(Wang et al., 2001).

Otro tema importante para la comprension de la relacién entre el Ca2* y la exocitosis es la
distribucion espacial entre las vesiculas secretoras y la fuente de Ca?* (Neher, 1998; Segura et
al., 2000). Como se comenta posteriormente, esto puede determinar la efectividad de la liberacién
de Ca?* desde los almacenes intracelulares en la activacion de la exocitosis. Adicionalmente, se
le ha dado bastante importancia a la cuestion de como de cerca de los canales ocurre la fusion y
el grado de acoplamiento ante la entrada de Ca2* y la exocitosis. En las vesiculas sinapticas, se
asume de forma general que la rapida velocidad de la neurotransmision (que ocurre en una
escala inferior al milisegundo siendo de 60 us en las sinapsis mas rapidas centrales (Sabatini and

Regehr, 1996)), implica que las vesiculas que se fusionan interaccionan con el Ca2* que no ha
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podido difundir mas alla del poro del canal. Este debe ser el caso también si la exocitosis de las
vesiculas sinapticas implica un sensor de baja afinidad como se sugiere para las neuronas
bipolares de la retina de la carpa dorada (Heidelberger et al., 1994). Se han demostrado
interacciones moleculares entre algunas de las proteinas que componen la maquinaria de la
exocitosis como la sintaxina, la sinaptotagmina y varias subunidades de los canales de Ca?*,
sugiriendo que los canales de Ca?* voltaje dependientes implicados en la neurotransmision estan
situados en el lugar de exocitosis (Catterall, 1998; Catterall, 2000). De estos experimentos
también se ha concluido que es poco probable que exista un estrecho acoplamiento fisico entre
los canales de Ca2* y las vesiculas secretoras en células cromafines. Esto no descarta la
posibilidad de que la exocitosis ocurra predominantemente en determinados dominios de la célula
y de que haya dominios ricos en canales de Ca?* voltaje-dependientes, ya que tales dominios han

sido de hecho observados experimentalmente (Monck et al., 1994; Robinson et al., 1996).

La discusion anterior se refiere a células en las que el Ca2* actua como el activador de la
exocitosis. En los tipos celulares en los que el CaZ* no es el activador, se ha demostrado que el
Ca?* puede tener otro papel adicional en la exocitosis. En mastocitos y en eosindfilos, la
exocitosis puede provocarse por la introduccién de analogos de GTP no hidrolizables. EI aumento
de la concentracion de Ca2* en estos tipos celulares hasta 1.5 uM no incrementa el numero de
eventos de fusion sobre los observados a muy bajas concentraciones de Ca2*, pero afecta a un
estado tardio en el evento de fusidén que se refleja en un incremento en la tasa de expansion del
poro de fusion (Fernandez-Chacon and Alvarez de Toledo, 1995; Hartmann and Lindau, 1995;
Scepek et al., 1998). Esto indica que una proteina de unién a Ca%* debe actuar también durante o

inmediatamente después del proceso de fusion.

4.2. AMP ciclico

Existen ciertos tipos celulares en los que los incrementos de concentracion intracelular de
AMP ciclico (AMPc), y por lo tanto la activacién de la proteina quinasa A (PKA), son capaces de
regular la exocitosis disparada por Ca?*. Se ha comprobado la existencia de un potenciamiento de
la exocitosis por AMPc por ejemplo en sinapsis (Chavez-Noriega and Stevens, 1994), células
cromafines adrenales (Knight et al., 1988) y células PC12 (Rabe et al., 1982) entre otras. En
ciertas sinapsis, la activacion constitutiva de la PKA parece que es necesaria para mantener el
proceso de la exocitosis (Hilfiker et al., 2001). En todos estos tipos celulares, sin embargo, una
elevacion de AMPc sin aumento en la concentracion de Ca?* no es suficiente para activar la

exocitosis. En contraste, un limitado numero de tipos celulares (Hilfiker et al., 2001), incluyendo
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las glandulas salivares, usan el AMPc como el principal activador de la exocitosis. Las vias
exociticas dependientes del AMPc y del Ca?* coexisten en estas células y es probable que utilicen
un mecanismo final comdn dependiente de SNARE. La implicacion de otros componentes SNARE
o de la maquinaria general de fusion en la exocitosis activada por AMPc, no ha sido investigada
todavia. Adicionalmente, los mecanismos moleculares por los cuales el AMPc induce la exocitosis

no han sido establecidos.

El papel regulador del AMPc en la exocitosis activada por Ca2*, que ha sido observado en
varios tipos celulares, puede ser debido a la fosforilacién de una o mas de las proteinas de la
maquinaria general de la exocitosis que son sustratos de la PKA (Turner et al., 1999). El principal
candidato para este papel es la proteina CSP (cysteine string protein), la cual es sustrato de la
PKA in vitro e in vivo. La fosforilacién de la CSP reduce su afinidad de union por las proteinas

sintaxina y sinaptotagmina | (Evans and Morgan, 2002).

4.3. Proteinas de unién a GTP

Anteriormente se ha discutido la importancia general de la familia Rab de GTPasas en el
control de la maquinaria de fusién y en la exocitosis. El papel exacto de las proteinas Rab en la
exocitosis regulada no esta claro, y se han descrito pruebas que apoyan funciones tanto
inhibitorias como activadoras de las proteinas Rab (Darchen and Goud, 2000). Algunas pruebas
han sugerido que otras proteinas de unién a GTP pueden regular la exocitosis. Se ha realizado un
gran esfuerzo para abordar el analisis del papel regulador de las proteinas de unién a GTP en la
exocitosis en un gran numero de tipos celulares secretores (Lindau and Gomperts, 1991). El
punto de partida para estos estudios fue la demostracion de que la guanosina 5'-O-(3-tiotrifosfato)
(GTPyS), un anélogo no hidrolizable de GTP, podia activar la exocitosis detectada mediante la
medida de la capacidad de la membrana en ausencia de un aumento intracelular de Ca?* en
mastocitos (Fernandez et al., 1984), lo que llevo a interpretar que los analogos no hidrolizables
inician la exocitosis por la activacion de la proteina G heterotrimérica en el nucleo de la
maquinaria exocitdtica (Diaz et al., 1989). Los efectos de los analogos de GTPyS pueden ser muy
complejos, y pueden estar implicadas varias proteinas de unién a GTP. Adicionalmente, la
activacion de las proteinas G solo actiia como un activador de la exocitosis independiente de Ca2*
en algunos tipos celulares, entre los que se encuentran los mastocitos. La posible importancia de
las proteinas de unién a GTP en la exocitosis de mastocitos fue desvelada por la posibilidad de
introducir los analogos de GTP en el interior de la célula, estimulando asi la exocitosis (Gomperts,

1983). Posteriores trabajos con mastocitos permeabilizados (Hide et al., 1993; Lillie and
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Gomperts, 1993), medidas de capacidad mediante “patch-clamp” (Fernandez et al., 1984) y
microinyeccion (Tatham and Gomperts, 1991), han establecido que la activacion de las proteinas
de unién a GTP es suficiente para activar la exocitosis sin la necesidad de un incremento de Ca2*
en este tipo celular. La activacion de la exocitosis en mastocitos requiere de la presencia de Ca?*,
pero el aumento de Ca?* es incapaz de desencadenar la exocitosis por si mismo (Howell et al.,
1987; Koopmann and Jackson, 1990). No estéa claro, por lo tanto, si las proteinas de unién a GTP
que activan la exocitosis en mastocitos es una Unica proteina o si son varias las que actlan para
la activacion. A pesar de esta diferencia en el activador, la exocitosis dependiente de GTP en
mastocitos emplea la maquinaria SNARE (Baram et al., 1998; Guo et al., 1998). Los mecanismos
finales implicados en la fusion de granulos en mastocitos son, por lo tanto, probablemente los

mismos que la exocitosis activada por Ca2* en otros tipos celulares.

Algunos de los efectos reguladores en la exocitosis de la activacion de proteinas G estan
mediados por las subunidades o de las proteinas G. Trabajos realizados en mastocitos
(Pinxteren et al., 1998) y en células secretoras de insulina (Zhang et al., 1998) han sugerido que

las subunidades B y y de las proteinas G son necesarias para la exocitosis.

Las células cromafines adrenales son un tipo celular muy bien caracterizado donde la clave
en la activacion es un incremento del Ca2* citosdlico, siendo suficiente para estimular la exocitosis
(Burgoyne, 1991). En este tipo celular se ha demostrado que el GTPyS puede potenciar la

exocitosis dependiente de Ca?* (Burgoyne et al., 1989; Morgan and Burgoyne, 1990).
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5. CINETICA DE LA SECRECION EN DISTINTOS TIPOS CELULARES

La exocitosis regulada de vesiculas secretoras ha sido estudiada durante muchos afios en
un gran numero de tipos celulares. Ello ha dado como resultado una exhaustiva caracterizacion
de la regulacion fisioldgica de la secrecion y la identificacion de las sefiales intracelulares
implicadas. Durante mucho tiempo se sospeché que los mecanismos que soportaban la
exocitosis regulada debian ser bastante diferentes entre tipos celulares y en particular, a la
sinapsis, donde la exocitosis es mas rapida. En los Ultimos afios se ha producido un gran avance
en nuestro conocimiento de muchas proteinas que son necesarias para la exocitosis y que
regulan el proceso. Uno de los aspectos mas sorprendentes ha sido el descubrimiento, al
principio de los afios 90, de que proteinas muy similares tienen la misma funcién en la exocitosis
sinaptica y en la exocitosis constitutiva en levaduras. La expresion de isoformas de SNARE vy sus
reguladores esta siendo ahora extensamente catalogada en muchos tipos celulares secretores.
Parece por lo tanto que el mismo conjunto basico de proteinas (o isoformas de ellas) funcionan en
la exocitosis en todos los tipos celulares que han sido examinados, y que estas son
probablemente las proteinas universales para el proceso. Un nucleo de maquinaria proteica
semejante también funciona en otros eventos de fusion en el interior de la célula pero sin control
de un sensor que requiera un aumento de Ca?* intracelular u otro tipo de sefial (AMPc o
activacion de proteinas de union a GTP). La universalidad de los mecanismos que soportan la
exocitosis ha simplificado enormemente nuestro pensamiento, lo que significa que estos no

necesitan ser estudiados en detalle en todos los tipos celulares.

A pesar de las numerosas similitudes en el proceso de la exocitosis regulada en la mayoria
de tipos celulares, existen diferencias evidentes que reflejan las diferentes funciones fisiolégicas
de cada tipo celular de forma particular. Entre estas peculiaridades se encuentran, por ejemplo,
las variaciones en la tasa de exocitosis, el tiempo de retraso hasta que comienza su curso

temporal y la proporcion de vesiculas que sufren fusion en respuesta a la estimulacion.

5.1. Tasa de secrecion

El terminal nervioso posee un tipo muy especializado de exocitosis disefiado para permitir
un inicio muy rapido del proceso en una escala temporal de submilisegundos (Sabatini and
Regehr, 1996) y es terminado de forma muy rapida para permitir la transmisién de la sefial rapida
y corta a través de la sinapsis. Algunas células endocrinas y neuroendocrinas pueden iniciar la

exocitosis en decenas de milisegundos (Chow et al., 1992; Ammala et al., 1993; Thomas et al.,
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1993a; Thomas et al., 1993b; Heinemann et al., 1994), pero en otros muchos tipos celulares el
inicio es lento (Fernandez et al., 1984), del orden de segundos, y la exocitosis se prolonga
durante largos periodos. Habitualmente en el caso de la secrecion hormonal, la exocitosis no es
un proceso rapido dado que sus efectos son sistémicos tras el transporte por el sistema

circulatorio.

5.2. Proporcion de vesiculas secretadas

La proporcién de vesiculas que sufren exocitosis en repuesta a la estimulacion es variable
entre los distintos tipos celulares. En el caso de las células cromafines adrenales, por ejemplo, un
estimulo fisioldgico (un potencial de accion) en la medula adrenal resulta en una liberacién menor
de una vesicula por célula de media, a pesar de la existencia de una poblacion (“pool”) de
reserva de 30.000 vesiculas por célula (Phillips, 1982). De hecho, la liberacién masiva de las
células cromafines adrenales seria fatal para el organismo. En contraste, los mastocitos funcionan
de forma todo o nada. Dentro de una poblacion, los mastocitos o se desgranulan o no, y si lo
hacen, practicamente todas las vesiculas sufren exocitosis (Hide et al., 1993). Esto es
fisiolégicamente importante para permitir una concentracién elevada de histamina a partir de un

numero reducido de mastocitos en tejidos concretos.

5.3. Mecanismos de focalizacion de la respuesta secretora

Otra diferencia entre tipos celulares secretores que puede estar relacionada con su funcion
es la existencia de exocitosis compuesta. En este tipo de exocitosis, la fusién de una vesicula
secretora con la membrana plasmaética es seguida por fusiones adicionales de otras vesiculas con
la que inicialmente se habia fusionado con la membrana. Esto se ha observado mediante
microscopia electronica al distinguirse invaginaciones hacia el interior celular generados por la
fusion de varias vesiculas. La existencia de este tipo de exocitosis ha sido muy controvertida en
algunos tipos celulares incluyendo las células cromafines adrenales (Baker and Knight, 1981;
Furuya et al., 1989; Plattner et al., 1997), donde es probable que sea un evento raro. En
contraste, esto tipo de exocitosis puede darse con mayor frecuencia o incluso ser predominante
en algunos tipos celulares como en el caso de los eosindfilos. La principal funcion de los
eosindfilos es eliminar parasitos secretando proteinas citotoxicas sobre ellos. La restriccion de la
exocitosis compuesta focalizada en un sitio concreto cercano al parasito seria un mecanismo
fisiologico obvio para dirigir la secrecion unicamente hacia el organismo invasor. La exocitosis

compuesta en eosindfilos ha sido visualizada por microscopia electronica (Newman et al., 1996),
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y estudios electrofisioldgicos han establecido que puede ser disparada por GTPyS introducido
durante el registro de la capacidad eléctrica de la membrana (Scepek et al., 1994; Hartmann and
Lindau, 1995). En eosindfilos, la exocitosis compuesta puede estar precedida por fusion vesicula-
vesicula en el interior celular de forma que se fusionan varias vesiculas con la membrana celular
(Scepek et al., 1994). En otros tipos celulares, la exocitosis compuesta no aparece acompafiada
por la fusion vesicula-vesicula anterior al evento exocitético. Las células que sufren exocitosis
compuesta son capaces de prevenir la fusion vesicula-vesicula, pero la exocitosis compuesta
requiere de los componentes de membrana para que la primera fusion tenga lugar. La exocitosis
compuesta también puede explicar el todo o nada que ocurre en mastocitos, dado que la fusion
de una vesicula puede llevar a provocar la fusion del resto en la célula. Esto es consistente con
las micrografias electronicas de mastocitos desgranulados, que apoyan la idea de la exocitosis

compuesta (Chandler, 1991; Lindau and Gomperts, 1991).

5.4. Activacion y regulacion de la secrecion

La maquinaria basica para la fusion exocitética de membranas que implica a las proteinas
SNARE vy a los reguladores de SNARE es indudablemente la misma en todos los tipos celulares
secretores. En muchos de ellos la misma sefial celular, un aumento de la concentracién citosélica
de Ca?*, es utilizado para activar la exocitosis. Cada tipo celular es sensible, sin embargo, a
diferentes tipos de estimulos externos que generan la elevacion de Caz* y también difieren en los
mecanismos reguladores. Los estimulos externos que generan una activacion de las proteinas de
union a GTP pueden tener muchos efectos diversos sobre la exocitosis en algunos tipos
celulares. Adicionalmente, los agentes que elevan la concentracién de AMP¢ o activan a la PKC
podrian tener efectos especificos del tipo celular regulando de una forma mas fina la maquinaria

exocitica a través de la fosforilacién de componentes clave.

En condiciones fisoldgicas, la activacion de los mastocitos esta provocada por el
entrecruzamiento de los receptores de alta afinidad de inmunoglobulina E (FceRl). Este receptor
una vez activado inicia una cascada de sefializacion que culmina en una respuesta que incluye la
secrecion de mediadores inflamatorios. En esta cascada intervienen las proteinas Lyn y Syk de la
familias de las tirosina-quinasas (PTK) (Eiseman and Bolen, 1992). La activacién de Syc lleva a
por un lado a la activacion de la fosfolipasa C (PKC) y por otro a las activacién de las proteinas
Sos y Vav pertenecientes a las familias Ras y Rac GTPasas respectivamente. La activacion de

estas dos vias de sefalizacion provocan, a través de proteinas efectoras desconocidas, la
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transcripcion de genes de citoquinas y a la exocitosis de las vesiculas secretoras (Nadler et al.,
2000).

5.5. Matriz intravesicular

Un evento fundamental en la secrecion regulada es el empaquetamiento de los productos
de secrecion y su condensacién dentro de las vesiculas secretoras. Existen muchos tipos
celulares en los que se ha demostrado que el interior de las vesiculas secretoras contiene una
matriz cargada eléctricamente. En estos casos, las moléculas de secretagogo cargadas
interaccionan con la red ionica que forma la matriz. Las moléculas a secretar son almacenadas en
el interior vesicular de forma osméticamente inerte produciendo la condensacion de la matriz. La
unién o separacion de las moléculas de secretagogo de la matriz es un proceso de intercambio

i6nico (fig. I-7).

Figura I-7: Esquema del proceso de intercambio idnico entre la solucién extracelular y la matriz de heparina
(lineas curvas azules). La sustitucion de los iones de Na* por las moléculas de serotonina provoca que esta
pase a estar libre en disolucion. Al mismo tiempo se produce el hinchamiento de la matriz.

En los mastocitos la matriz intravesicular esta principalmente constituida por heparina, un
polisacarido sulfatado (Tantravahi et al., 1986). La matriz intravesicular de heparina es sintetizada
inicialmente como un proteoglicano no sulfatado con unas 10 o 15 cadenas de polisacarido
unidas a un nucleo proteico, formando largas cadenas ramificadas con 100 a 200 unidades de
disacaridos cada una. A continuacion, los polimeros glucidicos son sulfatados heterogéneamente,
originandose complejos patrones con una gran densidad de carga negativa, lo que caracteriza a

los glicosaminoglicanos. El proteoglicano resultante esta muy cargado y es altamente hidrofilico,
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siendo capaz de atraer gran cantidad de moléculas de agua para formar un gel hidratado que

posee un gran volumen respecto a su masa.

Existen evidencias que apuntan a que la liberacion de aminas desde vesiculas secretoras
mediante exocitosis no obedecen a las leyes difusionales (Alvarez de Toledo et al., 1993;
Wightman et al., 1995). Las medidas de la liberacion de sustancias oxidables mediante
amperometria en células cromafines y mastocitos sugieren que la tasa de liberacién es
demasiado lenta para ser explicada por difusion Unicamente y parece que puede depender de la
matriz intravesicular de las vesiculas secretoras. Por ejemplo, en las vesiculas cromafines la
disociacién de catecolaminas desde la matriz proteica parece que es uno de los factores
reguladores de la tasa de liberacion de catecolaminas (Schroeder et al., 1996). Existen también
evidencias que apuntan a que, en mastocitos, la tasa de liberacion de serotonina durante la
exocitosis esta limitada por el intercambio ionico entre la matriz y el medio extracelular (Marszalek
et al., 1996). Otro papel que ha sido atribuido a la matriz es la de intervenir en la fase de
expansion del poro de fusidn aportando la energia necesaria para su total apertura e
incorporacion completa de la membrana vesicular en la membrana de la célula (Monck et al.,
1991).
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6. TECNICAS DE MONITORIZACION DE LA EXOCITOSIS

Las técnicas que permiten medir la exocitosis, endocitosis y el reciclado de vesiculas en
tiempo real han permitido un aumento importante en la comprension de estos procesos en
neuronas Y otros tipos celulares secretores. Varias aproximaciones experimentales desarrolladas
durante los ultimos 20 afios han jugado un papel fundamental en el aumento de este
conocimiento. Las tres principales técnicas que han permitido el avance son la monitorizacion de
la capacidad eléctrica de la membrana, los métodos de deteccion electroquimica de los productos
secretados y los métodos de microscopia Optica de imagenes de membranas tefiidas con
colorantes fluorescentes. Cada una de las técnicas contribuye con informacion Unica y
complementaria sobre la exocitosis, la endocitosis, el reciclado de las vesiculas y de la cinética de
estos procesos. Obviamente cada una de ellas presenta unas limitaciones inherentes pero esto

ha sido solventado mediante la combinacién de técnicas de forma simultanea.

6.1. Patch-clamp

La técnica de “patch-clamp” (Hamill et al., 1981) es una potente herramienta para el estudio
de la exocitosis (Neher and Marty, 1982) y de las propiedades del poro de fusién exocitético
(Almers and Neher, 1987; Zimmerberg et al., 1987; Alvarez de Toledo and Fernandez, 1988). Las
medidas de la exocitosis y endocitosis mediante la técnica de “patch-clamp” se basan en el
incremento de la superficie de membrana cuando una vesicula se fusiona con la membrana y en
su decremento cuando la membrana es recuperada mediante endocitosis (fig. I-8). Los cambios
en la superficie de la célula pueden ser monitorizados eléctricamente como cambios en la
capacidad eléctrica de la membrana. Esta técnica ha sido ampliamente empleada en el estudio de
la secrecion en células aisladas como mastocitos (Fernandez et al., 1984), células

neuroendocrinas (Neher and Marty, 1982), e incluso terminales nerviosos (Parsons et al., 1994).

Las medidas de capacidad pueden realizarse mediante la configuraciéon de “whole-cell’ o
mediante parche perforado. La eleccién del método depende del disefio experimental. La dialisis
que provoca la configuracién de “whole-cell” permite el control directo de la composicidn idnica y
de segundos mensajeros de la célula, asi como la introduccién de concentraciones conocidas de
indicadores de Ca?*, quelantes y compuestos secuestradores, péptidos, anticuerpos o proteinas
purificadas para el estudio de los procesos moleculares implicados en la exocitosis y la
endocitosis. Por otro lado, los registros mediante parche perforado puede ser una opcion mas

recomendable para realizar un estudio en condiciones mas proximas a las fisiologicas.
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Figura I-8: Registros de la capacidad eléctrica de células cromafines realizado con la técnica de patch-clamp
en configuracion de célula completa y con fijacion de voltaje. Los potenciales de membrana son -67, -60 y -69
mV en los paneles a, b y ¢ respectivamente. En el panel b se realizan dos despolarizaciones (@) de -60 mV de
20 y 200 milisegundos de duracién. En todos los registros se pueden apreciar saltos de capacidad reversibles.
Modificado de (Neher and Marty, 1982).

Una de las caracteristicas mas ventajosas de las medidas de capacidad es la alta
resolucion temporal con la que la exocitosis y la endocitosis pueden ser monitorizadas. La
sensibilidad de las medidas de capacidad permite la deteccion de eventos unicos exo-
endocitoticos si las vesiculas secretoras tienen un tamario suficientemente grande, como los
presentes en mastocitos y cromafines. Para tamafios menores se utiliza la configuracién de “cell-
attached”, que permite detectar fusiones por debajo de 0.1 fF y que ha permitido detectar fusiones

individuales en neutréfilos (Lollike et al., 1995) entre otros tipos celulares.

La principal limitacion de la técnica son los requerimientos espaciales para el acceso de la
pipeta y la geometria necesaria para la formacion del sello. Esta limitacién ha causado que sélo
en algunos tipos de neuronas hayan podido ser registrada la capacidad eléctrica. Las células
bipolares de la retina (von Gersdorff and Matthews, 1994) y los fotorreceptores (Rieke and
Schwartz, 1994) son dos tipos neuronales que gracias al tamafio de sus terminales, ha sido

posible registrar su capacidad eléctrica.

6.2 Amperometria

Las técnicas de amperometria y voltametria ciclica permiten la deteccion de los productos

liberados por los granulos secretores mediante detectores extracelulares. La optimizacion del
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tamanio de los electrodos por los trabajos de Wightman y sus colaboradores (Wightman et al.,
1991) ha permitido un intensivo uso de estas técnicas en células aisladas principalmente en
mastocitos y células cromafines. La deteccion estd basada en la corriente generada por la
oxidacion o reduccion del producto secretado en la superficie del electrodo de fibra de carbon
situado cercano a la célula. La técnica estd limitada a las células que secretan sustancias
detectables, tales como serotonina o catecolaminas. La amperometria ha sido utilizada también
para la deteccion de catecolaminas liberadas de neuronas del ganglio cervical de la rata (Zhou et
al., 1996) y de la serotonina liberada por neuronas de la sanguijuela (Bruns and Jahn, 1995). Los
ultimos trabajos basados en esta técnica estan realizados en neuronas del mesencéfalo de rata,

detectando la liberacion de dopamina desde vesiculas sinapticas (Staal et al., 2004).

La velocidad y sensibilidad con la que los eventos unicos exocitéticos son detectados
mediante amperometria ha sido utilizada para caracterizar la relacién espacial y temporal entre el
flujo de Ca?* dependiente de voltaje y los eventos exocitéticos generados en células cromafines.
La combinacién de esta técnica con la medida de la capacidad eléctrica permite la monitorizacion
del mismo proceso mediante dos técnicas independientes, lo que aporta informacién que ninguna
de las técnicas por separado facilita. Mediante esta combinacion, el estudio de la secrecion en
mastocitos y células cromafines ha demostrado que los productos secretores pueden ser
liberados durante eventos reversibles de fusion aislados o durante estados del proceso de fusién
incompletos que preceden a fusiones completas. Esta aproximacion experimental ha permitido el

estudio de, por ejemplo, el papel de la matriz intravesicular en mastocitos.

Se ha comprobado en el trabajo presentado en esta tesis que la liberacion de las moléculas
de secretagogo desde la matriz intravesicular afecta a la cinética de liberacion de serotonina en
mastocitos. El hinchamiento de la matriz es producido por el intercambio de moléculas de
serotonina y cationes monovalentes (Marszalek et al., 1995; Marszalek et al., 1997). Este
intercambio produce una tasa de liberacidn de las moléculas que afecta a la forma de las espigas
amperomeétricas. Una vez que las moléculas son liberadas de la matriz, han de pasar a través del
poro de fusion. El tamafio del poro en sus estadios iniciales genera una limitacion estérica al paso
de las moléculas, de forma que es un factor que también puede retrasar la liberacion. Una vez
que las moléculas son liberadas de la matriz y atraviesan el poro de fusion, el recorrido hasta el
detector estad determinado por la difusion. Las distintas fases por las que pasan las moléculas
secretadas pueden ser estudiadas por métodos computacionales, como se detalla mas adelante

en este trabajo.
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6.3. Analisis de imagen

Actualmente, para el estudio de la secrecidn, se utilizan dos técnicas que permiten

monitorizar el reciclado de membranas en tiempo real.

Colorantes de membrana

El desarrollo de los colorantes fluorescentes del tipo FM ha permitido un notable avance en
la comprensién de los fendmenos de reciclado de membranas en el ciclo de las vesiculas
secretoras. Los colorantes fluorescentes FM tifien las vesiculas secretoras, vesiculas sinapticas y
endosomas en una amplia variedad de tipos celulares de forma dependiente a la actividad
secretora de la célula. La distinta cinética de unidn a la membrana de los colorantes tipo FM es lo
que distingue unos de otros, siendo el mas utilizado el FM 1-43. Los colorantes tipo FM se
insertan de forma reversible en la hemimembrana que estd en contacto con la solucion que
contiene el colorante sin penetrar en la bicapa lipidica. Por lo tanto, el colorante puede ser
internalizado por endocitosis y posteriormente liberado por sucesivas rondas de exocitosis. La
propiedad mas importante de los colorantes tipo FM es que la intensidad de la fluorescencia es
350 veces mayor cuando el colorante se encuentra unido a la membrana que cuando las
moléculas se encuentran en disolucidn. Esto permite la tincion de las membranas mientras el
colorante esta presente en la solucion externa y la eliminacion del marcaje cuando se lava con

solucion externa sin colorante.

La mayor ventaja que posee el estudio de las iméagenes de células tefiidas con FM es que
permite obtener informacion espacial del ciclo de las vesiculas secretoras. Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para el estudio del trafico de vesiculas sinapticas de la unién
neuromuscular de la rana (Kraszewski et al., 1995; Ryan and Smith, 1995). Esta misma técnica
ha sido utilizada para el estudio de la unién neuromuscular en Drosophila (Ramaswami et al.,
1994), células cromafines (Smith and Betz, 1996) y células bipolares de la retina de la carpa
(Lagnado et al., 1996).

A pesar de que las técnicas de imagen aportan informacién espacial muy valiosa respecto
al tréfico y reciclado vesicular, presentan una resolucion temporal muy inferior a la de las técnicas

electrofisiologicas.

pHluorinas
Aunque los colorantes tipo FM han permitido un gran avance en lo que a nuestro

conocimiento del ciclo de las vesiculas secretoras se refiere, su uso tiene varios inconvenientes.
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Dado que las medidas con FM constan de 2 fases, carga y descarga, separadas por un tiempo
relativamente largo (minutos), no permiten el seguimiento continuo del proceso secretor. Ademas,
los colorantes de membrana tifien inespecificamente la membrana, y no proporcionan informacidn
sobre el ciclo de proteinas especificas. Las pHluorinas son una aproximacién novedosa que salva
algunas de las limitaciones de los colorantes tipo FM. Las pHluorinas estan basadas en la
proteina fluorescente verde (GFP, “green fluorescent protein”), la cual se puede encontrar unida a
la regidén luminal de alguna proteina asociada a la membrana de vesiculas sinépticas
(Miesenbock et al., 1998). Para el estudio del ciclo secretor, la GFP de la que derivan las
pHIuorinas es la variante ecliptica, que se encuentra protonada cuando el pH es inferior a 7.1, no
emitiendo en estas condiciones fluorescencia. La acidificacién de las vesiculas sinapticas provoca
que en su interior la GFP de la pHluorina esté protonada y no emita fluorescencia. Durante el
proceso de fusion, el pH luminal vesicular pasa a ser superior a 7.1, y la pHIluorina emite
fluorescencia. De este modo se pueden monitorizar los eventos exocitoticos con la emision de luz.
Adicionalmente, la reacidificacion que ocurre en el ciclo de las vesiculas protona de nuevo la GFP
y deja de emitir fluorescencia. La pHluorina mas utilizada es la sinaptopHlurina. La
sinaptopHluorina es una proteina de fusiéon de la GFP ecliptica y la proteina VAMP (vesicle-
associated membrane protein). La sinaptopHluorina se ha empleado para el estudio de la
endocitosis (Sankaranarayanan and Ryan, 2001), de la exocitosis (Schwarz, 2004) y del ciclo de
las vesiculas sinapticas (Li et al., 2005) en neuronas.

6.4. Métodos computacionales

Los métodos computacionales permiten el estudio de las diversas fases que componen el
proceso exocitico. El principal método computacional clasicamente utilizado ha sido el método de
Monte Carlo. El método de Monte Carlo esta basado en la generacion, mediante un ordenador, de
trayectorias aleatorias de las moléculas de secretagogo. En este método disefiado por Neher y
colaboradores (Haller et al., 1998) las trayectorias estan compuestas por pasos discretos de una
longitud fija y poseen un curso temporal calculado en funcién del coeficiente de difusion de la
molécula objeto del estudio. La diversidad de las trayectorias se consigue mediante la
aleatoriedad de la direccion en la que se produce el movimiento de la particula, de forma que
cada molécula emplea un tiempo distinto en llegar al detector. De este modo se consiguen
simular tasas de liberacion que generan espigas amperométricas que pueden compararse con las
registradas e inferir las condiciones que la generaron. Adicionalmente, las simulaciones de Monte
Carlo permiten establecer las diferentes condiciones geométricas del registro, pudiéndose variar

diversos parametros que afectan al proceso de liberacion de los productos de secrecion. Es por
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ello que, mediante el uso de simulaciones, se pueden estudiar por separado las distintas fases del

proceso y estudiar el modo en que afectan a la cinética de liberacion.

35



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Introduccion

7. POROS DE FUSION Y EXOCITOSIS KISS-AND-RUN

El poro de fusion es una estructura molecular que conecta los lumenes de dos
compartimentos membranarios durante su fusion. A pesar de su vital importancia para el proceso
de la exocitosis, se desconoce su naturaleza. Para su estudio se han utilizado diversas técnicas,
aunque inicialmente su existencia se puso de manifiesto por técnicas de microscopia electronica
en mastocitos (Chandler and Heuser, 1980) y células cromafines (Schmidt et al., 1983) entre
otros. Las micrografias obtenidas muestran poros de 20 a 100 nm de didmetro que proporcionan
una via acuosa entre el lumen de las vesiculas secretoras y el medio extracelular (fig. I-9). Otra
importante observacion es la aparicién en las micrografias de estructuras filamentosas situadas
entre las vesiculas secretoras y la membrana plasmatica (Chandler and Heuser, 1980). Estos
filamentos estan compuestos de actina (Segawa and Yamashina, 1989). Las estructuras
filamentosas se observan en regiones donde se localizan los eventos exocitéticos, por lo que es
posible que componentes del citoesqueleto, a través de la interaccidn con otras proteinas, puedan
estar implicados en las propiedades del poro de fusion. Esto podria ocurrir formando parte de
una estructura macromolecular que puede dirigir y regular la formacion y expansién del poro de
fusion. Esta estructura puede ser considerada como un andamiaje que permite la aproximacion

de las dos membranas y genera las condiciones necesarias para la fusion de estas.

Figura 1-9: Micrografias
electrénicas de las zonas
activas de 3 uniones
neuromusculares  tefiidas
con peroxidasa de rabano.
Se pueden apreciar distintas
fases en la fusién de
vesiculas con la membrana
plasmatica (flechas). Cal.:
0.25 um. (Ceccarelli et al.,
1973)

La observacion de la estructura del poro de fusién mediante micrografias electronicas no
aporta informacion cinética del proceso de fusion. La técnica de “patch-clamp” permite obtener
informacion cuantitativa del poro de fusién al medir directamente sus propiedades biofisicas
(Breckenridge and Almers, 1987a). Los primeros experimentos mediante “patch-clamp” se

realizaron en mastocitos procedentes de ratones mutantes beige, que se caracterizan por un
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tamafio anormalmente grande de las vesiculas (Chi and Lagunoff, 1975; Chi et al., 1978). Asi se
definieron tamafios de poro de fusion menores que los detectados mediante micrografia
electronica (Breckenridge and Almers, 1987a). Otra aportacion muy importante al conocimiento
del proceso exocitdtico mediante la técnica de “patch-clamp” procede de los experimentos que
demuestran que la conexion entre el medio extracelular y el interior de la vesicula secretora es
anterior al hinchamiento de la matriz intravesicular (Zimmerberg et al., 1987). Este trabajo
descartd la posibilidad de que el hinchamiento de la matriz fuese la responsable de la fusién de
membranas en el proceso exocitico (fig. I-10). Posteriormente se postuld que el hinchamiento que
sufre la matriz proporcionaba la fuerza motriz responsable de la expansién del poro de fusion una
vez formado (Monck et al., 1991). Este planteamiento sera tratado en el trabajo presentado en
esta tesis doctoral. Todos estos datos han aportado importantes hallazgos acerca de la

naturaleza y sobre los mecanismos que permiten la formacién y desarrollo del poro de fusion.

Por otro lado, la técnica de la amperometria permite la monitorizacién mediante oxidacién
de los productos de secrecion. Una fibra de carbono sometida a un potencial eléctrico adecuado
es capaz de oxidar las moléculas de secretagogo de mastocitos (serotonina), células adrenales
cromafines (adrenalina y noradrenalina) y algunos tipos de neuronas (Staal et al., 2004). Los
electrones obtenidos generan una corriente que es registrada en forma de espigas
amperométricas, ofreciendo informacién sobre la cantidad de moléculas liberadas en un unico
evento exocitotico e, indirectamente, permitiendo determinar las propiedades dinamicas del
proceso de secrecion. Como se explicara mas adelante, la existencia del denominado pie
amperomeétrico en los registros de amperometria es un método de estudio de las caracteristicas

de la fase de expansién del poro de fusion.

El proceso de exocitosis mediante “kiss-and-run” esta basado en la reversibilidad de la fase
de expansién del poro de fusién. Mediante este tipo de exocitosis es posible la liberacion de
secretagogo desde una vesicula sin la necesidad de la incorporacion completa entre las
membranas vesicular y plasmatica. De esta forma, el proceso reversible permite la recaptacion de
la membrana de la vesicula para una posterior reutilizacion (Ceccarelli et al., 1973; Fesce et al.,
1994).
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Figura I-10: Experimentos realizados en mastocitos de ratdn beige de medida de la capacidad eléctrica y de
microscopia optica de forma sincronizada que demuestran que el hinchamiento de la matriz es posterior a la
fusion de la vesicula secretora. (A-G) Fotografias realizadas durante la degranulacién mostrando la capacidad y
la conductancia del registro en la configuracién de célula completa. En el panel C se sefiala con una flecha el
momento en el que se produce la fusién de la vesicula sefialada en A con la flecha. (H,l) Paneles con 3
ejemplos de registro de capacidad eléctrica en la que se aprecia el salto de capacidad correspondiente a una
fusion de una vesicula secretora individual y se sefiala con una flecha el momento en el que se produce el
hinchamiento de la matriz intragranular obtenido de las imagenes de microscopia. Modificado de (Zimmerberg
etal., 1987).

El uso de técnicas que miden directamente las propiedades biofisicas de la membrana han
permitido el estudio de las propiedades dinamicas del poro de fusion. La técnica de la medida de
la capacidad eléctrica de la membrana mediante “patch-clamp” permite un analisis cuantitativo del
poro de fusion (Neher and Marty, 1982) al obtenerse los valores de conductancia eléctrica del
poro de fusion en sus estadios iniciales. Este abordaje permite estudiar la funcién de proteinas
implicadas en la exocitosis en el poro de fusién mediante ratones nulos (“knock-out’) para estas

proteinas.

El tiempo empleado en la liberaciéon del contenido de una vesicula esta por debajo del
segundo a través de poros de fusién detectados en mastocitos (Breckenridge and Almers, 1987a),

células cromafines (Albillos et al., 1997), eosindfilos (Scepek et al., 1998) y neutrdfilos (Lollike et
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al., 1995). En el caso de la vesicula sinaptica, la medicion biofisica del ‘kiss-and-run” posee
dificultades técnicas, pero se han obtenido datos que demuestran su existencia mediante la
pérdida de colorantes lipofilicos fluorescentes desde la membrana plasmatica. Existen trabajos
que han resuelto de forma individual los eventos de fusion procedentes de la exocitosis de
vesiculas sinapticas promediando varios miles de eventos individuales de fusién (Sun et al.,
2002). La funcionalidad del “kiss-and-run” en la regulacion de la liberacion de neurotransmisor
permanece en controversia. La liberacion de catecolaminas mediante “kiss-and-run” ha sido
demostrada directamente usando de forma combinada la capacidad eléctrica de la membrana y la
amperometria bajo concentraciones altas de Ca2* (Albillos et al., 1997; Ales et al., 1999).
También, la fusibn mediante “kiss-and-run” ha sido demostrada basandose en la captura de
marcadores extracelulares tras la exocitosis en vesiculas intracelulares que aun retienen las
caracteristicas de los granulos cromafines, incluyendo la presencia del dense core (nucleo denso)
(Henkel et al., 2001). Estos datos independientes son consistentes con la liberacién parcial de los

productos de secrecion desde las vesiculas secretoras cromafines.

Existen pruebas que sugieren que el ‘kiss-and-run” puede ser un proceso regulado,
permitiendo que la exocitosis ocurra predominantemente mediante fusién completa o mediante
kiss-and-run bajo ciertas condiciones (Burgoyne et al., 2001a; Burgoyne et al., 2001b). Aunque
probablemente el ‘kiss-and-run” permite la liberacion de todo el contenido de las vesiculas
sinapticas, en el caso de las vesiculas secretoras de nucleo denso es posible que liberen
parcialmente su contenido a través del poro de fusion, permitiendo la regulacion de la cantidad de
producto exocitado por evento de fusion (Elhamdani et al., 2001; Burgoyne and Barclay, 2002). La
regulacion de la cantidad de contenido liberado mediante ‘kiss-and-run” se ha demostrado en
celulas cromafines (Graham and Burgoyne, 2000; Graham et al., 2000) y en células B
pancreaticas (Smith et al., 1995). También se ha comprobado que una gran variedad de
condiciones puede modificar la cantidad liberada por vesicula (quantal size) en células
cromafines, que concuerdan con cambios en la cinética de los eventos Unicos secretores
consistentes con alteraciones en la dinamica del poro de fusién. Estos efectos se han visto tras el
tratamiento con ésteres de forbol (Graham et al., 2000), modificacion de Ca?* intracelular
(Elnamdani et al., 2001), en células con sobreexpresion de proteinas CSP (Graham and
Burgoyne, 2000) o expresando mutantes de Munc18 (R39C) (Fisher et al., 2001) entre otros.

Una cuestion importante sobre la reversibilidad del poro y, por lo tanto del “kiss-and-run”, es
como ocurre el cierre del poro de fusion. Existen dos posibilidades extremas. En la primera de

ellas es necesario asumir que la maquinaria exocitica que permite la fusion puede actuar de
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forma reversible. Esta idea no concuerda bien con el hecho de una fusién conducida por la
formacion de los muy estables complejos SNARE (Hanson et al., 1997a; Sutton et al., 1998) los
cuales solo pueden ser desensamblados tras la fusion por la lenta accion de a-SNAP y NSF
(Sollner et al., 1993a). Esta hipétesis no puede ser descartada, pero los datos experimentales se
muestran contrarios a la necesidad del mantenimiento de un complejo SNARE estable durante un
proceso de fusion (Graham et al., 2001). Un argumento a favor de este primer modelo que implica
la reversibilidad de la maquinaria de fusion es la presencia de oscilaciones (flickering) del poro de
fusion cuando es detectado mediante técnicas biofisicas (Fernandez et al., 1984). En el segundo
modelo, la maquinaria de fisidn responsable de la formacion de las vesiculas endociticas
envueltas por clatrina (accion basada en la actividad de la dinamina (Fernandez et al., 1984))
seria capaz de realizar su funcion de estrangulamiento en milisegundos sobre las vesiculas en el
proceso de fusion. La segunda explicacién esta apoyada por los estudios realizados en un
mutante de Drosophila con un defecto sensible a temperatura en la dinamina (Shibire). Este
mutante muestra una neurotransmision en la que la recaptacion de vesiculas esta disminuida en
la escala temporal de milisegundos (Ohara-Imaizumi et al., 1997). Es dificil asumir que hay tiempo
suficiente para el ensamblaje de las proteinas de la envuelta de clatrina (Cremona and De Camiilli,
1997; Wigge and McMahon, 1998; Marsh and McMahon, 1999) y de la maquinaria de la
endocitosis en el sitio de la fusién. Otra posibilidad es que la escisién esté llevada a cabo por la
dinamina pero de forma independiente a la clatrina (Artalejo et al., 1995). Ademas de un
mecanismo rapido para la recaptacion de la membrana vesicular, existen pruebas de la existencia
de multiples vias endociticas en las células secretoras (Schmidt et al., 1983; Smith and Neher,
1997). Existe la posibilidad de que la via dependiente de clatrina es Unicamente utilizada para el
reciclaje de membrana mas lento tras una fusién completa o tras un largo periodo de exocitosis
(Palfrey and Artalejo, 1998).
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OBJETIVOS:

Se ha avanzado mucho en el conocimiento de la biofisica y en la relacién estructura-
funcién de proteinas que participan en la exocitosis. Sin embargo, debido a la complejidad
molecular y la vida extremadamente corta del poro de fusién, aun se desconoce la estructura
molecular del mismo y si éste esta sujeto 0 no a regulacion celular. En el presente trabajo nos
hemos marcado como objetivo general estudiar las ultimas etapas del proceso secretor utilizando
modelos animales en los que se eliminan proteinas que pueden contribuir a etapas concretas del

proceso.

Nos hemos centrado en dos aspectos fundamentales:

1) Estudiar el papel de la matriz intravesicular de heparina en el proceso secretor en
mastocitos del peritoneo. Para ello hemos utilizado animales carentes de heparina
(ratones carentes del enzima responsable de la sintesis de heparina) y comparar la
cinética de la exocitosis con animales controles.

2) Estudiar la cinética de la exocitosis en animales carentes de proteinas de las vesiculas de
secrecion que podrian estar implicadas en el proceso de fusion y expansion del poro de

fusion. Para ello hemos utilizado ratones nulos de la proteina SCAMP1.

Este doble abordaje nos permitird disecar la cinética de la exocitosis de una forma
novedosa en el laboratorio, ya que no existen precedentes en la literatura de haber estudiado el
fendmeno secretor con técnicas resolutivas, como lo son la medida de la capacidad eléctrica de la
membrana y el registro simultaneo mediante amperometria en vesiculas unicas de mastocitos

peritoneales.

Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1) Desarrollo de un sistema optimizado de anélisis de registros simultaneos de capacidad
eléctrica de la membrana y amperometria basado en el programa Igor Pro.

2) Obtencion de registros de vesiculas secretoras Unicas en mastocitos peritoneales de
ratones mutantes carentes de heparina y comparar los resultados con los animales

controles.
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3)

Estudiar las ultimas etapas del proceso secretor en animales carentes de heparina y
estudiar el comportamiento del poro de fusién en ausencia de matriz vesicular.

Asignar un papel a la matriz vesicular en el modelo de expansion del poro de fusidn.
Estudiar la cinética de la exocitosis en animales carentes de la proteina vesicular
SCAMP1.

Plantear un modelo de regulacién de la expansion del poro de fusion por proteinas

vesiculares.
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1. ANIMALES

Los animales utilizados para la realizacion de esta tesis han sido ratones (Mus musculus).
Todos los ratones han sido mantenidos en el estabulario de la Facultad de Medicina en Sevilla

(centro autorizado para estos fines por la autoridad competente, niumero de registro SE-1).

Las condiciones en las que han sido mantenidos los animales se ajustan a lo establecido
en el articulo 4 del capitulo Il sobre condiciones de alojamiento y manejo de animales (Real
decreto 1201/2005 de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos). Las condiciones ambientales fueron las siguientes:
temperatura de 20 a 22°C, humedad relativa entre el 40 y 60 %, ciclos de luz-oscuridad de 12 hy
sistema de ventilacion que permite de 10 a 15 renovaciones de aire por hora. Las necesidades
nutricionales de dichos animales son cubiertas por una dieta comercial de férmula cerrada en
forma de pellets (A04 y AO3, en funcion de la edad de los animales) administrada ad-libitum.
Tanto la salud como el bienestar animal fue supervisado de forma diaria por personal

competente.

En cuanto al sacrificio de los animales, el método de eutanasia elegido ha sido la
decapitacion que implica la separacion del cuello del animal muy cerca de la cabeza usando un
instrumento afilado y disefiado para este fin, asegurando una separacion rapida en posicion
correcta. Para la eleccion de dicho método, nos hemos basado en “Recomendaciones para la
eutanasia de los Animales de Experimentacion” (FELASA). Este documento fue elaborado para
la DGXI de la Comision Europea, para ser utilizado con la Directiva 86/609/EEC del 24 de
Noviembre de 1986, relativa a la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados miembros respecto a la proteccion de los animales utilizados para

experimentacion y otros fines cientificos (N° L358, ISSN 0378-6978).

Las ratones que se han empleado para este trabajo pertenecen a lineas de ratones
modificadas genéticamente, concretamente “knock-out” de dos proteinas diferentes:

e Linea de ratones mutantes en el gen del enzima N-deacetil/N-sulfotransferasa 2 (NDST-
2)(Forsberg et al., 1999). Esta linea de ratones fue generésamente cedida por Sabine
Hilfiker (Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra, CSIC). El genotipado de los
ratones de la linea NDST-2 fue realizado por cortesia de Rocio Ruiz, perteneciente al
grupo de investigacion de la Dra. Tabares (Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica,

Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla).
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e Linea de ratones mutantes en el gen que codifica para la proteina SCAMP1 en ratones
beige (SCAMP1-Bg). La linea de ratones SCAMP1 fue generada (Fernandez-Chacon et
al., 1999) y cedida por el Dr. Ferndndez-Chacén (Departamento de Fisiologia Médica y
Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla). La linea se generd por cruces
entre la linea SCAMP1 y la linea beige en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Sevilla realizados por Manuel Castellano, perteneciente al grupo del Dr.
Fernandez-Chacon. El genotipado de los ratones resultantes de esta linea también fue

realizado por Manuel Castellano.

Los animales elegidos para los experimentos eran adultos de sexo masculino con las siguientes
caracteristicas:

e Linea NDST-2: peso de 36 a 46 gramos y edad de 14 a 18 semanas.

e Linea SCAMP1-beige: peso de 40 a 50 gramos y edad de 50 a 60 semanas.

El nimero de animales utilizados fue de 3 ratones NDST-2 y 2 ratones control procedentes
de dos camadas de los mismos progenitores para los experimentos de la implicacion de la matriz

intravesicular en la cinética de la secrecion.

Para el estudio del papel de la proteina SCAMP1 en la cinética de la secrecion, se
utilizaron 4 ratones SCAMP1-beige y 3 ratones beige, procedentes de 2 camadas distintas de 2

parejas de progenitores.
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2. CULTIVO DE MASTOCITOS

El tipo celular utilizado para la realizacién de este estudio han sido mastocitos
peritoneales. Para el cultivo agudo de los mastocitos se realizaron lavados peritoneales tras el
sacrificio y desangrado de los ratones. El lavado peritoneal consiste en la inyeccion
intraperitoneal de 5 ml. de solucion de extraccidn (Tabla Ill-1). Tras un suave masaje en la zona
abdominal, se realiza una incision en la piel y en el peritoneo para la absorcion de la solucion de
extraccion con una pipeta pasteur de plastico. La solucion extraida es centrifugada a 800 r.p.m.
durante 5 minutos a 4°C y el pellet es resuspendido en 2 ml. de solucion externa de extraccion
(Tabla Ill-1). Tras resuspender el pellet se afiaden 0.5 mg. de serotonina y se siembran las
células. Una vez sembradas se incuban a 37°C y 5% de CO; y 95% de aire en un incubador
Thermo-Forma Mod. 371 (Thermo Electron Corporation). Todos los registros se realizaron tras
una hora de incubacion para que las células se adhieran a la camarita de registro y antes de las
8 horas de cultivo. El pH de todas las soluciones ha sido medido en un pHmetro MicropH 2002
(Crison). Para la medida de la osmolaridad se ha utilizado un osmémetro de presién de vapor
(Wescor 5500, Utah, EE.UU.). Todas las soluciones empleadas para la realizacion del estudio
fueron realizadas con agua tratada mediante dsmosis inversa (Milli-Ro 6 Plus, Millipore) y
posteriormente desionizada mediante resina de intercambio i6nico (Milli-Q Plus, Millipore)

presentando una resistividad de 18.2 MQ-cm-!.

Tabla lll-1: Composicién de la solucion externa de extraccion y cultivo. pH 7.22. Osm: 305 mmol/Kg

Compuesto NaCl CaClz MgCl: KOH HEPES glucosa NaHCO3;
Concentracion (mM) 150 1 2 2 10 5.6 4.5
Sigma | Sigma | Sigma Panreac Sigma Sigma Sigma
Marca / codigo
S7653 | C3881 M8266 141515.1211 H3375 G7528 S8875

Para la preparacién de esta solucion se pesan NaCl y HEPES (acido 4-(2-
Hidroxietil)piperazin-1-etanosulfonico) sélidos y se afiaden a agua desionizada. A continuacion
se utilizaron disoluciones 1 M de CaCly, MgCl, y KOH preparadas con anterioridad para
completar la solucion. Se preparan 2 litros de solucién externa stock que son conservados a 4°C
y utilizados durante 2 semanas aproximadamente. Inmediatamente antes de la realizacién del
cultivo, a la solucién stock se afiade glucosa (5.6 mM, Sigma G7528), NaHCOs (4.5 mM, Sigma
S8875) y serotonina (0.5 mM, Sigma H9523) pesando la cantidad necesaria y afiadiéndola a 50
ml de solucién externa stock. Esta solucion se introduce 30 minutos en el incubador de CO;

antes de ser inyectado en el animal.

49



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Materiales y métodos

3. REGISTROS

3.1. Solucién externa de registro

Esta solucion bafia a las células durante el registro. La composicion se detalla en la Tabla
lll-2. Esta solucién se prepara a partir del stock de solucion externa (Tabla Ill-1) a la que se
afiade glucosa y se introduce en el incubador durante 1 hora antes de ser utilizada. Esta solucion

sustituye a la solucion externa de extraccion para la realizacion del registro.

Tabla IlI-2: Composicion de la solucion externa de registro. pH 7.22. osmolaridad: 310 mmol/Kg

Compuesto NaCl CaCl: MgCl: KOH HEPES glucosa
Concentracion (mM) 150 1 2 2 10 5.6
. Sigma Sigma Sigma Panreac Sigma Sigma
Marca / cédigo
S7653 C3881 M8266 141515.1211 H3375 G7528

3.2. Solucién interna de registro

Esta solucién sustituye al citoplasma al ser dializado en la configuracion de “whole-cell”.
Se introduce en la pipeta de “patch” antes de realizar el registro. La composicion se detalla en la
Tabla IlI-3.

Tabla llI-3: Composicién de la solucion interna de registro. pH 7.22. osmolaridad: 300 mmol/Kg

Compuesto L-glutamato-K MgCl. HEPES | K»-EGTA | Ca-EGTA | Mg-ATP | GTP-yS

Concentracion (mM) 125 7 10 2.5 7.5 0.2 0.001

Fluka Panreac Sigma Sigma Sigma Sigma | Sigma

Marca / cédigo
49601 1415151211 | H3375 | E0396 E0396 A9187 | GB8634

En la solucidn interna de registro la concentracion de calcio libre se determina mediante
las concentraciones relativas de K-EGTA y Ca-EGTA. EI EGTA (N,N,N’,N’,actido tetraacético
etilen-glicol bis (B-aminoetil éter)) es un tampén de Ca2?* cuyas sales de K y Ca?* fueron
introducidas en la proporcién adecuada (1:3) para obtener una concentracion final de Ca2* libre
de 0.44 uM (Neher, 1988).

Ambos tampones de Ca2* se preparan a partir de una solucién 200 mM de EGTA titulada

con KOH hasta un pH de 6,5. La mitad de esta solucion se diluy6 hasta 100 mM y se llevd hasta

50



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Materiales y métodos

un pH de 7.2 y almacenada a -20°C como la sal de potasio (K-EGTA). La otra mitad de la
solucion sirvio para la elaboracion de la sal de calcio (Ca-EGTA). Para su preparacion, se
afiaden volumenes pequefios de CaCl, y para cada adicion se titulé el pH hasta pH 6,5. Cuando
el EGTA esta cercano a la saturacion, la solucion se diluy6 hasta 100 mM, se ajustd el pH con
KOH y se almacen¢ a -20°C. Con este tampdn, un mol de KOH neutraliza la modificacion de pH

producida por un mol de CaCl..

3.3. Modelo eléctrico de membrana

Segun el modelo eléctrico de la membrana, los canales i6nicos inmersos en la bicapa
lipidica se comportan como una resistencia eléctrica y la bicapa lipidica como un dieléctrico
impermeable al paso de iones (fig. lll-1). El condensador esta formado por lo tanto con los
medios extracelulares, eléctricamente conductores, y la bicapa lipidica como dieléctrico. La
membrana de las vesiculas secretoras poseen las mismas propiedades eléctricas. La capacidad
eléctrica de la vesicula secretora se suma a la que posee la membrana plasmatica al fusionarse

con esta, de forma que la capacidad total aumenta.
La capacidad eléctrica de un condensador plano esta determinada por la férmula
A
C=¢gg,— ]
d

donde ¢ es la constante dieléctrica relativa del material aislante que separa dos placas
conductoras de superficie Ay d es la distancia que las separa. La constante dieléctrica relativa a
la del vacio de la bicapa lipidica (€) es de 18.6 x 10-'2 CV-'m-" siendo la del vacio (go) de 8.85 x
10-12 CV-'m-'. Modelando la membrana plasmatica como un condensador, y teniendo en cuenta

que el espesor de la bicapa lipidica es constante e igual a 15 nm, la capacidad eléctrica depende
unicamente de la superficie de la célula. La sustitucién de los valores de €,e0 y d permite el

calculo de la capacidad especifica de la membrana que es de 1 uF/cm2.
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bicapa
lipidica

i6nico

Figura lll-1 : Modelo eléctrico de membrana, mostrando el circuito equivalente formado por la capacidad
eléctrica de la membrana (Cm) y la resistencia de los canales idnicos (Rm).

3.4. La técnica de “patch-clamp”

La técnica del “patch-clamp” consiste en la formacién de un sello entre la punta de una
micropipeta de cristal y la membrana celular. Este sello, denominado “giga-sello” por tener una
resistencia eléctrica del orden de gigaohmios, permite conseguir el aislamiento quimico y
eléctrico entre el interior de la micropipeta y el medio extracelular. Una vez que la membrana y la
micropipeta entran en contacto, la aplicacion de presion negativa al interior de la pipeta provoca
la invaginacién de parte de la membrana celular en el interior de la punta de la pipeta,
produciéndose la formacion del gigasello.

Existen distintas configuraciones de la técnica de “patch-clamp”. La anteriormente descrita
es denominada “cell-attached”, a partir de la cual se originan el resto de configuraciones de la

técnica.

En la configuracion del célula completa (‘whole-cell’), tras la formacion del sello, el parche
de membrana que se encuentra debajo de la punta de la micropipeta es escindido mediante la
aplicacion de presion negativa (fig. 1ll-2). Se consigue de esta forma la continuidad eléctrica y
quimica entre el interior de la pipeta y el citosol, siendo este ultimo sustituido por la solucién del
interior de la pipeta, lo que permite el control de su contenido. Un amplificador de “patch-clamp”
es conectado entre el electrodo situado en el interior de la pipeta de “patch” y otro de referencia

situado en el medio extracelular. Mediante esta configuracion se puede establecer el potencial de
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membrana (“voltage-clamp”) y medir la corriente que atraviesa la membrana, pudiendo distinguir
entre dos tipos de corrientes ibnicas: resistivas y capacitativas. Las corrientes resistivas son
debidas a la permeabilizacién de iones a través de los canales i6nicos. Las corrientes
capacitativas se corresponden con el flujo de iones requeridos para cargar el condensador que
forma la membrana celular y alcanzar un determinado potencial. La carga total necesaria
depende linealmente del area celular dado que las membranas bioldgicas poseen una constante
especifica de capacidad. Por lo tanto, la capacidad eléctrica de la membrana puede ser utilizada
para medir el incremento de la superficie celular cuando las vesiculas secretoras se funden con
la membrana celular durante la exocitosis. Esta técnica se emplea para detectar la actividad
exocitotica y endocitotica de células secretoras (Neher and Marty, 1982; Lindau and Neher,
1988).

Figura -2 : Esquema de la
configuracion de ‘“whole-
cell” de la técnica de patch-
clamp. Se muestran los
parametros eléctricos del
circuito equivalente. Cnm,
capacidad eléctrica de la
célula. Cg, capacidad de la
vesicula. Gp, conductancia
del poro. Modificado de
(Monck and Fernandez,
1992).

53



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Materiales y métodos

3.5. Medida de la capacidad eléctrica de membrana

En la configuracién de “whole-cell’ el circuito eléctrico formado es el representado en la

figura ll-3 .

Rs

Vi=lrxRs

Figura lll-3 : Técnica de “patch-clamp” en configuracion de célula completa. La pipeta esta en continuidad
eléctrica con el interior celular a través de la resistencia de acceso (Rs). Al aplicar un voltaje V a la entrada
no inversora del amplificador operacional, la corriente generada (Ir) presenta dos componentes, el
componente resistivo (Ir) y el capacitativo (Ic). Existe otro componente en el circuito no representado en la
figura que es un condensadordebido, entre otros, a la pipeta (Cp).

La capacidad debida a la pipeta (Cp) es del orden de picofaradios (pF) y puede ser
cancelada usando el circuito de compensacion del amplificador. Rs es la resistencia de acceso o
resistencia en serie, que se debe a la geometria de la pipeta y a cualquier obstruccion existente
de la pipeta a causa del contenido celular. El valor de Rs es del orden de 10 MQ. Su reciproco
en términos de conductancia se denota como Gs. Cn es la capacidad de la membrana y R es su
resistencia. Esta Ultima viene determinada por las propiedades de los canales idnicos de la
membrana. Rm no es lineal a potenciales que activen los canales dependientes de voltaje en

células excitables y, en nuestro caso, del orden de 1 GQ.

Como se ha explicado anteriormente, la aplicacion de un voltaje a la célula en
configuracion de whole-cell genera una corriente eléctrica. Esta corriente es suma de los

componentes resistivo (Ir) y capacitativo (lc),
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]:[R+[C 2]

En términos de voltaje, considerando que la corriente en la rama del condensador es
proporcional a la derivada del cambio de potencial a través del condensador, puede escribirse o

siguiente:

j=c 4.7
"dt R 13

m
La técnica de “patch-clamp” permite registrar tanto la corriente ionica resultado de un
incremento en la conductancia de la membrana celular como la corriente capacitativa resultado

de un incremento de la superficie de la membrana plasmatica.

Existen distintos métodos para detectar y cuantificar cambios en la corriente total de la
célula que son debidos Unica y exclusivamente a incrementos de la capacidad eléctrica. Los mas
utilizados son las técnicas de dominio de frecuencia por su alta resolucion temporal. Estas
técnicas estan basadas en la asuncion de que a una determinada frecuencia pequefios cambios
en la conductancia de la membrana (Gm) y en la resistencia en serie (Rs) tienen poco efecto en la
determinacion de los cambios de la capacidad eléctrica de la célula (Cr). De entre este tipo de
técnicas, la utilizada para los experimentos descritos en este trabajo es la técnica de Neher y

Marty (Neher and Marty, 1982) por su alta resolucion en la medida de la capacidad.

La técnica consiste en realizar una fijacion de voltaje en la configuracién de célula
completa de “patch-clamp”. En estas condiciones, la corriente (I) debida a un estimulo de voltaje

variable sinusoidal viene determinada por:

G, +joC,
G,/G +joC, |G, +1

I=V.Yy=»v.

[4]

donde V es el voltaje aplicado (V = Veom(t)) € Y es la admitancia (inversa de la impedancia) total
de la célula, suma de la admitancia resistiva y la capacitativa. El célculo de la impedancia del
circuito equivalente de una célula en la configuracion de célula entera o whole-cell se explica a
continuacion. Primero se calcula la impedancia del circuito en paralelo de Cn y Rm (fig. 111-3). El
inverso de la impedancia de membrana (Zm) es la suma de las inversas de la resistencia de la

membrana e impedancia capacitativa (1/ joCn)
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1 1
VA R S m Bl

siendo m=2+7tef y f la frecuencia del voltaje sinusoidal.

Al afadir la resistencia en serie (Rs) al circuito, la impedancia total (Z) es la suma de la

impedancia de la membrana y la resistencia en serie (Rs):

: : 1+((;;’”+‘]ow
Tt T 6]
Gm +J a)Cm GS Gm +J a)Cm

Z,=Z,+R =

dadoque Y = €
VA

7, 1, Gu, JoC .

En nuestro caso, interesa aislar el componente de la corriente total que sea proporcional
s6lo a cambios de capacidad. Sin embargo, cambios en cualquiera de los pardmetros Cpn, Gm 0
Gs producirdn cambios en la corriente a través de la membrana celular. Para conseguir la
separacion de las corrientes que atraviesan cada uno de los circuitos se utiliza la siguiente
aproximacion:

El cambio total de corriente Al puede ser separado en los siguientes componentes:
AszQwHMQ+AQm[&

donde Alcm, Algs, Alem son los cambios que ocurren debido a pequefios cambios en C, Gs y Gm

respectivamente. Los componentes relevantes de la corriente de Al vienen dados por sus

derivadas parciales:

ol )
Al, =2 AG =V B*w)-AG
o =5 A0 (0)-AG, 9]
AL =L AC =V 0 B @)-AC [10]
Co acm m ‘] m
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. 2
a1, = -AquV-(G’”” - ) (@) AG, [11]
’ aGY ‘ S ‘
siendo,
) 1
B (0) = c [12]
I+ +j-w-—m)
GS GS

La aproximacion lineal establece que pequefios cambios en cada uno de los tres

parametros inducen cambios en la corriente sinusoidal dada por:

MzﬁAGS+ﬁAGm+iACm [13]
G, oG oC,

La ecuacion [13] es valida cuando los cambios en los parametros son pequefos. En caso
de que los cambios sean acumulativos, las derivadas parciales has de ser recalculadas. Por ello,
un cambio grande en cualquiera de los parametros, cambia los valores de las derivadas
parciales. En la practica, es necesario que un cambio en la corriente sinusoidal pueda
relacionarse con un cambio en la capacidad y distinguir cambios de Cn de los que se originan
por desviaciones en Gn y Gs. Para ello, se usa un detector de fase.

Deteccion de fase

El detector de fase separa el componente capacitativo del resistivo de la corriente y
determina los valores de Gm, Gs ¥ Cm. A nivel experimental esto se realiza mediante un
amplificador lock-in. El detector suministra una onda sinusoidal (sefial de referencia) que es la
sefial de comando (Vcom) que se aplica a la célula. Tras atravesar el circuito que forma la célula,

el amplificador recibe una corriente sinusoidal que esta desfasada respecto a Veom (fig. 111-4).
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Figura lll-4: Las dos sefiales sinusoidales (voltaje y corriente resultante) estan desfasadas entre si un
cierto angulo que depende de los valores C, Gm y Gs de la célula

Las sefiales que varian en el tiempo de forma periddica se pueden representar en el plano
complejo de forma vectorial. Cada vector consta de dos componentes, la parte real y la parte
imaginaria que determinan en el plano complejo el mddulo y el angulo del vector. La
representacion de dos sefiales sinusoidales desfasadas entre si es la representada en la figura
l11-5.

El componente resistivo de la corriente vendra dado por la ecuacion

s
y el componente capacitativo
or _C oV, - sen(at))
ot ot

[ =C-

c

[19]

por lo que

. sen(wt)

1, =V, T+C-V0~cos(a)t)=V0M

+C -V, -sen(wt +90°) [16]
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Figura llIl-5: El voltaje de referencia

Ic l (Veom) se representa sobre el eje real
IR (&4ngulo 0) y la corriente generada ()

a como suma de lc e Ir con un angulo

de desfase respecto a éste (o). Los

Veom Re ejes de ordenadas y abcisas

representan los ejes imaginario (Im) y
real (Re) respectivamente.

El vector de corriente total se puede descomponer en suma de dos vectores: Ic e Ir.
Segun la ecuacién [16], el componente de la corriente proporcional a la capacidad esta

adelantado 90° con respecto al componente proporcional a la resistencia y el voltaje (fig. llI-5).

La corriente capacitativa y resistiva es electrénicamente compensada antes de aplicar la
sefial de voltaje sinusoidal en el amplificador de “patch-clamp” mediante la sustraccion de una
sefial ajustable antes del paso de amplificacion final. Por ello, el detector de fase solo capta
sefiales debidas a incrementos de corriente total (Al) y las separa en sus componentes (Alc e
Alr). Esta separacion se hace digitalmente al multiplicar la corriente total por dos sefales
sinusoidales desfasadas entre si 90° e integrar un ciclo completo. Estas dos sefiales son sen(wt)
y cos(mt):

Partiendo de la formula:

~sen(wr)

I =1,+1.=V, +C -V, -cos(art) [17]

I.= J‘% -V, - sen(at) - cos(wt) dt + I C-V,-w-cos(awt) -cos(wt)dt=C-V,

[18]

I, :J-%-VO -sen(a)t)-sen(a)t)deC-VO -a)-cos(a)t)-sen(a)t)dt:%-l/o kte
[19]
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En la ecuacion [18] el término %-VO -sen(wt)-cos(art) es igual a 0, por lo que Ic viene dada por

el componente capacitativo, mientras que Ir viene determinado por el componente resistivo ya

que el término C -V, - @ - cos(at)- sen(t) €s nulo en la ecuacion [19].

Las variaciones en la corriente debidas a modificaciones en los valores de Cn y Rs se
calculan derivando la corriente respecto al parametro que varia (ecuaciones [10] y [11]).
El paso més importante para monitorizar la capacidad de la membrana celular con la técnica de
deteccion de fase es determinar el angulo de fase del vector Alc. A partir de la ecuacion [10]

podemos obtener la proyeccion del vector Al, permitiéndonos calcular su argumento:

Im(A/ )

0 = arg(Al ) = arctag =180°-2- aI’CZClg(a)G—Cm) [21]

C s

Respecto al componente resistivo de la corriente, el vector proporcional a los cambios en
la conductancia de la membrana plasmatica Alrm puede despreciarse puesto que en los
mastocitos no hay canales dependientes de voltaje y contribuyen muy poco a los cambios que

experimenta la corriente.

Como se ha visto anteriormente, en el inicio del experimento la posicion de los vectores
Alr e Alc en el plano complejo respecto a nuestra referencia (Veom) €s desconocida (fig. 111-6).
Posteriormente, durante el transcurso del experimento también puede variar significativamente
debido al cambio de los parametros eléctricos de la célula. Ello provoca que un cambio en la
capacidad se refleje no sélo en el componente imaginario sino en el real también. Es necesario,
por lo tanto, detectar cual es el &ngulo de fase respecto al voltaje y mover los ejes de referencia
hasta hacer que el vector Alr esté en fase sobre el eje real y el vector Alc sobre el eje

imaginario.
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Figura 1ll-6: Representacion en el plano
complejo de las variaciones de corriente
provocadas por incrementos de capacidad,
resistencia en serie y resistencia de la
membrana tras cancelar la corriente con el
amplificador de patch-clamp. Los vectores
de ACm y ARs son perpendiculares entre si,
Re (Al) pero debido a los parametros eléctricos de
ARm la célula, los incrementos de Rs no
proyectan en el eje real unicamente ni los
de Cm en el imaginario. El angulo que forma
el vector ACm con el eje real (8) se
denomina angulo de fase.

ACm

La deteccion del angulo de fase se lleva a cabo utilizando una técnica denominada “phase
tracking” (Fidler and Fernandez, 1989). Esta técnica permite ajustar la fase al conectar una
resistencia en serie conocida con la célula, entre el electrodo del bafio y la tierra. Un interruptor
conectado en paralelo con la resistencia y la tierra puede ser transitoriamente abierto, causando
un cambio proporcional y conocido en Alr. A partir de este cambio, se determina su médulo y su
argumento, que esta desfasado 90° con respecto a Alc, por lo que este se puede determinar
también. El desfase total se puede eliminar de forma aritmética con una simple sustraccion de
angulos para llevar los vectores en fase con el voltaje. En nuestro sistema, de forma automatica
se genera un cambio de resistencia equivalente a 100 fF de capacidad en el circuito de
compensacion de la corriente del amplificador del “patch-clamp”, permitiendo determinar la fase
del vector Alc. Ademas este cambio provocado y conocido nos permite tener una calibracion

para convertir el cambio de corriente en un cambio equivalente de capacidad (fig. IlI-7).
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Figura lll-7: Esquema que muestra el circuito equivalente de una célula en configuracion whole-cell de la
técnica de patch-clamp y el circuito necesario para el calculo de la fase del vector Alc. La region dentro del
recuadro forma parte del amplificador de patch-clamp EPC-8. El circuito de compensacion esta formado por
una resistencia y capacidad variables (Ra y Ca). Dos interruptores (Sc y Sr) controlados electrénicamente
introducen en el circuito variaciones conocidas de resistencia y capacidad (Rr y Cc). Tras cancelar la corriente
(It = la) modificando Ra y Ca, se introducen de forma transitoria en el circuito primero Rr para calcular el angulo
de fase y posteriormente C. que permite la calibracién del registro.

La sensibilidad de este método en la configuracion de whole-cell para la medida de la
capacidad es del orden de 1 fF y permite la identificacion de eventos de fusiéon de granulos
unicos de un diametro de 300 nm (Neher and Marty, 1982; Nusse and Lindau, 1988).

Al argumento del vector Alc es denominado angulo de fase (0). Una vez ajustada la fase, el
vector Alc en el plano complejo se situa sobre el eje imaginario, a 90° respecto al vector de
referencia o voltaje. EI argumento del vector Alr (O - 90°) coincide con el eje real en esta
situacion. Un amplificador lock-in descompone la admitancia total en sus dos componentes real e
imaginario que son proporcionales a Alr e Alc. Asi, la fusién de una vesicula producira un
cambio en la corriente que solo se observara en el trazo del componente imaginario mientras
que el real permanecera inalterado. Adicionalmente, un cambio en la resistencia en serie

unicamente tendra proyeccion sobre el eje real.
Parametros medidos en los registros de capacidad
Los registros de capacidad proporcionan una medida directa de la superficie de la célula,

es decir, de la cantidad de membrana citoplasmatica que contienen. Esta técnica permite por lo
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tanto detectar tanto la exocitosis como la endocitosis. Debido a la alta resolucion de la técnica se
obtienen numerosos parametros del proceso de fusién de membranas que permite conocer sus

caracteristicas cinéticas.

El primer dato que se obtiene de los registros de capacidad es la capacidad inicial de la
célula lo que permite conocer su tamafio inicial. La desgranulacion de los mastocitos genera el
aumento de la capacidad eléctrica y al final del registro se conoce el valor final de capacidad.
Con ambos datos se puede calcular el aumento de superficie que han sufrido los matocitos en el

proceso de desgranulacion.

La resolucion de la técnica permite la deteccion de eventos de fusion individuales de las
vesiculas secretoras. La monitorizacion en tiempo real de los eventos de fusién individuales se
puede realizar un andlisis cuantitativo del proceso exocitético. Los parametros analizados en los
registros de capacidad son el tamafio del salto y el retraso entre este y la espiga amperométrica
(fig. 11-8). Para este ultimo parametro se necesita del registro de amperometria cuyo analisis se
explica mas adelante.

Im '

10 pA

Amp

Figura lll-8: Pardmetros medidos para el andlisis de los saltos de capacidad. El tamafio del salto (AC) permite
conocer las caracteristicas del grano secretor que se fusiona con la membrana. Mediante la combinacién de la
medida de la capacidad eléctrica y la amperometria se puede estimar la duracion de la fase de expansién del
poro de fusion utilizando el retraso entre el salto de capacidad y el comienzo de la espiga amperométrica (At).
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3.6. Medida de la conductancia del poro de fusién exocitético

Cuando una vesicula se funde con la membrana celular se produce por una parte, un
incremento en la superficie celular y por tanto en la capacidad eléctrica y por otra, una conexion

eléctrica entre el lumen de la vesicula con la membrana celular a través de una estructura de
naturaleza desconocida denominada poro de fusion (fig. 111-9).

A B
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Figura IlI-9: El poro de fusion es una conexion eléctrica entre el lumen de la vesicula y el medio extracelular, con
caracteristicas similares a las de un canal i6nico. Eq y Ec, los potenciales del grano secretor y la membrana
celular respectivamente, difieren inicialmente (A). Una vez que la conexién se ha formado (B), Eg y E tienden a
igualarse (E'q = E'c), cambiando la carga de la capacidad del grano (Cg) una cantidad Q, (Q=Cq(Ec -Ev)). El

movimiento de carga aparece como una corriente transitoria cuya amplitud (lo) se relaciona con la conductancia
(Go) por Go=lo/(Ec-Eg) (Breckenridge and Almers, 1987a).

El circuito eléctrico equivalente durante la existencia del poro de fusion se esquematiza en
la figura 11I-10.

membrana celular Figura 1lI-10: circuito equivalente durante la

fusién de un grano secretor con la membrana
plasmatica, siendo Gp la conductancia del poro

de fusién y Cq la capacidad eléctrica del grano
secretor

grano secretor

Te

En estas condiciones, la admitancia del circuito equivalente del poro de fusién viene dada por:
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+joC,
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Y= ; [22]
w-C,
1+
p

Durante la fusién de una vesicula se espera una combinacion en la contribucién de ambos
componentes, el real y el imaginario. La teoria predice que mientras la conductancia del poro
crece de cero a infinito, el componente imaginario (Im) debe crecer hasta su valor final
(proporcional al incremento de Cm, es decir a la capacidad de la membrana de la vesicula),
mientras que el componente real (Re) debe crecer y luego disminuir a cero (fig. ll-11).

A partir del componente imaginario y real se pueden calcular mediante derivaciones matematicas
Cgy Gp:

conductancia del poro de
fusion de una vesicula
secretora de un mastocito
peritoneal de raton beige
Im mediante analisis de Ila

admitancia. Los valores de

R 500 pS conductancia del poro de
e - . .

I fusién se obtienen a partir de

los incrementos de la parte

real e imaginaria obtenidos

mediante la técnica de “patch-
10 nS clamp”.

2 2
Re’+ Im?
G, =S T g
I_m: GP :>GP=I_m'0)'Cg [27]
Re aC, Re
’100 fF Figura ll-11: Calculo de la

Gp

El andlisis de los trazos de Im y Re de los registros permite determinar la conductancia eléctrica

del poro de fusion.
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Figura [ll-12: El tamafio maximo

Maxima conductancia del poro medible (nS)

0-1s | | | : ! del poro de fusién que se puede
0 2 4 6 8 10 medir mediante la técnica de
' Capacidad de la vesicula (fF) patch-clamp depende del tamafio
de la vesicula secretora segln la
1600 = ecuacion [27]. Modificado de
@ (Fernandez-Peruchena et al,
o 1400 2005).
2
B 1200
£
2
g 1000
3
= 800
2
{5 600
-3
§ 400
(%]
£
£ 200
=
O-IT 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Capacidad de la vesicula (fF)

De la ecuacion [27] se puede observar que el limite superior de conductancia medible con
esta técnicas depende del tamafio de la vesicula. Por ello, para el estudio de la cinética del poro
clasicamente se han utilizado células con vesiculas secretoras de gran tamafio, como mastocitos
de raton beige (con un diametro de 1 a 5 um) y eosinéfilos (0.5 — 2 um). La conductancia del
poro de fusion sélo se ha podido medir durante las etapas iniciales del mismo desde 1 a 20 nS,
posteriormente se expande rapidamente y el nivel de ruido del modo de registro de célula entera
impide seguir midiendo durante mas tiempo las proyecciones de los vectores Im y Re y por tanto,

el tamafio del poro (fig. I1-12).

3.7. Amperometria

La amperometria es un método electroquimico que permite la deteccion de la secrecion en
células aisladas. Los métodos electroquimicos se basan en la reduccion y/u oxidacion de

sustancias especificas secretadas por células aisladas. Estas técnicas se han utilizado desde
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hace afios en el estudio ‘in vivo' de cambios en la concentracion de neurotransmisor en el
cerebro pero desde hace unos afios se ha aplicado a células aisladas (Wightman et al., 1991;
Alvarez de Toledo et al., 1993).

La amperometria es un método no invasivo ya que la monitorizacion de los productos
liberados se realiza sin la didlisis del citoplasma, a diferencia de la medida de la capacidad
eléctrica en la configuracién de célula completa. Muchos de los productos secretados por
algunos tipos celulares tales como noradrenalina, adrenalina, dopamina o serotonina son
faciimente oxidables. La primera medida electroquimica de secrecion de células Unicas fue en
células cromafines (Leszczyszyn et al., 1991). Posteriormente se han detectado eventos de
secrecion cuantica no sélo en células cromafines (Wightman et al., 1991; Chow et al., 1992), sino
también en mastocitos (Alvarez de Toledo et al., 1993), y células 3 pancreaticas (Kennedy et al.,

1993) entre ofras.

La técnica consiste en la deteccion de productos secretados que son capaces de sufrir un
proceso de oxido-reduccion. La deteccion de los productos secretados oxidables (o reducibles)
requiere de un detector apropiado que pueda ser polarizado. Cuando estas moléculas difunden
hacia la superficie del electrodo y entran en contacto con él se produce un intercambio de
electrones entre las moléculas de secretagogo y el detector, generandose un flujo de electrones
y por lo tanto una corriente eléctrica. El potencial que es necesario aplicar al electrodo para que
se genere una corriente eléctrica esta referido al electrodo de hidrégeno estandar, en el que la
mitad de las moléculas estan en el estado oxidado y la otra mitad en el estado reducido en
condiciones de equilibrio. Para favorecer la reaccion redox en todas las moléculas secretadas, el
potencial que se aplica al electrodo debe ser superior al potencial redox de las moléculas. Los

materiales tipicos usados para los electrodos son el carbén, el platino y el oro.

En nuestro caso los electrodos de amperometria se han construido con fibras de carbon.
Los electrodos son sometidos a un potencial fijo que permite la oxidacién de ciertas moléculas y
cuyos electrones son transferidos produciendo un flujo de electrones. El voltaje que se ha de
aplicar al electrodo debe exceder al del potencial redox del compuesto a oxidar en al menos 200
mV para aumentar la velocidad de oxidacién. Mediante la amperometria, no es posible la
identificacion de las sustancias oxidadas, teniendo que recurrir a la técnica denominada
voltametria para este fin. Los voltamogramas consisten en curvas corriente-voltaje. La aplicacion
de una rampa de voltaje produce una corriente eléctrica que varia en funcion del voltaje aplicado.

La representacion del voltaje aplicado frente a la corriente generada muestra unos picos de
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maxima oxidacién caracteristicos de cada sustancia que permiten su identificacion. Actualmente
se conocen los voltamogramas para muchas sustancias. En nuestros experimentos detectamos
electroquimicamente la serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT) como secretagogo de los

mastocitos (fig. l1l-13). La serotonina tiene un pico de oxidacion a 500 mV a pH 7.25.

La amperometria posee una gran resolucion temporal y permite monitorizar la dinamica de
la secrecion a nivel de vesicula secretora Unica. La mayor limitacion de la técnica es que el
potencial de oxidacion de la sustancia a detectar no puede exceder el rango £1 V ya que fuera

de este intervalo existen interferencias con las corrientes producidas por la hidrdlisis del agua.

HO 0

<> +e + H

NH2 NH:
NH NH

Figura lll-13: Reaccién de oxidacion de la serotonina. El anillo bencénico posee un grupo hidréxilo que al
oxidarse genera un electron y un proton.

A partir de la corriente amperométrica registrada, es posible cuantificar el nimero de
moléculas que han sido oxidadas siempre que sea una unica sustancia la que es oxidada y que
conozcamos el nimero de electrones que forman parte de la reaccion de oxidacion. Para ello, se

aplica la ley de Faraday:

zFM
N,

siendo M el numero de moléculas de la reaccion, z es el nimero de electrones transferidos por

molécula, F es la constante de Faraday (96.485 C/mol), Na el nimero de Avogadro (6.023 x1023

moles) y e es la carga elemental del electrén (1,6 x 10-1° C).

La posibilidad de calcular el nimero de moléculas que son liberadas en un evento Unico
exocitotico posee un importante valor cuantitativo puesto que es posible estimar la concentracion
de secretagogo en la vesicula secretora cuando la amperometria se combina con la medida de la

capacidad (fig. [1I-14).

Las caracteristicas cinéticas de las espigas dependen de varios factores. Una molécula
secretada en una suspension acuosa presenta un movimiento determinado por su coeficiente de

difusion. Mediante este coeficiente se puede estimar el tiempo que tarda una molécula en llegar
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al detector. En un proceso de secrecion estrictamente difusional, la cinética de las espigas
amperométricas esta unicamente afectada por la distancia existente entre el lugar de liberacion y
el detector. A pesar de esta simplificacion, existen otros factores que afectan a la cinética de las
espigas amperométricas: la liberacion de las moléculas de secretagogo de la matriz
intravesicular y el poro de fusién. Ambos procesos limitan la difusién libre, enlenteciendo el
proceso de liberacién de las moléculas al afiadir un retraso entre la puesta en contacto del

interior de la vesicula con el medio extracelular y la llegada de las moléculas al medio

extracelular.
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Figura lll-14: Registro simultaneo de la capacidad electrica de membrana (azul) y de la deteccion
electroquimica de serotonina mediante amperometria (rojo) en tiempo real durante la degranulacién
completa de un mastocito peritoneal de raton. Se puede observar la liberacidn cuantica de serotonina por
la coincidencia temporal de los saltos de capacidad con las espigas amperométricas.

Parametros medidos en los registros de amperometria

El estudio de la cinética de la secrecion esta basado en las propiedades de las espigas
amperométricas. Las espigas amperométricas se obtienen mediante la deteccion de la liberacion
de productos secretados de forma cuantica por el proceso de la exocitosis. En nuestro caso se
monitoriza mediante amperometria la secrecion de serotonina en mastocitos. Las caracteristicas

de las espigas amperométricas son una muestra de las propiedades cinéticas de la liberacién de
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serotonina. Para el estudio de la cinética de la secrecion de serotonina se miden los parametros
de las espigas amperométricas que se sefialan en la figura Il1-15.

Adicionalmente a los parametros cinéticos de las espigas, se puede medir el tiempo de
retraso entre el salto de capacidad y la espiga amperométrica. Debido al tamafio de las vesiculas
secretoras de los mastocitos, mediante la configuracidn célula completa de “patch-clamp” no es
posible medir directamente la conductancia del poro de fusion. Es entonces cuando el parametro
de retraso entre el salto de capacidad y la espiga es de gran utilidad por proporcionar
informacidn cuantitativa sobre el poro de fusion (fig. 111-8).

Q0 Y [-roorrerssvmseeesensss
altura
ancho a media altura
e
carga de la espiga
carga del pie
40 Ypfrorormooonmensns Yoo
- duracion del pie
Figura llI-15: Esquema mostrando los parametros cinéticos utilizados para el anélisis de las espigas
amperométricas.

70



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Materiales y métodos

3.8. Simulaciones

El uso de métodos computacionales permite estudiar la biofisica de la liberacion de
moléculas teniendo en cuenta un gran numero de los factores que la afectan. Uno de los
métodos mas empleados es el basado en la simulacion de Monte Carlo (Haller et al., 1998),
mediante el cual la generacion de numeros aleatorios establece el recorrido de las moléculas
individuales desde que son liberadas hasta alcanzar el detector. Es posible de este modo
condicionar el recorrido de las moléculas a la geometria de la vesicula, del poro de fusion, y del
recorrido hasta el detector (fig. Ill-16). Cambios en esta geometria permiten simular el proceso
exocitotico de distintos tipos celulares y bajo distintas condiciones. Mediante la comparacién de
las espigas obtenidas por la simulacion y espigas reales, se pueden obtener las condiciones en
las que ocurrié el proceso. El método de Monte Carlo ha sido un abordaje clave en el estudio de
la implicacién en la secrecion de la matriz intravesicular de heparina en mastocitos. Los ratones
mutantes en el gen NDST-2 (N-deacetil-N-sulfotransferasa 2) carecen de matriz intravesicular en
los mastocitos (Forsberg et al., 1999) y han servido para el estudio de la funcion de la matriz en
la secrecion. Los experimentos realizados en estos ratones mutantes mediante medidas de la
capacidad eléctrica de la membrana y amperometria han sido complementados con
simulaciones de Monte Carlo para determinar las condiciones en las que se produce la

exocitosis.

Figura lli-16: Esquema
explicativo de los parametros
geométricos utilizados en una
simulacion de Monte Carlo para el
estudio de los parametros de las
espigas amperométricas.  Los
parametros fundamentales son
forma y tamafio de la célula,
distancia de ésta al detector,
tamafio del detector, distancia del
evento exocitético al detector y
distancia minima recorrida por las
moléculas secretadas.

Detector

7.5 um
12 pm

Cell
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3.9. Sistema de registro

El sistema de registro esta constituido por los siguientes componentes principales (figs. IlI-
17 y 111-18):

e Jaula de Faraday conectada a tierra para evitar interferencias electromagnéticas.

e Mesa antivibratoria (TMC; Massachussets, EE.UU) con dos torretas verticales de
aluminio (Newport, EE.UU) que sirven de apoyo a los micromanipuladores y a la
pletina que sujeta a la camara de registro.

e Microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss, Alemania).

e Micromanipulador con avance manual en los ejes ‘X’ e ‘y’ y control remoto en el eje
z (MDC-3 remote, Klinger Scientific), que desplaza la micropipeta de registro. El
preamplificador  (head-stage) del amplificador EPC-8 estd adaptado al
micromanipulador.

e Micromanipulador (Narishige, Japén) de avance manual en sus tres ejes, destinado
a desplazar el electrodo de fibra de carbono para el registro de amperometria.

e Amplificador de amperometria (VA-10, npi electronic GmbH, Alemania).

e Amplificador de “patch-clamp” (EPC-8, HEKA electronics, Alemania).

e Amplificador Lock-in (SR830 DSP, Stanford Research System, EE.UU).

« Interfase analdgico-digital (National Instruments, NI PCI-6040E ), con 16 canales de
entrada y 2 de salida para conversién A/D y D/A respectivamente con resolucion de
12 bits y 250 muestras por segundo en modo multicanal y 8 canales digitales de
entrada/salida.

« Osciloscopio digital (PM3050, Philips).

o Ordenador personal compatible (AMD K7 2.0 GHz, 256 Mbytes de RAM).
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Figura IlI-17: Fotografia del dispositivo experimental utilizado para el registro de la capacidad eléctrica de los
mastocitos y de la deteccion electroquimica de la serotonina liberada por exocitosis.
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Figura Ill-18: Esquema del sistema de registro detallandose las conexiones entre los distintos componentes.
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Microelectrodos de “patch-clamp” para la medida de la capacidad eléctrica de la
membrana

Los microelectrodos de patch-clamp estan realizados con vidrio borosilicato, a partir de
capilares de 85 milimetros de largo, 2 milimetros de didmetro externo y 0,3 milimetros de
diametro interno (Hilgenberg GmbH, Alemania, Art. 1808501). Estos capilares fueron estirados
en un estirador horizontal programable (P-97, Sutter Instruments, EE.UU.). Se requirieron 3
pasos de estirado para obtener el tamafio y forma adecuados para los experimentos de “patch-

clamp”. Los valores introducidos en el estirador fueron los siguientes:

FASE CALOR TRACCION VELOCIDAD TIEMPO
1 480 20 20 20
2 450 20 45
3 460 10 15 50

Con estos parametros la resistencia eléctrica de la micropipeta sumergida en la solucion
de registro es de 3 a 4 MQ y tiene la forma dptima para minimizar la obstruccién de la punta por
el contenido celular al dializar el citoplasma. A continuacion el extremo de la pipeta se recubre
con un elastémero de silicona (Sylgard 184, Dow Corning Corp. EE.UU.) con el objetivo de
engrosar su pared. El elastdmero es semifluido a temperatura ambiente y se aplica formando una
capa sobre el extremo de la pipeta sin tocar en ningun caso la punta. Mediante el calor
procedente de un flujo de aire caliente el elastomero se solidifica en pocos segundos. El
engrosamiento de la pared de la pipeta provoca una disminucion de la capacidad eléctrica de la

pipeta.

Microelectrodos de amperometria
Los electrodos de amperometria se construyeron con fibras de carbono de 8 um de

didmetro. El electrodo permite que un extremo de la fibra se ponga en contacto con la célula y
que el otro extremo se conecte al amplificador de amperometria.
Los materiales utilizados para la construccion de los electrodos fueron los siguientes:

e Fibras de carbono (AMOCO, EE.UU.).

e Tubo de polietileno de 0.4 mm de diametro interno y 0.8 mm de didmetro externo

(Portex, Inglaterra).

e Capilares de vidrio de 0.8 mm de diametro interno, 1.1 mm de diametro externo y 100
mm de longitud (KIMAX, EE.UU.).
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¢ Pinzas enguantandas del numero 5.
e Lupa de diseccion.
e Acetona (Panreac, cod. 211007).

e Hojas de bisturi tipo 10 (Corysan, Barcelona).

Para la preparacion del electrodo, el tubo de polietileno es llenado por capilaridad con
acetona. La acetona elimina la atraccion electrostatica entre el polietilieno y la fibra de carbono.
La fibra de carbono presenta una gran fragilidad transversal, lo que hace necesario para su
manipulacion el uso de unas pinzas engiiantadas con dos pequefios fragmentos de polietileno.
Con estas pinzas se introduce la fibra en el interior del tubo de polietileno por uno de sus
extremos. Una vez introducido se elimina la mayor parte de la acetona tocando uno de los
extremos del tubo de polietileno con un papel absorbente. A continuacion se deja secar unos

minutos para que se elimine el resto de acetona por evaporacion.

La forma de aislar eléctricamente la fibra de carbono es recubrirla con polietileno fundido
sobre ella. Para ello, se utilizdé un dispositivo montado sobre una lupa de diseccion con una
resistencia de tungsteno acoplada a una fuente de voltaje constante y regulable. Mediante la
aplicacion de voltaje a la resistencia se consigue una temperatura controlada que funde el
polietileno sobre la fibra. La aplicacion de calor sobre el tubo de polietileno provoca un cambio en
la consistencia y en la opacidad que permite el estiramiento del tubo hasta que queda un fino
recubrimiento de varias decenas de micras de diametro sobre la fibra de carbono. La retraccion
genera también a cada lado de la zona estirada dos engrosamientos en el polietileno. La region
central se puede cortar con un bisturi generando dos electrodos con la region de polietileno
fundido de una longitud de 5 mm aproximadamente. A continuacién, la punta de los electrodos se
aproxima a la resistencia para retraer la cubierta de polietileno hasta que queda con un espesor
de unas pocas micras de diametro (fig. I11-19). El electrodo por su zona no estirada se introduce
parcialmente en un extremo de un capilar de vidrio y se pega a éste con un pegamento de

secado rapido (SuperGlue3, Loctite), de forma que permita su conexién con el amplificador.
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tubo de polietileno

fibra de carbono

resistencia de tungsteno

Figura llI-19: Método de fabricacién de los electrodos de amperometria de fibra de carbono. (A) Fibra de
carbono en el interior del tubo de polietileno. (B) Aplicaciéon de calor para el estiramiento del tubo y
aislamiento de la fibra de carbono. (C) Electrodo obtenido tras el corte con bisturi. (D) Retraccién del
recubrimiento de polietileno mediante calor.

Conexion de los electrodos a los amplificadores

La forma de unién del electrodo a los amplificadores se realiza a través de una pieza
denominada portaelectrodos o “holder” (fig. 11-20). El portalectrodos consiste en una pieza con
un conector tipo BNC y un sistema de rosca que permite el ajuste de la micropipeta. El canal
central del BNC esta soldado a un hilo de plata de 0.25 mm de diametro cubierto con teflén

(World Precision Instruments, EE.UU). Al otro extremo del hilo de plata se le quita un fragmento
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de 1 cm aproximadamente del recubrimiento de teflén para clorurarlo con una solucién de acido

clorhidrico 1 M al aplicarle una diferencia de potencial de 1 V con una fuente de voltaje.

En el caso del microelectrodo de “patch-clamp”, el contacto eléctrico entre el hilo de plata
y el interior de la pipeta es debido a la solucion interna de registro. En los electrodos de
amperometria la continuidad eléctrica entre el hilo de plata y la fibra de carbono esta soportada

por una solucion de KCI 3 M.

conector BNC sistema de rosca junta de goma

hilo de plata

7 /

Figura lll-20: Esquema del portapipetas o “holder”.

3.10. Procedimientos experimentales

Los mastocitos sembrados en las camaritas de cultivo son sacadas del incubador tras una
hora de cultivo para asegurar que las células se encuentran pegadas a la camara. Esta adhesion
en imprescindible para poder acercar tanto el electrodo de amperometria como la pipeta de
registro sin que las células se desplacen. Una vez sacadas del incubador, las células son
lavadas con la solucion de registro (Tabla Il) y colocadas en el microscopio. A continuacion se

ajusta la ptica Koehler del microscopio para optimizar la visualizacion del cultivo.

El cultivo intraperitoneal presenta varios tipos celulares ademas de los mastocitos. Estos
tipos celulares son neutréfilos y linfocitos. Los mastocitos se distinguen del resto de tipos
celulares por su morfologia, ya que presentan una membrana mas opaca y una mayor

refringencia en la region del citoplasma.

Una vez colocado el electrodo de amperometria en el portapipetas o “holder” se conecta al
pre-amplificador del amplificador de amperometria a través del conector BNC. Mediante el
manipulador manual se introduce el electrodo en la camarita de registro. La polarizacion de la

fibra genera una corriente que es monitorizada en el osciloscopio. Las caracteristicas de la
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corriente (t=500 ms y resistencia de 20-60 GQ) permiten comprobar tanto la conexion entre el

electrodo y el amplificador, como la idoneidad del electrodo para realizar el registro.

Una vez sumergido el electrodo de amperometria se coloca la pipeta de vidrio en el
portapipetas y este se conecta al pre-amplificador del amplificador de “patch-clamp”. Cuando se
introduce en el bafio la pipeta se cierra el circuito y la aplicaciéon de un pulso cuadrado de voltaje
permite observar la corriente resultante en el osciloscopio. La amplitud de la corriente es funcion
de la resistencia de la pipeta, lo que permite comprobar si su tamafio es adecuado para la

realizacion del experimento.

Figura IlI-21: Fotografia de  dos
mastocitos peritoneales de rata en la
camara de registro antes (A) y después
(B) de que uno de ellos sufriera la
desgranulacion causada por el GTPyS
introducido en la pipeta de patch-
clamp. También se puede observar el
electrodo de amperometria con el que
se detectan electroquimicamente las
moléculas de serotonina.

Tras localizar el electrodo de amperometria y la pipeta en el campo de vision del
microscopio, ambos se acercan al mastocito que consideremos adecuado para el registro.
Primero se coloca el electrodo de amperometria en contacto con la superficie celular. A
continuacion se aproxima la pipeta y se toca la superficie celular, observandose un aumento en
la resistencia (fig. 1ll-21A). Aplicando presidn negativa se favorece la creacién del sello que va
aumentando de resistencia hasta llegar al orden de gigaohmios (gigasello) momento en el cual
se considera que hay aislamiento eléctrico y quimico entre el interior y el exterior de la pipeta. En
esta situacion nos encontramos en la configuracion de cell-attached y procedemos a realizar la
compensacion del componente rapido de la capacidad del circuito mediante el potencidmetro del

amplificador de “patch-clamp” dedicado a tal fin (‘C-FAST’). La aplicacion nuevamente de presion
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negativa de mayor intensidad produce la rotura del parche de membrana y el paso a la
configuracion de “whole-cell’. La modificacién del circuito en la configuracion de “whole-cell”
provoca la aparicion de transientes en la corriente que pueden observarse en el osciloscopio.
Estos transientes son reflejo de la corriente que atraviesa el circuito formado por la membrana de
la célula y la punta de la pipeta cuando se aplica un pulso cuadrado de voltaje. Mediante el
circuito de compensacion del amplificador de “patch-clamp” se cancela manualmente esta
corriente (potenciometros ‘C-SLOW’ y ‘G-SERIES’). Una vez compensada la corriente, se puede
comenzar el registro. Para ello se utiliza una aplicacién desarrollada especificamente que
permite controlar de forma automatica los parametros del amplificador lock-in . Esta aplicacion
genera sefiales TTL a través de la tarjeta de adquisicion al inicio del registro que permiten el
control de los interruptores que introducen en el circuito cambios conocidos de capacidad y
resistencia que permiten el ajuste de fase y la calibracion del registro (fig. 111-18). Una vez
comenzada la adquisicién se introduce en el circuito una resistencia en serie (AGs) de 10 nS lo
cual produce un cambio en la corriente. Este cambio presenta proyeccion en ambos
componentes de la admitancia. EI mddulo de estas proyecciones se utiliza para el calculo del
angulo de fase. Esté célculo se realiza mediante el programa de adquisicién y lo configura en el
amplificador lock-in a través de la conexién RS-232. Un vez cambiada la fase en el amplificador
lock-in, se introduce en el circuito un incremento de capacidad de 100 fF (ACn). EI cambio en la
corriente presenta en estas condiciones proyeccion Unicamente en la parte imaginaria y su

amplitud permite la calibracién del registro de capacidad.

3.11. Métodos de calculo

Calculo de superficies y volimenes de células a partir de la capacidad eléctrica

A partir de la capacidad especifica de la membrana, 1 uF por cm?, se obtienen las
superficies tanto de las células como de las vesiculas secretoras. Las células se han
considerado que poseen una forma semiesférica para el calculo de su radio. La superficie de una

semiesfera de radio r es 3rntr2. Por lo tanto, el radio de una semiesfera de superficie A es igual a

B A
r= 3z [29]

El volumen de una semiesfera de radio r se calcula como
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[30]

Calculo de superficies y volumenes de vesiculas secretoras a partir de la capacidad
eléctrica

La forma de las vesiculas secretoras se ha considerado esférica, calculandose el radio de
una esfera de superficie A con la férmula

[A
"Naz W

A partir del radio, el volumen de una esfera de radio r se calcula con la siguiente formula
37" [32]
3.12. Estadistica

Las abreviaturas de los pardmetros estadisticos utilizados en este trabajo para la
representacion de datos se muestran en la tabla 111-4.

Tabla l1l-4: Abreviaturas utilizadas para los datos estadisticos
Media aritmética media
Media de una distribucién normal X
Media de una distribucion exponencial T
Desviacion estandar d.e.
Error estandar e.e.

Namero de células registradas

Los registros simultaneos de capacidad y amperometria presentados en la parte de este
trabajo correspondiente al estudio de la secrecion en mastocitos carentes de matriz intravesicular
se han obtenido del registro de 12 células de ratones NDST-2 y 5 células de ratones control.

Se han realizado, ademas, el registro de 32 mastocitos procedentes de ratones SCAMP1-beige y
16 células de ratones beige control.
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Tests estadisticos

En el caso de que los datos se ajusten a una distribucion normal, la significancia de las
diferencias entre las distribuciones se mide empleado en test paramétrico t-test.

Los datos que no se ajustan a una distribucion normal son analizados mediante el test de

Mann-Whitney. El empleo del Log-Rank Test permite estudiar la significancia de los datos que se

ajustan a las distribuciones exponenciales.

Todos los test han sido realizados utilizando el programa SigmaStat v3.1 (Systat Software, Inc.).
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4. SOFTWARE

Para la realizacién de los experimentos en los que se basa esta tesis se han desarrollado
aplicaciones que cubren dos aspectos fundamentales del registro de datos electrofisiologicos:
e adquisicion y registro de las sefiales
e andlisis de los datos registrados
Ambas aplicaciones se han desarrollado bajo el entorno de Microsoft Windows XP con el software
comercial ‘lgor Pro’ (Wavemetrics, EE.UU.). Este software permite el control de las tarjetas de

adquisicion de National Instruments a través de sus extensiones “Igor NIDAQ Tools MX".

Los cddigos del software que a continuacién se comenta en esta seccion se incluyen en

formato digital como anexo de esta tesis.

4.1. Software de adquisicion de las sefales

Como ya se ha comentado, para la adquisicion y registro de las sefiales obtenidas se ha
utilizado una tarjeta de adquisicion de National Instruments modelo PCI-6030E (National
Instruments, EE.UU.) controlada por una aplicacion desarrollada con Igor Pro. El codigo de esta
aplicacion se encuentra en el anexo |. La aplicacidén contiene varios controles que permiten al
usuario configurar los amplificadores y establecer las conexiones necesarias para el registro de
las sefales (fig. I1I-18). La aplicacion de registro tiene dos partes diferenciadas: la ventana

principal de registro y la funcién de osciloscopio.

La ventana principal de la aplicacion (fig. [11-22) permite la visualizacion en tiempo real de
las sefales y su registro. En ella se determina la configuracion de “patch-clamp” que se va a
utilizar, permitiendo elegir entre ‘whole-cell’y ‘cell-attached’. Las sefiales que se muestran en esta
ventana son la partes imaginaria de la admitancia y la amperometria. La visualizaciéon de estas
sefiales se puede modificar tanto en el eje vertical como la escala temporal. El ajuste de la
ganancia de los amplificadores de “patch-clamp” y amperometria se ha de configurar en esta
ventana para la correcta calibracion de las sefiales adquiridas. Los controles que dan la orden
para el comienzo y final de registro se encuentran en esta ventana. También se proporciona
informacidn sobre el nombre del archivo en el que se estan guardando los datos. El nombre del
archivo lo proporciona la aplicacién de forma automatica. Desde esta ventana se accede a la otra
parte de la aplicacion que proporciona la informacion y configuracion necesaria para la formacién

del sello que consiste en un osciloscopio digital (fig. l1-23).
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Figura 1-22: Ventana principal de la aplicacién de adquisicion de datos. Esta ventana permite monitorizar
en tiempo real las variaciones de la capacidad eléctrica de la célula y de la amperometria.
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La funcion osciloscopio permite la visualizacién de la corriente procedente de la pipeta de
‘patch-clamp” al aplicar un pulso cuadrado de voltaje. La amplitud y la duracion del pulso puede
controlarse en la ventana que ofrece la aplicacion y el calculo de la resistencia de la pipeta se

calcula y muestra de forma automatica (fig. l1l-23).

4.2. Software de analisis de registros simultaneos de capacidad y amperometria

Al igual que la aplicacion de registro, la aplicacion para el anélisis de los registros ha sido
desarrollada mediante el software comercial ‘lgor Pro’ (Wavemetrics). La aplicacion ofrece una
ventana que permite cargar el archivo de datos deseado. Una vez cargado, se muestra en la
ventana principal una vision global del registro, con los trazos de capacidad y amperometria
calibrados para poder realizar el anélisis correctamente (fig. [11-24). En la ventana se puede elegir
los trazos a visualizar: capacidad, conductancia, derivada de la capacidad y amperometria. Esta

ventana ademas contiene los siguiente controles:

desplazamiento definido por el usuario a lo largo del registro

avance y retroceso entre los eventos de capacidad detectados

umbral de deteccion de los saltos de capacidad

region de visualizacion del registro de capacidad

ajuste de fase

Al pulsar en los botones de desplazamiento, en la ventana se muestran los trazos
seleccionados en una escala temporal mayor. Los cursores sefialan los saltos de capacidad

detectados segun la configuracion seleccionada (fig. [11-25).
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Una vez seleccionado el salto de capacidad el boton “analyze” crea una nueva ventana en
la que se analizan diversos parametros de los registros de capacidad, conductancia y
amperometria. Inicialmente se proporcionan los valores del salto de capacidad y de la espiga

amperométrica (fig. 111-26).

Este andlisis es el analisis basico que realiza la aplicacion. Una vez detectado el salto y su
espiga amperométrica correspondiente el programa ofrece una serie de opciones de visualizacion
y de andlisis adicionales. Si la deteccion del salto de capacidad no se considera adecuado, la
modificacion de la posicion de los cursores permite un reanalisis del evento al pulsar el control
‘step’. De forma similar, se puede realizar el reanélisis de la espiga amperométrica al cambiar los
cursores de posicion y pulsar el control ‘spike’. El pie de la espiga amperométrica puede ser
analizado mediante el control ‘foot’ mostrando los valores de amplitud, duracién, carga y
porcentaje de carga respecto a la espiga. Otra posibilidad que la aplicacidn ofrece es el analisis
del poro de fusion a través del control ‘fusion pore’. Al pulsar dicho control aparece en la ventana
de andlisis el trazo de conductancia (parte real de la admitancia) y se calcula la conductancia del
poro de fusién en el fragmento de registro en el que existe proyeccion en la parte real de la

admitancia (fig. 1l1-27).
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Figura 1l1-27: Pantalla de andlisis del poro de fusion. En esta ventana se muestran los trazos de los
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1. ESTUDIO DE LA EXOCITOSIS EN MASTOCITOS DE RATONES SIN
MATRIZ INTRAVESICULAR

Dilucidar la estructura y funcién del poro de fusién es un problema cientifico de primera
magnitud, y que sin lugar a duda contribuira al mejor conocimiento del proceso de la fusién de
membranas, no sélo relacionadas con la exocitosis, sino con respecto a todos los procesos de
trafico intracelular. Un primer abordaje que hemos adoptado para el estudio molecular del poro
de fusion es el estudio de sus propiedades cinéticas, donde intentaremos establecer patrones o
fases que categoricen su estudio. Un punto primordial, asimismo, es la regulacion del propio poro
de fusidn y su regulacion por proteinas cuya funcion hemos estudiado en los distintos protocolos

experimentales.

Actualmente se desconoce como ocurre el proceso de expansion del poro de fusion.
Estudios con micrografias electronicas muestran la ausencia de estructuras proteicas asociadas
a membrana en las ultimas fases de expansién, lo que hace pensar que la energia necesaria
para el aumento del tamafo del poro es proporcionada por el hinchamiento de la matriz
intravesicular durante el proceso de fusion. Evidencias de que la matriz proporciona energia se
basan en los modelos clasicos (Uvnas et al., 1986), donde es la fuerza osmética generada entre
el interior vesicular y el espacio extracelular, la que determina la fuerza necesaria para el
proceso de fusion. Posteriormente, las propiedades de intercambio iénico basado en un modelo
de Gibbs-Donan explicaban de manera mas formal el origen de la energia que da lugar a la
expulsion del contenido vesicular durante la exocitosis (Nanavati et al., 1992; Marszalek et al.,
1997). Estos modelos condujeron a la hipotesis del “Jack in the Box” (el monigote de la caja de
sorpresas) que hace saltar al monigote por el resorte determinado por la energia acumulada en
el interior de la caja por un resorte. Estos autores proporcionaban las bases, por las que a través

de un equilibrio Gibbs-Donnan, se producia la hinchazon de la matriz intravesicular.

El abordaje experimental para nuestro estudio del papel de la matriz intravesicular ha
consistido en la medida de la capacidad eléctrica de la membrana y la deteccion electroquimica
de serotonina en mastocitos peritoneales de ratdn nulo (*knock-out”) del enzima responsable de
la sintesis de heparina, la N-deacetil/N-sulfotransferasa 2 (NDST-2) (Forsberg et al., 1999). Estos
animales viven con absoluta normalidad, no presentando un fenotipo definido, a excepcion de
que carecen de granulos de secrecion electron-densos a la microscopia electronica (Forsberg et
al., 1999). Sin la expresion de esta proteina funcional no se sintetiza la heparina, polisacarido
sulfatado constituyente principal de la matriz de las vesiculas secretoras de los mastocitos
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(Tantravahi et al., 1986). La consecuencia de esta mutacion es la sintesis de las vesiculas
secretoras sin matriz intravesicular (Forsberg et al., 1999).
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2. EFECTO DE LA AUSENCIA DE MATRIZ INTRAVESICULAR DE HEPARINA
EN LA DESGRANULACION DE LOS MASTOCITOS

La desgranulacién de un mastocito provocada por la didlisis intracelular a través de una
pipeta de “patch-clamp” con una solucion conteniendo GTPyS provoca la exocitosis de los
vesiculas de secrecion, con la consecuente incorporacion de la membrana vesicular a la
membrana plasmatica. La incorporacion de la membrana provoca un aumento en la capacidad
eléctrica de la célula que puede ser registrada mediante la técnica de “patch-clamp” en la
configuracion de “whole-cell”. En la figura V-1 se muestra un registro de la desgranulacion de
dos mastocitos, una control y otra procedente de un ratdn de la linea NDST-2 carente de matriz
intravesicular. La capacidad eléctrica de la célula durante la desgranulacion muestra una forma
sigmoidal, y como tal, la zona de maximo incremento es la zona intermedia cuyo crecimiento es
constante. De los registros de capacidad se obtiene informacién cuantitativa que nos permite
caracterizar la exocitosis. Los parametros estudiados han sido la capacidad inicial (Ci), indicativa
de la superficie de membrana de la célula en reposo, la capacidad final (Cs), obtenida al final del
proceso de desgranulacion e indicativa de la cantidad de membrana incorporada a la membrana
plasmatica después de la desgranulacion y la primera derivada del registro de capacidad, dC/dt,
indicativa de la tasa de secrecion a distintos tiempos del proceso de desgranulacion. Asimismo
hemos cuantificado el tiempo que transcurre desde que se dializa la célula para su
desgranulacion y el comienzo de la misma (retraso), asi como el tiempo que dura el proceso de

desgranulacion.

Los parametros medidos en los registros de capacidad procedentes de la desgranulacion
provocada por GTP-yS en mastocitos de ratones control y de la linea de ratones mutantes
NDST-2 se detallan en la figura IV-1.

93



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cingtica de la exocitosis en mastocitos Resultados

16 =

— control
— = NDST-2

—
>
|

-
N
|

-
e}
1

(=2}
1

capacidad final

- o w -

A

capacidad inicial

Capacidad eléctrica de la célula{pF)

. i
0 1 1 I I I I I

50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (s)

Figura IV-1: Ejemplo de desgranulacién de dos mastocitos, uno de un ratén control y otro de un ratén de la
linea NDST-2. Se detallan los parametros utilizados para cuantificar la desgranulacién: capacidad inicial de la
célula, capacidad final de la célula, tiempo de desgranulacidn y tasa de desgranulacion de la zona de
incremento constante de la desgranulacion (Acapacidad/At).

2.1. Incremento de la capacidad tras la desgranulacion

Como se puede apreciar en la figura IV-2, la capacidad inicial en ambas lineas de ratones
es similar (5.85 + 1.53 pF en los controles y 4.88 + 0.98 pF los NDST-2, media + d.e.). Estos
datos no reflejan diferencias significativas, indicando que la ausencia de heparina no afecta al
tamafo de los mastocitos antes de la desgranulacién. Este hecho es muy significativo, pues
otros tipos celulares presentes en los lavados peritoneales (linfocitos o neutréfilos) suelen tener
valores de capacidades iniciales inferiores (Hartmann and Lindau, 1995; Lollike and Lindau,
1999). La capacidad final medida tras la desgranulacion si presenta diferencias entre ambas
lineas de ratones (12.80 + 2.84 pF en los controles y 8.28 + 2.05 pF en los mutantes, media +
d.e). El tamafio alcanzado por los mastocitos control es superior al de las células carentes de
matriz. En los controles el incremento de capacidad es de 218 % mientras que en los mutantes
es de 169 %.
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Para conocer si el incremento de capacidad por la desgranulacion esta alterado en el caso
de la inexistencia de matriz intravesicular se calculan los incrementos de capacidad causados
por la desgranulacion de los mastocitos de las lineas de ratones estudiadas. Los datos obtenidos
se presentan en la figura IV-3. El incremento medio de capacidad tras la desgranulacion
provocada por GTPyS aplicado en el interior de la pipeta de registro es de 6.95 + 2.06 pF en el
caso de los mastocitos control y de 3.51 + 1.96 pF en las mutantes (media + d.e). La diferencia
entre los dos tipos de mastocitos es estadisticamente significativa, lo que demuestra que la
cantidad de membrana incorporada por la exocitosis es menor en ausencia de matriz

intravesicular.
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La técnica de la medida de la capacidad eléctrica de la membrana resuelve la fusion de
vesiculas individuales, lo que permite profundizar en las causas de las diferencias observadas
en cuanto al aumento del tamafio de los mastocitos tras la desgranulacion. Por ejemplo, ;se
debe el menor aumento a la presencia de menor numero de vesiculas en el raton mutante de
heparina, o las vesiculas secretoras de los mastocitos del ratdbn NDST son de menor tamafio?
Este punto se mostrard mas adelante al realizar el analisis de eventos Unicos de secrecion.
Asimismo, hemos medido la tasa de desgranulacion y los tiempos empleados durante dicho

proceso.

2.2. Tasa de desgranulacion

El registro de la capacidad durante la desgranulacién de mastocitos NDST-2 permite el
estudio de las propiedades de la exocitosis en ausencia de matriz intravesicular. Si
representamos la desgranulacion completa de los mastocitos se puede observar que la cinética
de la misma presenta diferencias entre los mastocitos control y las procedentes del raton NDST-
2 (fig. IV-1).

En el ejemplo mostrado en la figura V-1 se aprecian tanto las diferencias en la tasa de
desgranulacién como en la duracion de la desgranulacion. En la figura V-4 se representa la tasa
de desgranulacion media de mastocitos control y de ratones NDST-2. La tasa del incremento de
capacidad es menor en el mutante (44.78 + 15.58 fF/s, media + d.e.) que en el control (76.83 +
14.82 fF/s, media + d.e.). Estos datos confirman que la tasa de exocitosis en ausencia de matriz

intravesicular es menor que en los mastocitos de ratones control.
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Sin embargo cuando se realiza un estudio comparativo al normalizar los registros en los
dos tipos celulares, no aparecen diferencias significativas en la tasa de desgranulacion (fig. IV-5).
Este dato sugiere que el menor incremento de la tasa de desgranulacion en mastocitos carentes
de heparina, se debe a la menor cantidad de membrana que poseen estos mastocitos en el
interior celular y no a una cinética diferente del proceso de desgranulacion. Este dato es muy
importante pues sugiere que la maquinaria secretora en el mastocito carente heparina esta

intacta, siendo la liberacion de serotonina, como era de esperar, la que se encuentra afectada.
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2.3. Tiempo de desgranulacion

La cuantificacion del tiempo empleado en la desgranulacién completa de mastocitos
provocada por GTPyS se muestra en la figura I1V-6. Este tiempo en los mastocitos de ratones
control es de 305 + 30 segundos y de 258 + 103 segundos en los mutantes NDST-2 (media +
d.e.). La diferencia observada en las dos lineas de ratones no es estadisticamente significativa.
Adicionalmente a la duracién de la desgranulacion, los tiempos de activacién del proceso de
exocitosis una vez realizada la didlisis del citosol a través de la pipeta de “patch-clamp”, no estan
afectados. Estos datos muestran que la diferencia observada en la amplitud de la desgranulacion

se debe a una menor tasa de desgranulacién y no a un tiempo de desgranulacién menor. La
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ausencia de matriz provoca, por lo tanto, que la velocidad de incorporacion de membrana por
exocitosis sea menor, pero debido a que se parte con una cantidad de membrana disminuida y

no a que la cinética del proceso en si sea distinta.
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Estos hallazgos, en su conjunto, apuntan a que la maquinaria secretora del ratén carente
de heparina no esta alterada, por lo que el proceso de fusion de membranas que se activa
durante la exocitosis ni la cinética con la que ésta se produce después de su activacion estan

afectadas.

2.4. Tamano de las vesiculas secretoras

La diferencia hallada en la tasa de desgranulacion entre los mastocitos control y NDST-2
puede estar causada por la disponibilidad de un menor niumero de vesiculas secretoras, por
tener estos un tamafio menor o por ambas causas. La resolucién de la técnica de la medida de la
capacidad permite resolver eventos individuales de fusién, de donde se puede obtener el tamafio

de las vesiculas secretoras (fig. IV-7).
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Figura IV-7: Detalle de un fragmento
de registro de capacidad durante la
desgranulacion de un mastocito
carente de matriz intravesicular
obtenido de un ratdon de la linea
NDST-2. En el registro se pueden
distinguir perfectamente las fusiones

20 fF individuales de vesiculas secretoras.

2s

El tamafio de las vesiculas secretoras se ajusta a una distribuciéon normal, a partir de la
cual se puede estimar la media de la distribucion de tamafios de los saltos de capacidad (fig. IV-
8). En los ratones control este es de 16.57 + 8.43 fF y de 8.96 + 3.95 fF en los mastocitos de
ratones de la linea NDST-2 (media + d.e). Sus equivalentes en superficie son 1.6 + 0.8 um? y

0.9 £ 0.4 um? respectivamente (media + d.e).
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El volumen de las vesiculas secretoras de mastocitos calculados a partir de los datos del
registro de capacidad muestra una distribucién normal (fig. IV-9). En esta distribucion, la media
del volumen de las vesiculas secretoras de los mastocitos control es 198.96 + 7.34 attolitros ( x

+d.e.). En el ratdbn mutante la media es de 82.25 + 2.57 attolitros (x +d.e.).

Segun estos datos, la disminucion del tamafio de las vesiculas secretoras de los mutantes
NDST-2 en comparacion con las de los ratones control puede ser la causa de la variacion del
incremento de superficie tras la activacién de la exocitosis entre los mastocitos control y los
NDST-2. Para confirmarlo, a partir del incremento de capacidad medio y del tamafio de vesicula
secretora media se puede estimar el numero medio de vesiculas fusionadas en cada evento de
desgranulacion. En el control hay una media de 419 vesiculas secretoras habiendo en el mutante
NDST-2 391 vesiculas. Por lo tanto, no existe un mayor numero de vesiculas secretoras que
compense el menor tamafio de éstas en el mutante NDST-2.

Estos datos justifican la diferencia en el incremento de capacidad entre los ratones
carentes de heparina y los controles, sugiriendo fuertemente que la matriz de heparina
contribuye al normal crecimiento de membranas vesiculares durante la sintesis de las vesiculas

secretoras.
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Figura IV-9: Histogramas del volumen
de las vesiculas secretoras de
mastocitos procedentes de ratones
control (A) y mutantes NDST-2 (B). El
ajuste a una distribucion normal muestra
el menor tamafio de los granos en los
mutantes y una dispersion menor que
en el control. La diferencia entre las
medias es estadisticamente significativa
(p < 0.001). (control n = 320, NDST-2 n
= 413).
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3. EFECTO DE AUSENCIA DE MATRIZ INTRAVESICULAR DE HEPARINA
EN LA CINETICA DE LA SECRECION DE LOS MASTOCITOS

Para estudiar con mayor detalle las caracteristicas de la fusion de vesiculas secretoras y
la liberacion de serotonina al espacio extracelular, hemos realizado registros simultaneos de
capacidad y amperometria en mastocitos de ratones control y de ratones mutantes para el gen
NDST-2. Este abordaje experimental permite una discriminacién muy fina del proceso secretor y

permite cuantificar numerosos parametros de la fusion de vesiculas Unicas.
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Figura IV-10: Detalle de

registros  simultineos  de
|2° PA capacidad y amperometria
mostrando las diferencias entre

las espigas amperométricas de

un ratén control (A) y un raton
B mutante NDST-2 (B). La altura y
la anchura a media altura son
claramente diferentes, indicando
una liberacion mas rapida de
serotonina en el caso del raton
mutante.
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En la figura IV-10 se muestran dos registros combinados de capacidad y amperometria en

un raton control y ofro mutante de heparina. Se observa que en ambas condiciones
experimentales, al igual que se ha mostrado anteriormente en el registro macroscopico del
incremento de capacidad, se produce la fusidén de vesiculas unicas. La fusién de una vesicula
unica se observa como un incremento discreto en la sefial de capacidad (salto de capacidad), la
cual se acompafa en todos los casos de una espiga de corriente amperométrica, indicando la
liberacion de serotonina al espacio extracelular. El andlisis de los eventos de amperometria da
una idea de la cinética de liberacién de la serotonina. Por ejemplo, a simple vista, se observa que
las espigas amperométricas de mastocitos control, poseen una mayor duracién que las espigas

amperomeétricas de mastocitos procedentes del ratén carente de heparina.
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A continuacion se detalla el andlisis de los parametros cinéticos de las espigas
amperométricas en mastocitos control y los carentes de matriz intravesicular procedentes de la

linea de ratones mutantes NDST-2.

3.1. Amplitud de las espigas amperométricas

La figura IV-11 muestra un histograma de frecuencias de la amplitud de la espigas
amperométricas. La distribucion muestra un sesgo a la izquierda, con una media en la
distribucion de amplitudes de 26.05 pA en los mastocitos control. El rango de las amplitudes
fue de 177.02 a 1.64 pA. Los mastocitos del raton nulo de NDST-2 tuvieron una amplitud media

de 51.63 pA con valores que van desde los 350.71 a 2.43 pA.
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Estos datos sugieren que el valor de pico de las espigas amperométricas estd aumentado
en los ratones carentes de heparina con relacion a los control, sugiriendo que la serotonina llega
al espacio extracelular de una forma mas rapida que en los ratones control. Hay que tener en
cuenta que las vesiculas de las que se obtienen espigas amperométricas proceden de toda la
superficie celular, y que por tanto, existe un componente difusional de las moléculas de
serotonina en funcién de la distancia que tienen que desplazarse por difusién desde que son
depositadas en el medio hasta alcanzar el detector amperométrico. Asi pues, espigas con un

amplitud pequefia pueden corresponder en gran medida a eventos de exocitosis que han
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ocurrido en el polo opuesto del mastocito respecto del detector electroquimico. Por tanto, no es
de extrafiar que existan tanto en la distribucién de ratones control como en los ratones mutantes
un elevado porcentaje de eventos con pequefias amplitudes de las espigas. Si es mas manifiesto
que el pico de la distribucion, ademas de lo reflejado por la media indicada con anterioridad, esté
desplazado en los mastocitos carentes de heparina. Asimismo, se podemos ver cdmo los

eventos de maxima amplitud de espiga se detectan en los mastocitos carentes de heparina.

Estos datos, comienzan a revelar caracteristicas distintivas de la secrecién en mastocitos
carentes de heparina. A continuacién, se muestra la comparaciéon de parametros cinéticos

adicionales como son la anchura media y el tiempo al pico de las espigas amperométricas.

3.2. Anchura a media altura de las espigas amperométricas

La anchura media de las espigas amperométricas es menor en los mastocitos mutantes,
cuando las vesiculas secretoras carecen de matriz intravesicular. La media en el caso del raton
control es de 91 = 8 ms (media + e.e.). En el raton NDST-2 la anchura a media altura es
aproximadamente la mitad e igual a 53 + 3 ms (media * e.e.). En la figura [V-12 se muestra la

distribucion de la anchura a media altura de ambos tipos de mastocitos.
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Figura IV-12: Histogramas de frecuencias de la anchura a media altura de las espigas amperométricas
obtenidas por la deteccion de serotonina en células cebadas de ratones control (A) y de la linea NDST-2
(B). (p < 0.001) (control n =58 espigas, NDST-2 n = 245 espigas).

Este parametro cinético, junto al descrito en el apartado anterior, indica que la serotonina
alcanza el espacio extracelular en mastocitos carentes de heparina de manera mas instantanea,

o pulsatil, que en los mastocitos controles. Como puede observarse, la distribuciéon de anchuras
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medias posee un rango similar: de 4.8 a 261.8 ms en el control y de 3.9 a 230.8 ms en los

mutantes.

La amplitud de este rango es debido a la difusién, siendo los eventos de exocitosis mas
préximos al detector los que se ven mas afectados en el ratdn mutante. Las diferencias se
enmascaran en anchuras por encima de 150 ms, debido a que es el proceso de difusion el paso
limitante principal en la deteccién electroquimica. Profundizar en los mecanismos que subyacen

a esta respuesta diferencial es un objetivo fundamental en este trabajo.

3.3. Tiempo al pico de espigas amperométricas

Un factor importante que determina las etapas iniciales de la apertura del poro de fusion,
es la determinacion del tiempo al pico de las espigas. En ratones controles es de 18 + 2 ms
frente a los 15 + 1 ms (media + e.e) de los mastocitos procedentes de los ratones NDST-2 (fig.
IV-13). Como mas adelante comentaremos, el tiempo al pico se ve afectado, al igual que la
anchura media, por la distancia entre el detector electroquimico y el lugar donde se produce la
exocitosis sobre la superficie celular. Asi pues, eventos que se producen en el polo opuesto a
donde reside el detector, poseen tiempos al pico largos, y determinados fundamentalmente por
el proceso de difusién de las moléculas de serotonina. Sin embargo, las espigas que poseen
tiempos al pico mas cortos, corresponden a eventos de exocitosis mas proximos al detector. Es
por ello que, aunque en el histograma existe una dispersion amplia y existen eventos en todo el
rango, son aquéllos eventos con menor tiempo al pico los mas significativos al no estar
influenciados por la difusion y donde se observan las diferencias mas notables entre ambos tipos

de mastocitos.

105



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina

SCAMP1 en la cingtica de la exocitosis en mastocitos Resultados
A _
8 =
7]
[<]
t 6
[
>
(] R
(]
©
o 4
a
£
=
z 5 Figura IV-13: Histogramas de
frecuencias del tiempo al pico de
|—|—| las espigas amperométricas
y ; ; ; | obtenidas por la deteccion de
10 20 30 40 50 serotonina en células cebadas de
Tiempo al pico (ms) ratones control (A) y de la linea
NDST-2 (B). Las distribuciones
B son significativamente distintas

— con p < 0.001. (control n = 58
espigas, NDST-2 n = 245

espigas).
20+ pigas)
7] —
Q
g |
o
>
w e
@ 20—
8 |
e
[
£
=
Z 104
(1 —m
1 1 1 1 1
10 20 30 40 50

Tiempo al pico (ms)

3.4. Carga de las espigas amperométricas

La carga de las espigas amperométricas viene determinada por el niumero de moléculas
de serotonina secretadas. La media de la distribucion de carga de las espigas de ratones control
y ratones NDST-2 es de 1.51 £ 0.08 pC en los primeros y de 0.70 £ 0.30 pC en los Ultimos (fig.
IV-14). Al igual que ocurria con los parametros de amplitud y anchura de las espigas
amperomeétricas, la distancia entre el lugar donde ocurre el evento secretor y el detector es
determinante para la estimacion de la carga. Los eventos méas alejados presentaran una carga
menor debido a moléculas que no llegaran a ser detectadas. Nuevamente, los eventos mas
cercanos y por lo tanto, con méas carga, son los que mejor muestran las diferencias entre los dos

tipos de mastocitos estudiados.
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En la tabla IV-1 se muestra un resumen de los valores medios de los parametros
estudiados de las espigas amperométricas generadas por la liberacion de serotonina en
mastocitos con y sin matriz intravesicular. Las variaciones en la altura y en la anchura a media
altura muestran una tasa de liberacion de serotonina mayor en ausencia de matriz intravesicular.
El tiempo al pico también es ligeramente inferior en el caso del mutante NDST-2, lo que confirma

una liberacion mas rapida en el caso del mutante NDST-2 que en el control.
Por otro lado, la carga de las espigas amperométricas es el doble en los mastocitos de

ratones control que en el mutante NDST-2. En este caso es necesaria la informacion que

proporciona el registro de capacidad para buscar una explicacién a esta variacion.
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Tabla IV-1: comparacion de parametros de espigas amperométricas entre ratones
control y ratones NDST-2 (media + e.e.). (control n = 58 espigas, NDST-2 n = 245 espigas).

Altura (pA)

Anchura a media

Tiempo al pico (ms)

Carga (pC)

altura (ms)
Control 26.05+ 3.26 91+8 18+2 1.51+0.08
51.63 £6.50 53+3 15+1 0.70+0.30
NDST-2
(%K %) (FeK k) (k%) (%)
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4. QONCENTRACIC)N DE SEROTONINA EN EL INTERIOR DE LAS
VESICULAS SECRETORAS

La informacion que proporcionan los registros simultdneos de capacidad y amperometria
permiten estimar la concentracién de serotonina en el interior de los granulos. A partir de la
corriente amperométrica se calcula el numero de moléculas de serotonina que han sido liberadas
y detectadas. El registro de capacidad permite conocer el volumen de la las vesicula secretora.
En la figura IV-15 se muestra la distribucion de la concentracion de las vesiculas secretoras en

los mastocitos registrados.
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La concentracion de serotonina en las vesiculas secretoras de los mastocitos con matriz
intravesicular es de 0.12 £ 0.09 M y de 0.08 + 0.04 M en las vesiculas carentes de matriz de
heparina (x + d.e.). La diferencia en la capacidad de almacenaje de serotonina entre los
mastocitos control y las carentes de matriz intravesicular es coherente con la disminucién de la

concentracion de proteasas especificas presente en las vesiculas secretoras en estas ultimas
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(Humphries et al., 1999). Los datos obtenidos confirman una de las funciones que le habian sido
atribuidas a la matriz intravesicular. Segun estos datos, la ausencia de matriz intravesicular en
las vesiculas secretoras de los mastocitos provoca que la capacidad de almacenaje de

serotonina esté disminuida respecto a los mastocitos capaces de sintetizar heparina.
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5. ESTUDIO DEL PORO DE FUSION EXOCITOTICO EN MASTOCITOS
CARENTES DE MATRIZ INTRAVESICULAR

La forma mas directa de estudiar la cinética del poro de fusion consiste en la medida de su
conductancia a partir del analisis de la admitancia de los registros de capacidad eléctrica de la
membrana con la técnica de “patch-clamp”. La méxima conductancia medible mediante esta

técnica depende del tamafio de la vesicula secretora segun la ecuacion:

I G I
— - 5G,=—0-C,
Re a)Cg Re

Es por ello que para el estudio de la cinética del poro de fusion se recurre a tipos celulares
que posean una vesicula secretora del mayor tamafio posible, lo que permite una mayor
resolucion en los valores de poros de fusién medidos con la técnica utilizada. Otra forma de
incrementar la resolucién del sistema de calculo del poro de fusion es mediante el incremento en
la frecuencia de la sinusoide de voltaje aplicado. Sin embargo, el incremento de la frecuencia

hace que disminuya la relacion sefial-ruido en los registros de capacidad.

Como se ha visto en apartados anteriores, el tamafio medio de las vesiculas secretoras en
un ratén control es de 16.57 fF, lo que no permitiria valores de conductancia superiores a varias
decenas de nanosiemens (nS). Como alternativa, los registros combinados de capacidad vy
amperometria permiten el estudio de la cinética del poro de fusion de forma indirecta. A
continuacion se comentan los parametros que se utilizan con este fin y los resultados asi

obtenidos.

5.1. Retraso entre el salto de capacidad y la espiga amperométrica

Los registros simultaneos de capacidad y amperometria permiten el estudio de otros
factores implicados en el proceso secretor. La medida del tiempo de retraso entre el salto de
capacidad y el comienzo de la espiga amperométrica es un parametro que estima la duracion
de la fase de expansion del poro de fusion en los casos que no es posible la medida directa de
su conductancia. La comparacion de los datos obtenidos del retraso entre el salto de capacidad y
la espiga amperométrica en las lineas de ratones control y carentes de matriz intravesicular se

muestra en la figura 1V-16.
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El retraso entre el salto de capacidad y la espiga amperométrica en los ratones control es
de 37 + 3 ms y de 38 + 3 ms en la linea NDST-2 (media + e.e.). La similitud del parametro entre
ambas lineas de ratones demuestra que la cinética del poro de fusién no esta afectada por la
ausencia de la matriz intravesicular. Este resultado apoya la independencia de la fase de

expansion del poro de fusion de la matriz intravesicular en las etapas iniciales de su expansion.
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5.2. Estudio de los pies amperométricos

Los pies amperométricos se deben a la liberacién lenta e incompleta de las moléculas de
serotonina desde el interior de la vesicula secretora. Es aceptado que la mayor parte de la
serotonina se encuentra unida a la matriz intravesicular de heparina, pero durante la fusion de

membranas las moléculas que se encuentran libres en el interior de la vesicula secretora son las
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que primero se liberan y dan lugar al pie amperométrico. A continuacion, al ponerse en contacto
el medio extracelular con el interior de la vesicula se produce un intercambio i6nico entre la
matriz y la solucion extracelular. Este proceso provoca el hinchamiento (“swelling”) de la matriz y
la disociacion de las moléculas de serotonina que son intercambiadas por cationes monovalentes

de la solucion extracelular (Marszalek et al., 1997).
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Las moléculas que forman el pie amperométrico tienen que atravesar el poro de fusion en
sus primeras fases de formacién. Como se ha comprobado en mastocitos (Alvarez de Toledo et
al., 1993) y en células cromafines (Tabares et al., 2003), existe una correlacion entre la
conductancia del poro de fusién y el pie amperométrico. El estudio de las caracteristicas de los
pies amperométricos nos permite estimar las propiedades del poro de fusion de forma indirecta.
Los parametros estudiados se han descrito anteriormente en la figura 1ll-15. A continuacion se
detallan los resultados de este andlisis comparativo entre los pies amperométricos de los

mastocitos control y los carentes de heparina.
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La carga del pie amperométrico de los mastocitos de los ratones controles y ratones
carentes de matriz intravesicular se muestra en la figura IV-17. Las células control poseen unos

valores de carga de 20 £ 3 fC y en el mutante carente de heparina de 89 + 9 fC (media + e.e.).

El estudio de la cinética de los pies amperométricos esta basado en los parametros de
duracion y amplitud como se explica en el apartado de materiales y métodos (fig. 1l-15). Los

valores obtenidos de estos parametros se muestran en las figuras IV-18 y IV-19.
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Figura IV-18: Histogramas de frecuencias de la duracién de los pies amperométricos de los ratones
control (A) y mutantes NDST-2 (B). No existen diferencias estadisticas significativas entre los dos
conjuntos de datos. (control n = 47, NDST-2 n = 106)

La duracion de los pies amperométricos en los ratones control es de 44 + 6 ms frente a
los 65 + 6 ms de los ratones NDST-2 (media + e.e.). Es importante destacar que la diferencia en
la duracion de los pies amperométricos registrados entre los dos tipos de mastocitos no es

estadisticamente significativa.

Las diferencias en la amplitud méaxima alcanzada de los pies entre ambas lineas de
ratones se muestra en la figura 1V-19. La media obtenida de la amplitud maxima de los pies
amperométricos es 1.50 + 0.12 pA en el raton control y 2.47 + 0.18 pA en el raton NDST-2

(media + e.e.).
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Figura IV-19: Histogramas de frecuencias de la amplitud de los pies amperométricos en ratones control (A)
y ratones de la linea NDST-2 carentes de matriz intravesicular (B).

En la tabla V-2 se muestra un resumen de los valores obtenidos de cada uno de los

parametros del pie amperométrico que se han estudiado.

Tabla IV-2: comparacion de parametros de los pies amperométricos entre
ratones control y ratones NDST-2 (media + e.e.) (control n = 47 , NDST-2 n = 106)
Amplitud (pA) Duracién (ms) Carga (fC)
Control 150 +0.12 44+6 20+3
247+0.18 89+9
NDST-2 (k k) 65+ 6 (e ko)

El aumento en la amplitud de los pies amperométricos analizados de los ratones NDST-2
respecto a los controles explica el aumento de carga observado en el caso de ausencia de matriz
intravesicular. Una mayor carga implica un mayor numero de moléculas de serotonina liberadas
durante el pie, lo que apunta a una mayor disponibilidad de moléculas de serotonina libres en
disolucién durante la primera parte de la fusion de membranas. El aumento del nimero de
moléculas de serotonina libres en disolucion en el interior del grano secretor seria causa de la

inexistencia de matriz intravesicular.

La mayor amplitud de los pies amperométricos en los mastocitos NDST-2 puede
explicarse como un mayor tamafio del poro de fusién que presenta un impedimento menor al
paso de moléculas de serotonina. Otra posible explicacion es que el mayor niumero de moléculas

libres en el interior vesicular genere un mayor gradiente electroquimico que provoca que el flujo
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de serotonina sea mayor. En el supuesto de que el poro de fusion sea mayor en el mutante
carente de heparina, se apoyaria la hipotesis de que la matriz intravesicular no interviene en el

proceso de expansion del poro de fusion.

La duracion similar de los pies amperométricos en los mastocitos control y las mutantes
NDST-2 indica que la fase de expansion del poro presenta el mismo curso temporal tanto en
presencia y como en ausencia de matriz intravesicular. Adicionalmente a la informacion aportada
por la medida del retraso entre la capacidad y la amperometria, la ausencia de diferencias en la
duracion de los pies amperométricos permite confirmar que la matriz intravesicular de heparina
no es la fuerza motriz fundamental ni, por lo tanto, responsable directa de las etapas iniciales de

la fase de expansion del poro de fusion en mastocitos.
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6. PAPEL DE LAS PROTEINAS EN LA FASE DE EXPANSION DEL PORO DE
FUSION

En el apartado anterior se ha mostrado mediante el uso de mastocitos carentes de matriz
intravesicular que la ausencia de heparina no afecta a las primeras etapas de la fase de
expansion del poro de fusidn. Esto hallazgo refuerza la hipétesis de que para la expansion del
poro de fusion se necesita la intervencion de proteinas puesto que es un proceso
energéticamente desfavorable (Cohen and Melikyan, 2004). El tamafio de los poros medidos
hace poco probable que la forma de expansion sea a través de la incorporacion o polimerizacion
de unidades proteicas que aumenten el radio del poro dando lugar a un poro de fusion
completamente proteico. La teoria mas aceptada actualmente es que la naturaleza del poro de
fusién en su Ultima fase de expansiéon es de naturaleza mixta, con un componente lipidico
mayoritario y proteinas reguladoras adicionales. El papel de estas proteinas podria ser la
modificacion de los valores de curvatura y tension que permitirian superar la barrera energética
que implica la expansion del poro de fusién (Cohen and Melikyan, 2004). Esta modificacién de
las propiedades fisicas de la membrana pueden ser realizadas mediante diferentes tipos de

interaccién proteina-lipido que se discutiran mas adelante (Chernomordik et al., 2006).

En esta parte del trabajo presentado en esta tesis se estudia la implicacion de la proteina
SCAMP1 en la exocitosis y mas concretamente en la fase de expansion del poro de fusion. Para
ello se ha utilizado la monitorizacién de la exocitosis mediante la medida de la capacidad
eléctrica de la membrana junto a la deteccion de la serotonina liberada mediante amperometria.
Mediante la técnica de “patch-clamp”, ademas de registrar la superficie celular, se puede medir
la conductancia del poro de fusion. El limite de conductancia méaxima que se puede medir
depende del tamafio de las vesiculas secretoras segun la ecuacion 11-27. El uso de la linea de
ratones beige permite medir valores de conductancia superiores a la centena de nS gracias a

que presentan vesiculas secretoras de tamafio anormalmente grande (Chi and Lagunoff, 1975).
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7. EFECTO DE LA AUSENCIA DE LA PROTEINA SCAMP1 EN LA
DESGRANULACION DE LOS MASTOCITOS DE RATON BEIGE

Las mastocitos del raton beige presentan un tamafio de vesicula secretora anormalmente
grande sin que estén afectadas su composicion lipidica o su estructura (Chi and Lagunoff, 1975;
Chi et al., 1978). El tamafio de las vesiculas secretoras permite en estas células la medida de la
conductancia del poro de fusién mediante la técnica de “patch-clamp” en la configuracion de
whole-cell. Adicionalmente, la técnica permite comparar ademas las caracteristicas cinéticas de
la desgranulacion en ausencia de la proteina SCAMP1. La obtencién de los mastocitos de
ratones beige carentes de la proteina SCAMP1 funcional se obtienen mediante cruces
consanguineos de la linea SCAMP1 con la linea beige. La linea de ratones beige sera, por lo
tanto, utilizada como control y los ratones beige carentes de SCAMP1 (SCAMP1-beige) seran los

empleados para el estudio de la implicacion de la proteina SCAMP1 en la exocitosis.

Para comprobar que en la linea SCAMP1-beige no hay expresion de la proteina SCAMP1
se ha realizado la técnica de inmunofluorescencia. Los resultados de esta técnica se muestran

en la figura IV-20.

overlay

Beige
SCAMP1 (+/+)

overlay

Beige
SCAMP1 (-/-)

Figura IV-20: Técnica de inmunofluorescencia realizada en mastocitos de ratones beige (A-C) y de ratones
SCAMP1-beige (D-F) en cultivo. Se puede observar que no hay expresion de SCAMP1 en las células
cebadas peritoneales de esta linea de ratones (cortesia de M. Castellano).
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7.1. Incremento de tamafio del mastocito causado por la desgranulacién

Los registros simultaneos de capacidad y amperometria en mastocitos de raton beige
presentan las caracteristicas que se muestran en la figura 1V-19. Aparentemente a este nivel no

existen diferencias apreciables entre los ratones beige y los ratones de la linea SCAMP1-beige.

0.5 pF

L J J T

60s

Figura 1IV-21: Ejemplo de registro simultaneo de capacidad y amperometria durante la desgranulacion de un

mastocito de raton beige. Las discontinuidades en el registro de capacidad se deben a la compensacion de la
corriente durante el registro.

Los tamafios inicial y final de las lineas beige y SCAMP-beige no presentan diferencias
significativas. En la linea beige, las capacidades inicial y final son, respectivamente 7.37 + 1.50

y 11.61 + 2.16 pF (media *+ d.e.). En la linea SCAMP1-beige estos valores son 7.06 + 1.64 y
10.77 £ 3.51 (media + d.e.) (fig. IV-22).
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La figura IV-23 muestra el incremento de capacidad de los mastocitos beige utilizados

como control y los mastocitos de la linea SCAMP1-beige. Como puede apreciarse, las

diferencias en la incorporacién de membrana promovida por el GTP-yS no son significativas

entre ambas lineas de ratones. Los valores del incremento de capacidad son 4.44 + 1.82 fF en el

caso de la linea beige y de 4.75 £ 1.60 en la linea SCAMP1-beige.

Incremento de capacidad (pF)
N
|

|
beige

SCAMP1-beige

Figura IV-23: Incrementos de
capacidad causados por la
desgranulacion en mastocitos de
raton beige y de raton SCAMP1-
beige. Existe una ligera
diferencia no significativa entre
ambas lineas de ratones. (beige
n =17, SCAMP1-beige n=32).
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7.2. Tamano de las vesiculas secretoras

El analisis a nivel de vesicula unica muestra que la amplitud de los saltos de capacidad
ofrece la distribucion que se muestra en la figura IV-24. Las medias de tamafio de vesicula
secretora son de 145.64 + 84.05 fF en los ratones beige y de 110.39 + 55.54 fF en los ratones
SCAMP1-beige (media * d.e.). Estos datos se corresponden con 14.5 y 11 um?2 de superficie
respectivamente. En la figura 1V-25 se muestra la distribucién de los voluménes de las vesiculas
secretoras en las dos lineas de ratones utilizadas para el estudio de la implicacién de la proteina
SCAMP1 en las propiedades del poro de fusion. EI volumen medio de la vesicula secretora de
los ratones control es de 1.22 + 0.12 femtolitros y de 1.25 + 0.10 femtolitros en el caso de los

mastocitos de ratones beige que no expresan la proteina SCAMP1 (x £ d.e.).

359 —
304
254
20+

15+

Numero de eventos

Figura IV-24: Histogramas de
frecuencias de la distribucién de
los tamafios de vesiculas
, secretoras mostrados como
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El anterior analisis muestra que no existe diferencia significativa en el volumen de las
vesiculas secretoras de los ratones beige utilizados como control y los de la linea SCAMP1-Bg.
Se puede deducir que la ausencia de la proteina SCAMP1 no afecta a la biogénesis de las
vesiculas secretoras, como ya se habia descrito anteriormente en mastocitos de raton normal
(Fernandez-Chacon et al., 1999).
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Figura IV-25: Histograma de frecuencias del volumen de los granos secretores de las células cebadas de ratén
de la linea beige utilizados como control y de la linea SCAMP1-beige. El histograma se ajusta a una
distribucién normal para determinar el valor medio de tamafio de grano (beige n= 98, SCAMP1-beige n= 342).
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8. EFECTO DE LA AUSENCIA DE LA PROTEINA SCAMP1 EN LA CINETICA
DE LA SECRECION DE LOS MASTOCITOS DE RATON BEIGE

Para el estudio de la posible implicacion de la proteina SCAMP1 en la cinética de
liberacion se utilizan los registros de amperometria. El estudio de la cinética de liberacion de
serotonina esta basado en el analisis de los parametros cinéticos de las espigas amperométricas
(fig. 1lI-15).

8.1. Amplitud de las espigas amperométricas

En ausencia de la proteina SCAMP1, la amplitud de las espigas presenta una media de
48.07 £ 6.79 pA siendo en los ratones beige de 31.25 + 7.23 pA (media £ e.e.). El histograma de

frecuencias de la amplitud de las espigas se muestra en la figura IV-26.
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Figura IV-26: Histograma de frecuencias de la amplitud de las espigas amperométricas generadas por la
secrecion de serotonina en mastocitos de ratones beige (A) y de ratones doble mutantes SCAMP1-beige
(B). La diferencia entre las dos lineas de ratones es significativa con p < 0.001 (beige n= 45, SCAMP1-
beige n= 55).

8.2. Anchura a media altura de las espigas amperométricas

La comparacion de la anchura a media altura de las espigas amperométricas entre los
ratones beige y los mutantes para la proteina SCAMP1 se muestra en la figura IV-27. La media
en los ratones beige es de 0.44 + 0.06 s y de 0.33 £ 0.03 s en la linea de ratones que no

expresan la proteina SCAMP1 funcional (media £ e.e.).
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Figura IV-27: Histograma de frecuencias de anchura a media altura de las espigas amperométricas
generadas por la secrecion de serotonina en matocitos de ratones beige (A) y de ratones doble mutantes
SCAMP1-beige (B). (beige n=45, SCAMP1-beige n= 55)

8.3. Tiempo al pico de las espigas amperométricas

La liberacion de serotonina de los mastocitos en el caso de la expresion de la proteina
SCAMP1 funcional en la linea de ratones beige presenta unas espigas amperométricas con un
tiempo al pico de 0.096 + 0.009 s. Si la proteina SCAMP1 no se expresa, las espigas
amperométricas tienen un tiempo al pico de 0.087 £ 0.009 s (media £ e.e.). En la figura IV-28 se

muestran los histogramas de frecuencias del tiempo al pico de ambas lineas de ratones.
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Figura IV-28: Histograma de frecuencias del tiempo al pico de las espigas amperométricas generadas por
la secrecion de serotonina en mastocitos de ratones beige (A) y de ratones doble mutantes SCAMP1-beige
(B). (beige n=45, SCAMP1-beige n= 55)
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8.4. Carga de las espigas amperométricas

La carga de las espigas amperométricas es una medida de la cantidad de serotonina

liberada en cada evento de secrecion. Las espigas de los mastocitos procedentes de ratones

beige tienen una carga de 15.59 £ 3.18 pC frente a los 18.10 + 3.07 pC de los mastocitos de

ratones la linea SCAMP1 (media * error estandar). En la figura IV-29 se muestran los

histogramas de frecuencias de la carga de ambas lineas de ratones.
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Figura IV-29: Histograma de frecuencias de la carga de las espigas amperométricas generadas por la
secrecion de serotonina en mastocitos de ratones beige (A) y de ratones doble mutantes SCAMP1-beige (B).
El analisis estadistico de las dos distribuciones confirma que no hay diferencias en la carga de las espigas
entre las dos lineas de ratones (beige n= 45 espigas, SCAMP1-beige n= 55 espigas).

En la tabla V-3 se muestra un resumen del analisis de los parametros de la cinética de las

espigas amperométricas de las lineas beige y SCAMP1-beige.

Tabla IV-3: comparacion de parametros de espigas amperométricas entre ratones
beige y ratones SCAMP1-beige (media + error estandar)

Anchura a media

Altura (pA) altura (ms) Tiempo al pico (ms) Carga (pC)
beige 48.07 £6.79 440 + 60 9% +9 15.59 + 3.18
(n=45)
SCAMP1-beige 31.25+7.23 330 + 30 87 +9
(n=55) o) 18.10 + 3.07

La unica diferencia encontrada en la cinética de liberacion entre ambas lineas es la altura de las

espigas amperométricas. La igualdad en parametros como la anchura a media altura y el tiempo

al pico indica que no existe una modificacion en la tasa de liberacion en ausencia de la proteina

125




Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cingtica de la exocitosis en mastocitos Resultados

SCAMP1. La variacién en la altura entre ambas lineas de ratones puede deberse a factores
geométricos inherentes a la técnica utilizada.
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9. ESTUDIO DE LA FUNCION DE LA PROTEINA SCAMP1 EN EL PORO DE
FUSION

El limite de resolucién para la medida del poro de fusién mediante la técnica de “patch-
clamp” esta en funcion del tamafio de la vesicula secretora. Como se ha explicado
anteriormente, el tamafio de vesicula secretora de los mastocitos de ratéon beige permite
medidas de la conductancia del poro de fusién desde varios nanosiemens (nS) de hasta cientos
de nS de conductancia (figura Ill-11, ecuacion [27]). La figura IV-29 muestra un fragmento de un
registro de capacidad durante la desgranulacion de un ratdn beige en el que se representan los
componentes real e imaginario de la admitancia. De estos dos componentes se puede calcular la

conductancia del poro de fusion segun la ecuacién

Im_ G g, :;—m-w-cg
€

Re wC p

la cual ha sido explicada en el apartado de materiales y métodos.

Los parametros que se han analizado de los poros de fusion son la duracion y el tamafio
del poro de fusién. Ambos parametros proporcionan informacién de la dinamica de la fase de

expansion y permiten estudiar un posible papel de SCAMP1 en el poro de fusién.

0.2 pF

Figura IV-30: Detalle de un registro de capacidad obtenido durante la desgranulacién de un mastocito de raton
beige. Se puede observar el componente real (Re) que, junto al componente imaginario (Im), permite el calculo
de la conductancia del poro de fusién que preceden a las fusiones de las vesiculas secretoras.

En la figura IV-31'y IV-32 se muestran varios ejemplos de la conductancia de varios poros

de fusién obtenidos mediante la configuracidn de célula completa de la técnica de “patch-clamp”
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calculada mediante la ecuacion [l11-26]. En esta ultima, se puede apreciar una gran variabilidad
en cuanto a valores de conductancia y duracion de los poros de fusion.
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Figura IV-31: Ejemplos de
valores de conductancia del
poro de fusidén en mastocitos de
ratones beige. Los valores de
conductancia se obtienen a
partir de los valores del
componente real (Re) e
imaginario (Im) de la admitancia
segun la ecuacioén 11-26
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Figura IV-32: Ejemplos de cursos temporales de las conductancias de poros de fusion de la linea beige (A) y
SCAMP1-beige (B). Incluso dentro de una misma linea de ratones los poros de fusion muestran cursos
temporales, conductancias maximas v duraciones distintas.

9.1. Duracién del poro de fusion

Para determinar si la proteina SCAMP1 esta implicada en la estabilidad del poro de fusion,
se ha estudiado la duracion de los poros de fusion de las lineas beige y SCAMP1-beige. La
figura IV-33 muestra los histogramas de frecuencias de la duracion de los poros de fusion. Existe
una ligera diferencia entre las medias de la duracion obtenidas mediante el ajuste del histograma
a una funcién exponencial. La media de la linea de ratones beige es de 392 + 64 ms 'y de 312 +
22 ms en la linea SCAMP1-beige (media + d.e.). La pequefia diferencia existente entre las
medias de la duracién de la fase de expansion no es estadisticamente significativa, lo que
demuestra que el curso temporal de la fase de expansion del poro de fusién no esta alterado

cuando no hay expresion de la proteina SCAMP1.
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Figura IV-33: Histograma de frecuencias de la duracién de los poros de fusion en la linea beige (A) y en la
linea SCAMP1-beige (B). (beige n = 58 poros, SCAMP1-beige n = 113 poros).
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9.2. Conductancia del poro de fusion

En la figura IV-34 se muestran los histogramas de frecuencias de los valores de
conductancia de los poros de fusion medidos en los ratones beige utilizados como control y en la
linea SCAMP1-beige carentes de la proteina SCAMP1. Para calcular la media de conductancia
que presentan ambas lineas de ratones se ha realizado un ajuste a una distribucion exponencial.
La media obtenida en el caso de la linea beige es de 1.002 + 0.007 nS y de 2.648 + 0.516 nS en
la linea SCAMP1-beige (media + d.e.).

La conductancia media por lo tanto es muy superior en el caso del mutante que no
expresa la proteina SCAMP1. Aunque el poro de fusion puede ser un limitante al paso de
moléculas de serotonina a su través, el gran tamafio que poseen las vesiculas secretoras de los
mastocitos de ratones beige puede hacer que una conductancia mayor no se refleje en una tasa
de liberaciéon mayor. Esto explicaria la ausencia de diferencias en los parametros cinéticos de las

espigas amperometricas comentados anteriormente.
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Figura IV-34: Histogramas de frecuencias de los valores de conductancia del poro de fusién, (A) beige y (B)
SCAMP1-beige. Se representa también el ajuste a las funciones exponenciales que permiten calcular el valor
medio de conductancia de las dos lineas de ratones objeto del estudio. Las diferencias son significativas (p <
0.001). (beige n = 16909 valores de conductancia, SCAMP1-beige n = 32078 valores de conductancia).

Una vez comprobado que los valores de conductancia de los poros de fusién del mutante
SCAMP1 son mas elevados, es interesante saber en qué momento de la fase de expansion se
dan estas diferencias de conductancias. Para poder comparar poros de distinta duracion, los
valores de conductancia de la fase de expansion se ha normalizado respecto al tiempo,
permitiendo asi comparar la dindmica del poro de fusién entre la linea beige y la SCAMP1-beige

(fig. IV-35). En la gréfica se aprecia que la conductancia media desde el inicio de la fase de
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expansion del poro hasta el limite superior que permite nuestra técnica es superior en la linea

SCAMP1-beige si la comparamos con la linea beige.

Conductancia del poro de fusion (nS)

20 40 60 80 100
Tiempo de expansioén relativo (%)

Figura IV-35: Curso temporal normalizado de la media de la conductancia de los poros de fusién de las
lineas beige y SCAMP1-beige (media £ e.e.). (beige n = 58, SCAMP1-beige n = 113)

Con el objetivo de poner de manifiesto en qué fase de la expansion las diferencias de
conductancia estan mas marcadas, en la figura IV-36 se representa la diferencia de
conductancias entre los poros de fusion de ambas lineas. En esta figura se puede apreciar que
la conductancia en ausencia de la proteina SCAMP1 es mayor desde el inicio de la fase de
expansion del poro. La diferencia de conductancia entre ambas lineas de ratones aumenta de
forma lineal hasta la mitad de la fase de expansién aproximadamente. Tras esta dependencia
lineal y hasta el 90 % de la fase de expansion, se puede observar una dependencia potencial,
alcanzando la maxima diferencia en el 90 % del tiempo total de expansion. En el ultimo 10 % de
la fase de expansion, la diferencia disminuye, aumentando al mismo tiempo la variabilidad. La
diferencia de conductancia en esta fase final puede estar alterada por los valores maximos
medibles de cada poro de fusion que dependen del tamafio de cada vesicula secretora. Debido a
esto, en la ultima fase de la expansion el parametro no es adecuado para comparar las
conductancias entre ambas lineas de ratones. Es probable por lo tanto que la diferencia de

conductancias continue siendo potencial durante el resto del proceso de expansion.
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Figura IV-36: Diferencia de conductancias entre las lineas de ratones beige y SCAMP1-beige. Se distinguen
distintas fases en la diferencia de conductancias, una primera lineal con una tasa de 0.019 nS por 0.01
unidades de expansion, y una fase potencial que se ajusta a la ecuacion y = x8¢7, (beige n = 58, SCAMP1-
beige n = 113).
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10. MODELADO DE LA CINETIQA DE LA SECRECION DE LAS CELULAS
MASTOCITOS MEDIANTE EL METODO DE MONTE CARLO

Los métodos computacionales permiten el estudio de la cinética de la secrecién celular
mediante el uso de simulaciones. Las simulaciones consisten en la obtenciéon de espigas
amperométricas bajo condiciones geométricas vy fisico-quimicas definidas. La comparacion de
espigas amperométricas reales y simuladas permiten inferir las condiciones en las que se
producen los eventos secretores reales. EI método utilizado en nuestro trabajo para la
generacion de espigas simuladas es denominado método de Monte Carlo y esté basado en la

generacion de numeros aleatorios (fig. I1-16).

La matriz intravesicular de heparina presente en las vesiculas secretoras de los mastocitos
interacciona con las cargas positivas de las moléculas de serotonina, histamina y con proteasas
especificas en el interior de los vesiculas secretoras (Forsberg et al., 1999; Humphries et al.,
1999). Durante el proceso de fusion de membranas, se produce la continuidad quimica y
eléctrica entre el interior vesicular y el espacio extracelular a través del poro de fusion (figs. IlI-9 y
[1I-10). En estas condiciones se produce un intercambio idnico entre la solucion extracelular y la
matriz intravesicular de heparina (Marszalek et al., 1997). El intercambio iénico produce una
sustitucion de iones monovalentes por las moléculas de serotonina, lo que genera el
hinchamiento o “swelling” de la matriz de heparina y la liberacion de las moléculas de serotonina
que pasan a estar en disolucion (fig. I-7). Una vez en disolucién, el gradiente de concentracion
causa un flujo de moléculas de serotonina hacia el exterior del gréanulo atravesando el poro de
fusion. El poro de fusion puede comportarse como un impedimento estérico a ser atravesado por

flujo de serotonina en funcién de su tamafio.

Dado que el movimiento de las moléculas de serotonina una vez liberadas de la matriz
intravesicular hasta el detector esta basado en un proceso difusional, toda espiga amperométrica
esta afectada por la difusion. Para el estudio de los factores que afectan a la tasa de liberacion
se ha de tener en cuenta el factor difusional inherente al proceso secretor. En funcion de la
distancia del evento secretor al detector, la cinética obtenida puede ser reflejo de un proceso
predominantemente difusional. La influencia de la difusion sera mayor al aumentar dicha
distancia. Como es obvio, durante la desgranulacion de un mastocito los eventos ocurren a
distintas distancias del detector, lo que genera una variabilidad en los parametros cinéticos de
las espigas amperométricas. A pesar de esta dificultad para observar cambios en la tasa de

secrecion, la técnica de la amperometria ha permitido mostrar diferencias en la tasa de secrecion
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en ausencia de matriz intravesicular. El uso de simulaciones mediante el método de Monte Carlo
permite eliminar el factor difusional del proceso secretor y definir con mayor precision la

modificacion de la tasa de liberacion en ausencia de matriz intravesicular.

Las simulaciones que se han realizado para el estudio de la implicacién de la matriz de
heparina en la cinética de la liberacion han consistido en la liberacion instantanea de un numero
de moléculas definido, con el detector a distancias variables desde el punto de la superficie
celular en el que ocurre la liberacion. Bajo estas condiciones, la espiga amperométrica simulada
obtenida responde a la ley difusional dado que el unico factor que afecta a los pardmetros

cinéticos de la espiga es el tiempo que tardan las moléculas en llegar al detector.

Para la comparacion de espigas se recurre al método del escalado. El escalado consiste
en la normalizacion de los parametros de las espigas amperométricas que dependen de la
distancia del evento de fusion al detector. La dependencia de la altura y del ancho a media altura
de esta distancia se demuestra mediante simulaciones en las que so6lo se modifica la distancia
del evento secretor hasta el detector. Las espigas simuladas asi obtenidas presentan diferentes
valores de altura y anchura a media altura (fig. IV-37). Distintas distancias implican distintos
parametros de las espigas segun un proceso difusional. El escalado de las espigas
amperométricas elimina el factor diferenciador de la distancia. En la figura IV-37C se comprueba

la coincidencia de los parametros de las espigas simuladas tras el escalado.
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Es importante destacar que, al contrario de lo que ocurre con las espigas simuladas, las
espigas registradas de mastocitos normales no se ajustan entre si tras escalarlas por su altura y
ancho a media altura. Sin embargo, las espigas registradas de mastocitos carentes de heparina

son idénticas tras ser sometidas al escalado (fig. IV-38).

La superposicion tras el escalado de las espigas reales demuestra que las espigas
obtenidas de ratones control no obedecen a un proceso difusivo simple. De este hecho se
deduce que la tasa de liberacion de las moléculas de serotonina que definen la espiga real no
responde unicamente a la difusion desde el interior de la vesicula secretora hasta el detector.
Existe por lo tanto un factor que modifica la tasa de liberacién y que es anterior al paso de las

moléculas de serotonina al espacio extracelular.
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Figura IV-38: Comparaciéon de espigas amperométricas registradas obtenidas mediante la deteccién de
serotonina liberada por la desgranulacion de mastocitos normales (paneles izquierdos) y procedentes de linea
NDST-2 (paneles derechos). Los escalados de las espigas en altura y ancho a media altura muestran que las
espigas del ratdn normal no se ajustan a un modelo difusional mientras que si lo hacen las espigas de células
cebadas mutantes carentes de matriz intravesicular.

A diferencia de las espigas control, en los mastocitos de la linea de ratones NDST-2 y
debido a su carencia de matriz intravesicular, las espigas registradas son semejantes tras el
escalado. La comparacion de las espigas simuladas con las espigas de mastocitos carentes de
heparina demuestran que en ausencia de matriz, las espigas responden a un modelo puramente
difusional (fig. 1V-39A). Por lo tanto, las diferencias encontradas entre las espigas de vesiculas

secretoras sin matriz se deben Unicamente a distintas distancias desde el evento hasta el

detector.

La superposicién de espigas registradas de ratéon normal con espigas simuladas confirma
que cuando hay matriz intravesicular las espigas no se rigen por un modelo difusional (fig. IV-
39B). En este caso, la tasa de liberacion es la consecuencia de la cinética de la disociacion de
las moléculas de serotonina de la matriz intravesicular junto a la posterior difusion de las

moléculas hasta que llegan al detector.
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Todos estos datos demuestran que la matriz intravesicular afecta a la tasa de liberacion
provocando que la cinética de liberacion sea mas lenta y generando una cinética de liberacion de

serotonina que no se puede explica mediante difusion.
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Figura IV-39: Comparacion entre espigas registradas con espigas simuladas. (B) La espiga registrada de un
mastocito de ratdn control (tfrazo continuo) no se ajusta a la simulada (trazo discontinuo) tras el escalado. (A)
Tras el escalado, el ajuste entre la espiga registrada de un mastocito de raton NDST-2 (trazo continuo) y una
espiga simulada (trazo discontinuo) es dptimo.
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Los resultados de este trabajo de investigacion se han obtenido del estudio de la funcion
de dos componentes de distinta naturaleza implicados en la ultima fase del proceso secretor.
Este estudio ha permitido por primera vez describir la liberacion de serotonina de mastocitos
carentes de matriz intravesicular. Utilizando la misma combinacién de técnicas, el estudio se ha
centrado también en la implicacién de la proteina SCAMP1 en el proceso secretor y, mas
concretamente, en la cinética de la liberacion de serotonina y en las propiedades dinamicas del

poro de fusion.
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1. EFECTO DE LA AUSENCIA DE MATRIZ INTRAVESICULAR EN LOS
MASTOCITOS

1.1. Efecto de la ausencia de matriz intravesicular en la morfologia de los mastocitos

La morfologia de las vesiculas secretoras se encuentra afectada en los mastocitos de los
ratones de la linea NDST-2 como muestran estudios realizados mediante electromicrografia y
microscopia optica (Forsberg et al., 1999). En este estudio el nimero de vesiculas electron-
densas tipicos de los mastocitos desaparecen casi en su totalidad, apareciendo estructuras
vesiculares de gran tamafio transparentes a los electrones. Los experimentos de medida de la
capacidad eléctrica han mostrado una alteracion morfologica adicional de las vesiculas
secretoras. La monitorizacion de la capacidad eléctrica durante la desgranulacion muestra que
las vesiculas secretoras de los mastocitos de la linea NDST-2 son de menor tamafio que las de
ratones control. El papel de la matriz de heparina en la biogénesis de las vesiculas secretoras se
desconoce. Una posible inestabilidad estructural en el caso de ausencia de heparina durante la

sintesis de las vesiculas podria ser la causa de estas diferencias de tamafio.

A nivel funcional, se ha comprobado mediante pruebas citobioquimicas que la linea de
ratones NDST-2 presenta una cantidad de histamina un 31 % menor respecto a los mastocitos
control (Humphries et al., 1999). Experimentos que cuantifican la actividad enzimatica de las
proteasas especificas de mastocitos (mMMCPs) estiman que la linea de ratones NDST-2 presenta

una reduccién del 50 % de la actividad de la linea control (Humphries et al., 1999).

La técnica de la amperometria en las condiciones detalladas en los métodos de este
trabajo permite detectar exclusivamente la secrecion de serotonina de los mastocitos (Pihel et
al., 1995). La obtencion de espigas amperométricas demuestra que los mastocitos mutantes son
capaces de almacenar serotonina en las vesiculas secretoras. La monitorizacion simultanea de
la superficie celular y de la liberacion de serotonina permite estimar la concentracion de

serotonina a la que es almacenada.

1.2. Concentracion de serotonina en ausencia de matriz intravesicular

En este trabajo se ha demostrado que la concentracion de serotonina de las vesiculas
secretoras de mastocitos de los ratones de la linea NDST-2 es un 33 % menor que en

mastocitos de ratdn control (0.08 M en los mutantes frente a 0.12 M en el control).

142



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina
SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Discusion

Las causas de las diferencias en la concentracion a la que la serotonina es almacenada
en las vesiculas secretoras de los mastocitos entre ambas lineas de ratones pueden residir en el
mecanismo transportador de aminas al interior de las vesiculas. Existe un transportador comun
para la histamina y la serotonina que realiza un transporte activo de ambas moléculas. Este
transporte comun es dependiente de pH y de la concentracion de histamina y serotonina
(Ludowyke and Lagunoff, 1986). A diferencia de las células cromafines y plaquetas, la
incorporacion de aminas al interior de las vesiculas secretoras de mastocitos es independiente
de ATP. En cromafines y plaquetas, una bomba de protones dependiente de ATP aumenta la
concentracion de protones en el interior de las vesiculas. En cambio, el transporte de aminas en
mastocitos es dependiente del gradiente de potencial eléctrico y del pH generado. La diferencia
entre los mastocitos y el mecanismo en cromafines y plaquetas es que no es necesaria la
presencia de ATP para mantener dicho gradiente de protones entre el citoplasma y el interior
vesicular (Lagunoff and Rickard, 1983). Es muy posible que el mantenimiento del pH acido en el
interior de las vesiculas secretoras de mastocitos se deba a la gran densidad de carga negativa
de la heparina y del efecto del anillo imidazol de la histamina, ambas caracteristicas
complementadas con la baja conductancia al K* de la membrana vesicular. De esta forma, este
gradiente seria suficiente para el funcionamiento del transportador de aminas no especifico
(Ludowyke and Lagunoff, 1986). Por otro lado se han realizado experimentos de captacién de
serotonina tritiada que demuestran que ademas del transportador comun, existen uno 0 mas

transportadores especificos de serotonina (Ludowyke and Lagunoff, 1986).

Segun estos datos, la inexistencia de matriz intravesicular de heparina puede alterar el pH
del lumen vesicular y afectar al transporte de aminas hacia el interior de las vesiculas secretoras.
De este modo, la menor concentracion de serotonina en el interior de las vesiculas secretoras de
los mastocitos carentes de matriz intravesicular puede ser explicadas por la alteracion del pH del

lumen de las vesiculas secretoras en el caso de la ausencia de matriz intravesicular.

Inicialmente esto puede hacer pensar que la cantidad de serotonina liberada en una
desgranulacién es menor en los mastocitos carentes de matriz intravesicular. Para confirmar si
esto es correcto, hemos utilizado los registros de capacidad para estimar el numero de vesiculas
secretoras que se fusionan con la membrana tras la desgranulacion provocada por la aplicacion
de GTPyS en el interior de la pipeta de “patch-clamp”. Los mastocitos control poseen una media
de 419 vesiculas frente a 391 de los mutantes NDST-2. La diferencia no es acusada, pero

demuestra que en los mastocitos mutantes existe una menor cantidad de membrana vesicular
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disponible para ser exocitada. Adicionalmente a que la concentracion de serotonina de las
vesiculas secretoras en el mutante NDST-2 se encuentra disminuida en un 33 %, el menor
numero de vesiculas secretoras que contiene (6 % menor) provoca que la cantidad de serotonina

liberada en los mutantes sea un 39 % menor que en los mastocitos control.

Se ha comprobado que la serotonina compite con la histamina por el transportador
comun de aminas presente en la membrana de las vesiculas secretoras de los mastocitos
(Ludowyke and Lagunoff, 1986). La competencia por el transportador de las dos aminas permite
que la incubacion de los mastocitos en cultivo con serotonina provoque que la secrecién de
histamina disminuya respecto a la de serotonina (Pihel et al., 1998). En este trabajo también se
muestra que existe una concentracién de serotonina a partir de la cual genera una menor

secrecion de histamina pero no aumenta la de serotonina.

Para la realizacion de nuestros experimentos los mastocitos son incubados en presencia
de serotonina, lo que genera un desplazamiento de la histamina en favor de la serotonina
durante el proceso de transporte de ambas aminas hacia el interior de la vesicula secretora.
Debido a que la histamina es el principal secretagogo de los mastocitos en condiciones
normales, la incubacion con serotonina puede producir que la capacidad de almacenaje de la
vesicula secretora sea empleada principalmente en la incorporacion de serotonina. Esto puede
ser la causa de que las diferencias en la concentracion de serotonina de las vesiculas secretoras
carentes de matriz sea solamente un 33 % respecto a los controles a pesar de las alteraciones
de gradiente de pH que puedan sufrir estas vesiculas. Es muy posible por lo tanto que en
condiciones fisiolégicas la cantidad de serotonina en los mutantes NDST-2 sea menor a este 39
% que medimos en nuestros experimentos, siendo el efecto de la ausencia de matriz

intravesicular mas acusado que el aqui mostrado.
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2. DINAMICA DEL PORO DE FUSION EN AUSENCIA DE MATRIZ
INTRAVESICULAR

Durante un evento de fusién de membranas, el poro de fusidn exocitético que establece
una conexion acuosa entre el lumen del grano secretor y el espacio extracelular se expande
rapidamente. La exposicidn del interior vesicular con la solucién extracelular salina causa la
descondensacion de la matriz intravesicular, resultando en la liberacion de su contenido al

espacio extracelular.

Las medidas eléctricas de la conductancia del poro de fusion muestran que se abren de
forma abrupta con una conductancia de varios cientos de picosiemens (Spruce et al., 1990). La
conductancia puede fluctuar antes de llegar a cero indicando el cierre del poro de fusion o
incrementarse hasta valores no medibles indicando la expansién irreversible del poro de fusion
(Breckenridge and Almers, 1987a; Alvarez de Toledo and Fernandez, 1988). Estos poros de
fusion detectables eléctricamente corresponden a los primeros estadios de la fase de expansién.
Las electromicrografias muestran tamafios de poro mucho mayores que los medidos por la
técnica de “patch-clamp”. Estos poros de fusion tardios estan compuestos por lipidos en forma
de bicapa como se aprecia mediante microscopia electrénica en criofracturas (Monck and
Fernandez, 1992). Debido a su pequefio tamafio, los primeros estadios de la fase de expansion
no pueden observarse mediante criofracturas. Esta limitacion impide el conocimiento de su

estructura molecular.

Durante la formacion del poro de fusién, las membranas implicadas adquieren distintas
conformaciones que poseen distinta energia elastica tensional (fig. V-1). Trabajos basados en
modelos biofisicos han llegado a la conclusion de que es necesario el aporte de energia en todas
las etapas del proceso de fusion (Nanavati et al., 1992; Chizmadzhev et al., 2000; Cohen and
Melikyan, 2004).

La hipotesis SNARE acepta que la fusion inicial de membranas es un proceso catalizado
por proteinas, aunque el aumento de tamafio necesario para la expansion del poro de fusion esté
causado por la incorporacion de lipidos a una estructura inicialmente proteica. Es en esta fase
cuando parédmetros fisicos como la tension o curvatura de la membrana pueden regular la
dindmica de la expansién del poro. Se ha demostrado que el aumento de la tension de la
membrana plasmatica de mastocitos impide la exocitosis (Solsona et al., 1998). La distension de

la membrana puede impedir fisicamente la expansion del poro por cambios en las caracteristicas
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estructurales de la membrana, aunque también existe la posibilidad de que provoque el

desacoplamiento de la maquinaria proteica responsable de la fusion.

Figura V-1: Conformaciones de las distintas fases de la fusién de membranas. (A) Acercamiento de
membranas. (B) “stalk’. (C) Formacién del poro de fusion. (D) Expansion del poro de fusidn. Modificado de
(Cohen and Melikyan, 2004).

El desconocimiento de la estructura molecular del poro de fusién generé un modelo en el
que el hinchamiento de la matriz que produce el intercambio i6nico una vez formado el poro de
fusion podria ejercer de fuerza motriz para su expansion y fusion completa (Monck et al., 1991).
Segun este modelo, las proteinas solo catalizarian el proceso inicial de fusion de membranas.
Una vez formado el canal acuoso entre el medio extracelular y el interior vesicular, el proceso de
expansion no necesita proteinas con actividad enzimatica. Durante el proceso de expansion del
poro, la incorporacién de moléculas de lipidos al anillo estaria provocada por la expansion que

provoca el hinchamiento de la matriz.

Los experimentos mostrados en esta tesis en mastocitos carentes de matriz de heparina
han concluido que no hay implicacion evidente de la matriz intravesicular en la fase de expansion
del poro. Esto se ha comprobado mediante la medida de dos pardmetros obtenidos

independientemente mediante dos técnicas distintas. Con la medida de la capacidad se ha
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comprobado que el tiempo de apertura del poro de fusion no varia en ausencia de matriz
intravesicular. Las primeras etapas de la fase de expansion pueden detectarse eléctricamente vy,
para estimar la duracion de esta primera etapa, se recurre al tiempo que tarda el salto de
capacidad en llegar a su maximo nivel. El otro parametro utilizado es el retraso entre el salto de
capacidad y el comienzo de la espiga amperométrica, el cual también depende del tiempo de
expansion del poro de fusion. Un mayor retraso implica una apertura del poro mas lenta. Los
experimentos realizados en los mastocitos carentes de matriz intravesicular demuestran que
ninguno de estos parametros estan afectados, concluyendo que la matriz de heparina no influye

en la fase de expansidn del poro de fusion.

Con el objetivo de indagar en los mecanismos moleculares de la regulacion del poro de
fusion, en este trabajo se ha barajado la posibilidad de que la regulacion de la fase de expansion
del poro de fusion recaiga en un componente proteico de la célula. Esta posibilidad adquiere
mayor fuerza tras la demostracion de que la matriz intravesicular no es el desencadenante de la
expansion del poro de fusién. Como se comprob6 mediante la combinacion de la técnica de la
medida de la capacidad eléctrica de membrana y la amperometria, la ausencia de la proteina
SCAMP1 altera las propiedades dindmicas del poro de fusion exocitético. En el siguiente
apartado se discute el papel que pudiera tener dicha proteina durante la ultima fase de la fusion

de membranas del proceso secretor.
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3. PAPEL DE LA PROTEINA SCAMP1 EN EL PROCESO SECRETOR

La familia de proteinas SCAMP esta formada por proteinas integrales de membrana
conservadas en todos los eucariotas estudiados. Las proteinas SCAMP se localizan en el
sistema de membranas intracelular de la célula (Brand et al., 1991). Posteriores trabajos
permitieron atribuirles la funcion de estar implicados en el proceso de reciclado de membrana en
compartimentos tales como endosomas y vesiculas de transporte (Brand and Castle, 1993;
Laurie et al., 1993; Wu and Castle, 1997; Fernandez-Chacon et al., 2000). Como era de esperar,
las proteinas SCAMP también han sido halladas en la membrana plasmatica de los mastocitos
(Castle et al., 2002).

La mayoria de las proteinas de la familia SCAMP presentan un tamafio de 25 a 28 kDa y
de 230 a 344 residuos de aminoacidos (Hubbard et al., 2000). Las proteinas pertenecientes a
esta familia contienen los extremos amino y carboxilo terminales en el citoplasma. Entre estos
extremos se encuentran 4 segmentos transmembrana unidos entre si por lazos anfifilicos (fig. V-
2). El lazo que une los segmentos transmembrana 2 y 3 es denominado péptido E y es la region
mas conservada de toda la familia y sélo se ha encontrado en la familia SCAMP. Otra
peculiaridad no presente en todos los miembros de la familia SCAMP es la existencia en el
extremo amino terminal de las repeticiones NPF. Cada repeticion consiste en los aminoacidos
asparagina, prolina y fenilalanina (Hubbard et al., 2000). Las repeticiones NPF actian como
ligandos de los dominios EH implicados en el reciclado de membrana mediado por clatrina
(Fernandez-Chacon et al., 2000).

En mastocitos se han identificado los miembros SCAMP1, SCAMP2 y SCAMP3 todos de
38 kDa siendo SCAMP1 y SCAMP2 mas abundantes que SCAMP3. Ensayos para determinar la
localizacién celular mediante inmunocitoquimica y fraccionamiento celular han mostrado que
SCAMP1 y SCAMP2 estan colocalizados en agregados tanto en la membrana plasmatica como
en la membrana de las vesiculas secretoras. Técnicas de doble marcaje indican que existe una
colocalizacion de estas dos SCAMP con la sintaxina 4 y SNAP-23, sugiriendo una relacion
funcional (Castle et al., 2002).
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Lumen
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Figura V-2: Estructura y disposicion de SCAMP1 en la membrana vesicular. Tanto los extremos amino y
carboxilo terminal como las repeticiones NPF quedan en el lado citoplasmatico.

Se ha demostrado la implicacion de SCAMP1 y SCAMP2 en el proceso secretor en
mastocitos y, mas concretamente, en la Ultima fase de la fusion de membranas. Los estudios con
el péptido sintético E que posee la secuencia perteneciente a la region méas conservada de
SCAMP2 han demostrado que es un potente inhibidor de una etapa posterior a la fase de anclaje
0 docking de la fusion de membranas en mastocitos (Castle et al., 2002). Pequefias
modificaciones en la secuencia de este péptido sintético, principalmente en la region amino
terminal, elimina la inhibicion, y la sustitucion del residuo de lisina por glicina, tal y como se
encuentra en SCAMP1, reduce la inhibicion en un orden de magnitud (Castle et al., 2002). La
isoforma SCAMP2 se encuentra en cantidad significativa tanto en la membrana celular como en
la membrana vesicular. Esto hace pensar que en ambos lugares adquiere una funcién
determinada. Modificaciones en la secuencia de la regién correspondiente al péptido E de
SCAMP2 muestran en micrografias electronicas un aumento en los contactos entre membranas,
tanto vesicula-membrana como vesicula-vesicula. A partir de estos datos hace pensar en un
modelo en el que SCAMP2 también esta implicada en la fusién de membranas en la exocitosis

compuesta (Castle et al., 2002).
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3.1. Nivel de expresion de SCAMP1 en mastocitos

En un reciente trabajo comentado anteriormente en esta tesis se han descrito
cuantitativamente todas las proteinas de la vesicula sinaptica (Takamori et al., 2006). Los datos
cuantitativos que muestra este trabajo son que existen 0.8 moléculas de SCAMP1 por vesicula
sinaptica. En este trabajo también se describe cuantitativamente la estructura de la vesicula
sinaptica, la cual presenta un diametro externo de 41.6 nm. A partir del diametro se puede
calcular la superficie de una vesicula que es de 5.44 x 10 um?2. Nuestros registros de la
capacidad eléctrica de la membrana en mastocitos indican que la superficie media de una
vesicula secretora es de 1.6 um2 y de 11 um?2 en el caso de los mastocitos beige. Si asumimos
que el niumero de moléculas por unidad de superficie de SCAMP1, la isoforma mas abundante
en neuronas, se mantiene en mastocitos, se obtiene que una vesicula secretora contiene 230
moléculas de SCAMP1. Si la vesicula secretora es de mastocito de ratdn beige, este niumero es
de 1610 moléculas. A pesar de que el numero de moléculas de SCAMP1 en los mastocitos no es
elevado, la hipdtesis de un papel regulador en la Ultima fase del proceso secretor esta avalada
por experimentos de inmunolocalizacion. Mediante este tipo de aproximacion experimental, se ha
demostrado que tanto SCAMP1 como SCAMP2 colocalizan en agregados puntuales con las
SNARE propias de los mastocitos: SNAP-23 y sintaxina 4 (Castle et al., 2002).

3.2. Alteraciones morfoldgicas de los mastocitos en ausencia de SCAMP1

En lo que respecta a los mastocitos, morfolégicamente no existe ninguna evidencia de
alteracion respecto a un mastocito procedente de un raton beige. Nuestros experimentos han
mostrado que el tamafio inicial de los mastocitos de ratones beige es independiente de la
proteina SCAMP1, lo que confirma los datos anteriores aportados en mastocitos con tamafio de
vesicula secretora normal (Fernandez-Chacon et al., 1999). Los datos de la capacidad final
obtenidos en mastocitos beige muestran una gran dispersion especialmente en las que no
expresan SCAMP1: 11.61 £ 2.16 pF en el control y 10.77 + 3.51 en el mutante (media + d.e.).
Aunque las diferencias no son significativas, la gran dispersion puede deberse a la imposibilidad
de registrar las desgranulaciones completas en los mastocitos beige. Este problema
experimental se debe a que la fusion de las vesiculas secretoras, por su gran tamafio, pueden
ocasionar la inestabilidad del sello y la pérdida de la configuracién necesaria para la
monitorizacion de la capacidad eléctrica de la membrana. Es importante destacar esto porque

experimentos realizados en mastocitos normales han mostrado ligeras diferencias en la
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capacidad final entre los controles y los mutantes para SCAMP1 (Fernandez-Chacon et al.,
1999). En nuestros experimentos es posible que este hecho esté enmascarado por el menor
numero de vesiculas secretoras disponibles y por los problemas de estabilidad comentados
anteriormente. La disminucion de la capacidad final en ausencia de SCAMP1 puede deberse al
aumento de eventos de fusion reversibles, siendo estos eventos muy poco frecuentes en las
mastocitos beige. Es por ello complicado confirmar esta observacion con el uso de mastocitos

beige.

Los datos obtenidos de la monitorizacién individual del proceso de fusion de las vesiculas
secretoras muestran que no hay diferencias en el tamafio de las vesiculas secretoras entre la
dos lineas de ratones, descartando asi la implicacion de SCAMP1 en la biogénesis de las

vesiculas.

3.3. Cinética de la secrecion de serotonina en ausencia de SCAMP1

La liberacion detectable mediante amperometria de serotonina procedente de la
desgranulacion de los mastocitos beige en respuesta a la aplicacién de GTPyS de forma
intracelular fue descrita anteriormente (Alvarez de Toledo et al., 1993). La obtencion de espigas
en las condiciones experimentales detalladas en el apartado “materiales y métodos” demuestra
que los mastocitos beige que no expresan SCAMP1 pueden secretar serotonina. Esto nos

permiti6 monitorizar en nuestros experimentos la cinética de la liberacion de este secretagogo.

Los parametros de las espigas amperométricas que hemos medido ofrecen informacién
sobre la tasa de liberacion de serotonina. Como toda medida amperométrica, el factor de la
difusiéon es de vital importancia a la hora de sacar conclusiones. La anchura a media altura,
tiempo al pico y la carga no presentan diferencias entre las lineas de ratones beige y SCAMP1-
beige. El Unico parametro que distingue entre mastocitos control y las que no expresan SCAMP1
es la altura de las espigas. La altura de las espigas mutantes es de 48.07 pA frente a los 31.25
pA de las controles. Esta diferencia en un primer analisis puede explicarse mediante una tasa de
liberacidn més rapida en el caso de la ausencia de SCAMP1. Sin embargo, en el resto de
parametros cinéticos existen diferencias pero éstas no son destacables. Una tasa de liberacion
mas rapida se asocia con, ademas de con una mayor altura, con una menor anchura a media
altura y un menor tiempo al pico. EI menor nimero de eventos por desgranulacion que tienen los
mastocitos de la linea de ratones beige comparado con los mastocitos normales puede generar

espigas amperométricas en las que el factor difusional enmascare la tasa de liberacion. Como ya
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se comentd anteriormente, el lugar donde se inicia la fusion de membranas y se produce la
liberacion condiciona los parametros cinéticos de las espigas amperométricas a causa de la
difusiéon. Si las eventos secretores que ocurren en una desgranulacion se encuentran
predominantemente alejados del detector amperométrico, las caracteristicas de las espigas
tendran un importante componente difusional que impedird inferir con seguridad las

caracteristicas cinéticas de la liberacion de serotonina.

Debido a que nuestros experimentos de monitorizacion de la secrecidén de serotonina a
nivel de vesicula Unica en mastocitos sin expresién de SCAMP1 son pioneros, los datos que
hemos obtenido han de ser interpretados con precaucion. La diferencia encontrada en la altura
de las espigas puede interpretarse como producto de una mayor tasa de liberacion en los
mastocitos que no expresan SCAMP1. Pero la ausencia de diferencias en el resto de parametros

estudiados no nos permiten afirmar con seguridad que esto sea cierto.

En un evento de fusion, existen varias causas que pueden provocar un aumento en la tasa
de liberacion. Una mayor concentracion de secretagogo en el interior de la vesicula secretora
genera un aumento en el gradiente de concentracion que conducira a un incremento en la tasa
de liberacion. Otra posibilidad es que el tamafio del poro de fusion sea mayor de forma que el
impedimento a ser atravesado por las moléculas de serotonina sea menor. Gracias al uso de los
mastocitos de la linea de ratones SCAMP1-beige podemos analizar en detalle las diferencias en
la dindmica del poro de fusion en ausencia de SCAMP1. Esto nos permite confirmar si las
diferencias observadas en la cinética de la secrecion de serotonina se deben a una diferencia en

las propiedades dinamicas del poro de fusion.
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4. PAPEL DE LA PROTEINA SCAMP1 EN EL PORO DE FUSION

Todos los datos aportados en esta tesis respecto a la implicacién de las proteinas SCAMP
en el proceso secretor se complementan con los obtenidos en experimentos de medida de la
capacidad eléctrica de la membrana en mastocitos que no expresan SCAMP1. Estos
experimentos muestran que la ablacion genética de SCAMP1 genera un defecto en la estabilidad
de los poros de fusion (Fernandez-Chacon et al., 1999). En este Ultimo trabajo se utilizé la
técnica de “patch-clamp” para monitorizar la exocitosis en mastocitos. La inestabilidad de los
poros de fusion en este trabajo se reflejé principalmente en la modificacion de dos pardmetros
relacionados entre si: el incremento de la capacidad tras la desgranulacion y el numero de
eventos de fusion reversibles. Los valores iniciales de capacidad son semejantes con o sin la
expresion de SCAMP1. Sin embargo, la capacidad final alcanzada si es diferente cuando
SCAMP1 no se expresa en los mastocitos. Los registros de la capacidad de la membrana de
mastocitos procedentes de ratones que no expresan SCAMP1 presentan un incremento medio
de 9.3 pF mientras que los mastocitos silvestres presentan un incremento medio de 15.7 pF.
Siguiendo con este mismo trabajo, la otra observacion consistio en el aumento del nimero de
eventos reversibles. Este dato es el que muestra la implicacion de SCAMP1 en la dinamica del
poro de fusion. En este caso, la reversibilidad de la fase de expansién del poro de fusiéon puede

estar potenciada por una carencia estructural que seria proporcionada por SCAMP1.

Dado el tamafio de las vesiculas secretoras de los mastocitos, la resolucion de la técnica
de “patch-clamp” en la configuracion de célula completa no permite resolver la conductancia de
las etapas iniciales del poro de fusion. En nuestro trabajo se han empleado ratones que no
expresan la proteina SCAMP1 pero en un fondo genético beige en el cual las vesiculas
secretoras de los mastocitos poseen un tamafio anormalmente grande. En esta situacion, la
técnica empleada permite resolver la conductancia de las fases iniciales del poro de fusion y

comprobar si la ausencia de SCAMP1 afecta a sus caracteristicas dinamicas.

4.1. Limites en la resolucion de la medida de la conductancia del poro de fusién

Como se comento en el apartado de “materiales y métodos” de esta tesis, la técnica de la
medida de la capacidad eléctrica de la membrana celular a la hora de resolver la conductancia
del poro de fusién posee una limitacion tedrica que depende del tamafio de la vesicula que se

esta fusionando. Adicionalmente a este valor maximo tedrico, existe otra limitacién en cuanto al
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maximo valor medible de conductancia. Es posible que debido al ruido presente en todo registro,
las proyecciones de la admitancia en los ejes real e imaginario proporcionen valores de
conductancia superiores al limite teérico que puede medirse en funcion del circuito equivalente
generado mientras ocurre la fusion de la vesicula secretora. En nuestro andlisis de la
conductancia del poro de fusion exocitético el criterio es desechar los valores inferiores a 3 veces
la desviacion estandar del registro de la parte real de la admitancia De esta forma en cada
evento de fusién se pueden desechar los valores de conductancia que, debido al ruido del
registro, generan valores de conductancia superiores al limite tedrico impuesto por el método del

analisis de la admitancia.

4.2. Duracion de los poros de fusion en ausencia de SCAMP1

En los mastocitos de la linea de ratones beige, la duracién de los poros de fusion
presentan una gran variabilidad. Este hecho se puede observar incluso en la desgranulacion de
un mismo mastocito. Dado el gran desconocimiento que existe sobre el mecanismo de la fusion
de membranas, es dificil saber si la fase de expansion del poro de fusion es un proceso
regulado. Existe la posibilidad de que, una vez catalizada la fusién de membranas por el
complejo SNARE, no exista ningun tipo de implicacién proteica en el proceso. Como se ha
comentado anteriormente, estudios biofisicos han demostrado que tanto las fases iniciales de la
fusidn de membranas como el aumento del tamafio del poro de fusién son energéticamente
desfavorables. Ello hace poco probable descartar la implicacion de algin componente proteico

en la expansion del poro de fusion.

La proteina SCAMP1 no es necesaria para la expansion del poro de fusién pero su
implicacién en el proceso estd demostrada mediante el estudio de la exocitosis a nivel de
vesicula unica con la capacidad eléctrica de la membrana (Fernandez-Chacon et al., 1999).
Nuestros datos sobre la duracién de los poros de fusion muestran que no existe diferencia entre
los mastocitos que expresan SCAMP1 y las que no lo hacen. Segun este dato, la funcién de
SCAMP1 en la fase de expansion del poro de fusion no es la de aumentar la velocidad del
proceso lo que indicaria una funcién catalitica en el proceso. Este hallazgo hace pensar en un
papel predominantemente estructural mas que catalitico. La hipétesis de la funcion estructural de

SCAMP1 en el proceso de fusion esta apoyada por los dominios que posee en su secuencia.
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Los dominios NPF presentes en SCAMP1 presentan interacciones proteina-proteina con
los dominios EH (Eps15 homology domains,(de Beer et al., 1998; Salcini et al., 2001)). De este
modo, SCAMP1 interacciona con proteinas como la intersectina 1 y la y-sinergina a través de la
interaccion tipo NPF/EH (Fernandez-Chacon et al., 2000). La intersectina presenta una funcion
de andamiaje conectando la endocitosis con procesos de reordenamiento de actina. (Simpson et
al., 1999). Es por ello muy probable que SCAMP1 ejerza su funcion en la dinamica del poro de

fusion a través de su interaccion con componentes del citoesqueleto.

4.3. Valores de conductancia de los poros de fusion en ausencia de SCAMP1

Nuestros experimentos han demostrado que los valores de conductancia del poro de
fusion en ausencia de la proteina SCAMP1 son mayores que en condiciones normales. Bajo la
hipotesis de una funcion estructural de SCAMP1, esta proteina podria actuar como un
impedimento a la expansion del poro de fusion, estableciendo interacciones entre las
membranas implicadas y el citoesqueleto. Existe un modelo de funcionamiento de SCAMP2 que
la relaciona con la maquinaria de fusion en células PC12 (Liu et al., 2005). Segun este modelo
SCAMP2 actia como lugar de reclutamiento de varias proteinas implicadas en la fusion de
membranas. En este mismo trabajo se ha demostrado mediante amperometria que la mutacion
puntual W202A en SCAMP2 provoca una alteracion en la tasa de secrecidn que es atribuida a
una alteracion en la dilatacion del poro de fusion. A esta conclusion se ha llegado mediante la
interpretacion de los datos que sefialan una variacién en la proporciéon entre eventos que
generan espigas amperomeétricas y eventos de liberacién parcial sin espiga amperométrica. La
frecuencia de aparicion de este Ultimo tipo de eventos esta aumentada en las células PC12
transfectadas con la secuencia correspondiente a SCAMP2 con la mutacién W202A. Segun esta
hipdtesis, SCAMP2 aumenta la probabilidad de una fusién completa en contra de los eventos
reversibles de fusion. Es importante destacar que la mutacion W202A esta situada en la region
correspondiente al péptido E, donde reside la diferencia de secuencia entre SCAMP1 vy
SCAMP2. Este hecho indica que una pequefa variacion en la secuencia de SCAMP2 puede

afectar drasticamente a la dilatacion del poro de fusién.

En el caso de nuestros datos con ratones mutantes para SCAMP1, SCAMP1 podria actuar
como contencidn de la dilatacion del poro que otras proteinas como SCAMP2 pueden favorecer.
De esta forma el equilibrio entre ambas isoformas de SCAMP puede cambiar las propiedades de
la fase de expansion del poro de fusién. Dado que SCAMP1 no es necesaria para la exocitosis

su funcion ha de ser reguladora.
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4.4. Curso temporal de la fase de expansion del poro de fusion en ausencia de SCAMP1

Mediante la técnica de la amperometria en parche (Albillos et al., 1997) en mastocitos se
han resuelto las distintas fases que constituyen la fase de expansion del poro de fusién (Tabares
et al., 2003). Con el uso de esta técnica, se pueden distinguir varias fases en funcién del
incremento de conductancia que presentan. Las duraciones relativas de cada una de las fases
varian en cada evento de fusién. En la figura V-3 se muestra un esquema que representa las
distintas fases de la expansién del poro de fusion que se pueden distinguir mediante la técnica
de medida de la capacidad eléctrica de membrana en la configuracion de “cell-attached” de la

amperometria en parche.

Fase | Fasell _:. Fase ll|
al -

/'

conductancia

tiempo

Figura V-3: Esquema representativo de las distintas fases de la expasion del poro de fusion en mastocitos
registrados mediante la técnica de “patch-amperometry”. La primera fase se describe con una tasa de
apertura de 5 nS / s. La segunda con 1000 nS / s y la tercera con una tasa similar a la primera fase. Con esta
configuracion, se pueden monitorizar conductancias superiores a pS. Modificado de (Tabares et al., 2003).

A diferencia de la técnica de la amperometria en parche, la medida de la capacidad
eléctrica de la membrana en la configuracion de célula completa no permite la medida de los
poros de fusién mas alla de varios cientos de nanosiemens de conductancia en mastocitos de
ratones beige y siempre en funcién del tamafio de la vesicula. A pesar de esta limitacion
nuestros registros confirman la presencia de distintas fases en la expansion del poro de fusién.
Es importante destacar que la existencia de las 3 fases anteriormente comentadas se describen
mediante el uso de la configuracion de “cell-attached” que permite medir conductancias del poro
de fusion del orden de microsiemens (Tabares et al., 2003). Debido a que la Ultima fase suele

presentar conductancias superiores a varias centenas de nanosiemens, nuestra configuracion no
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puede resolver esta Ultima fase de la expansion del poro de fusion. Es por ello que en los
registros realizados en la configuracién de célula completa solamente se distinguen dos fases
con distinta cinética. En nuestros registros existe una corta primera fase inicial con un abrupto
incremento en la conductancia que no presenta diferencias entre los poros de fusion de los
mastocitos beige y las procedentes de la linea de ratones SCAMP1-beige (fig. V-4). Nuestra
discusion se centrara a partir de ahora en las fases de la expansion siguientes a esta corta fase
inicial.

En la figura V-4 se pueden apreciar claramente tres fases en la expansion del poro de
fusion presentes tanto en los mastocitos control como en las mutantes carentes SCAMP1 tras la
normalizacién respecto al tiempo. En la segunda fase, la expansion es un proceso relativamente
lento, aunque ligeramente superior en los poros de fusion de mastocitos mutantes SCAMP1-
beige. Es en esta fase donde el incremento es lineal, con una pendiente de 0.73 y 1.05 nS por

unidad de expansion en los controles y mutantes respectivamente.
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Figura V-4: Comparacién de las cinéticas de la conductancia de los poros de mastocitos de ratones beige y
mutantes SCAMP1-beige. Se muestra el ajuste lineal en la segunda fase de la expansién de la conductancia
media de los poros de los dos tipos de células cebadas. Con flechas se sefialan los finales de los ajustes
lineales que se corresponden con los finales de la segunda fase de la expansion. En los poros control esta
fase termina en el 80 % del tiempo de expansion mientras que en ausencia de SCAMP1, la fase exponencial
se adelanta y comienza en el 60 % de la fase de expansion. La tasa de expansion en la segunda fase es
constante e igual a 0.73 nS por unidad de expansién (u.e.) en la media de las conductancias control y 1.05 nS
por unidad de expansion en la media de las conductancias mutantes.

Para la descripcion de la tercera fase, nuestro planteamiento inicial consistié en la

realizacion de un ajuste a una funcion exponencial. En ninguno de los dos casos, ni en el control
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ni en el mutante, las funciones exponenciales se ajustan adecuadamente a la tercera fase de las
medias de las conductancias. Para solucionar este hecho, recurrimos a la hipétesis de que la
segunda fase de expansion fuese el resultado de la continuacion de la fase de incremento lineal
y de un segundo componente exponencial (fig. V-5). Esta hipotesis, se puede representar
matematicamente como una funcién que nos proporciona la conductancia del poro de fusion

respecto al tiempo (t)
G,=A-t+B-e“

donde A es la pendiente del componente lineal presente a lo largo de toda la expansidn y que se
ha estimado anteriormente en los poros control y mutantes, y B y C definen el componente
exponencial. Dado que el componente lineal se mantiene a lo largo de toda la fase de expansién,
realizando una resta aritmética podemos eliminar este componente y comprobar si el otro

componente responde a una cinética exponencial.

La representacion de esta aproximacion matematica se muestra en la figura V-6. En ella
se comprueba que existe un componente exponencial adicional al componente lineal que permite
explicar la cinética observada al promediar las conductancias de los poros control y los mutantes
y normalizarlos respecto al tiempo. Tras eliminar el componente lineal con una pendiente de 0.72
nS por unidad de expansion, la cinética resultante se ajusta de forma dptima a una funcién
exponencial de pardmetros B = 7.18 x 109 y C = 0.21. Si aplicamos el mismo anélisis a la
conductancia media de los poros de los mastocitos mutantes que no expresan SCAMP1, se
obtiene una pendiente del componente lineal de 1.05 nS por unidad de expansion. Tras eliminar
este componente, el ajuste al componente exponencial ofrece unos parametros de B = 3.5 x 103
y C =0.085 (fig. V-6).

158



Efecto de la ausencia de matriz intragranular y de la proteina

SCAMP1 en la cinética de la exocitosis en mastocitos Discusion

— - —- -
E o] =] [} N o [o2]
1 1 1 1 1 1 1

Conductancia (nS)

N
1

1 1 1 1 1
20 40 60 80 100
Tiempo relativo de expansién (%)

20

- -
< o
1 1

Conductancia (nS)

4]
1

Ll 1 1 1
20 40 60 80 100
Tiempo relativo de expansion (%)

Figura V-5: (A) Conductancia media normalizada respecto al tiempo de los poros registrados en mastocitos
control. EI componente lineal se obtiene mediante un ajuste lineal a patir de la primera fase de expansion del
poro hasta el 80 % del tiempo de expansion. (B) Conductancia media normalizada respecto al tiempo de los
poros registrados en mastocitos mutantes de la linea SCAMP1-beige. Igual que en (A), la primera fase de la
expansion se representa por el ajuste lineal. La pendiente es de 0.72 nS por unidad de expansion en el control y
de 1.05 nS por unidad de expansién en ausencia de SCAMP1. En ninguno de los dos casos la segunda fase de
la expansion se ajusta de forma dptima a una funcion exponencial. Los ajustes lineales se prolongan mas alla de
la region empleada para realizar el ajuste lineal, indicando que el primer componente esta presente a lo largo de
todo el proceso de expansion.

Una vez demostrado que la cinética de la expansion del poro de fusién es el resultado de
dos componentes se puede hacer una comparaciéon mas detallada entre los poros de fusion de
ratones control y los de ratones mutantes. Los datos obtenidos en nuestros experimentos y el
posterior analisis han mostrado que el componente lineal existe a lo largo de toda la expansion
del poro. La primera diferencia entre los poros control y mutantes es la pendiente de este
componente, que representa la tasa de apertura del poro de fusion.
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Figura V-6: Comparacién de los componentes exponenciales de los cursos temporales de la apertura de los
poros de fusion de mastocitos beige y carentes de SCAMP1 (SCAMP1-beige). El ajuste a las funciones
exponenciales explica las diferencias encontradas en cuanto al comienzo de la segunda fase.

Adicionalmente al componente lineal, el segundo componente, que presenta una cinética
exponencial, no interviene en toda la fase de expansion y es la responsable de la aparicion de
una tercera fase con una tasa de apertura mucho mayor que la fase anterior. Es el comienzo de
su aportacion al aumento de conductancia de esta fase lo que sefiala otra diferencia entre la
cinética de apertura de los poros de fusion control y los mutantes. En el caso de los controles, el
aumento de conductacia debido a la segunda fase de la expansion comienza aproximadamente
tras el 80 % del tiempo total de expansion. En el caso de los mastocitos de la linea de ratones
SCAMP1-beige el aumento de la tasa de expansion debido a que el incremento de conductancia
debido a la segunda fase del proceso comienza antes que en los controles, trascurrido el 60 %

del tiempo de expansion del poro de fusion.

Atendiendo a las caracteristicas de esta ultima fase de apertura detectable del poro de
fusion, el ajuste a las funciones exponenciales mostradas en la figura V-6 permite conocer las
propiedades cinéticas de esta segunda fase de la apertura del poro de fusion. De acuerdo con
nuestros ajustes, aunque el componente exponencial esta presente a lo largo de todo el proceso
de expansion, su aportacién al aumento de conductancia no comienza en la fase de expansion

desde el principio del proceso como ya se ha comentado anteriormente.

Aungue SCAMP1 no es necesario para la exocitosis ni para la fusion de membranas,

todos los datos mostrados confirman su implicacién en la ultima fase del proceso de fusion de
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membranas. Este papel queda patente por la modificacién de las propiedades cinéticas de la
apertura del poro de fusion. Los valores de conductancia son superiores siempre en los poros de
fusion de los mastocitos mutantes, aunque no se encuentre afectada la cinética de forma global
puesto que el curso temporal de la apertura de los poros de fusion presenta el mismo numero de
fases. SCAMP1 por lo tanto no determina las caracteristicas cinéticas basicas del proceso pero

ha de presentar un papel modulador en el proceso de expansion.

La conductancia es mayor si no hay expresion de SCAMP1 a lo largo de toda la fase de
expansion debido a que los dos componentes que constituyen el curso temporal presentan
valores superiores. De acuerdo con nuestros ajustes matematicos de las distintas fases de la
expasion del poro de fusion, existen dos posibilidades que expliquen estas diferencias
basandonos en los datos que demuestran el papel regulador de SCAMP1 en la expansion del
poro de fusion.

La primera posibilidad es que la funcion de SCAMP1 consista en el control de la tasa de
expansion exclusivamente en el componente lineal de la apertura. Es importante sefialar que
modelos teoricos demuestran que cada una de las fases de la expansion presenta unos
requerimientos energéticos distintos (Curran et al., 1993). En estos trabajos se indica que,
debido a los valores de curvatura de la membrana, la energia necesaria para la expansion del
poro de fusion es mayor en la fase de incremento constante que en la posterior fase de
crecimiento exponencial. Es por ello que se acepta que a partir de cierto tamafio del poro, los
requerimientos de energia son menores y se favorece asi la expansion con una cinética

exponencial tipica de la tercera fase del proceso de apertura.

SCAMP1 podria regular una tasa de apertura mas lenta disminuyendo la pendiente del
componente lineal. La ausencia de esta isoforma puede generar una tasa de apertura mayor en
la fase lineal, favoreciendo la entrada en la siguiente fase al disminuir la energia necesaria para
la expansion. Esto explicaria el adelanto en el tiempo de la aparicion del componente
exponencial. Segun esta hipdtesis, los valores de conductancia a los que el componente
exponencial provoca un aumento de conductancia deberian coincidir en los mastocitos control y
mutantes. Las medias obtenidas en nuestros registros de conductancia del poro de fusion nos
permiten calcular en qué valor de conductancia aparece el componente exponencial. La media
de conductancia a la que comienza la fase exponencial es 2.38 + 0.34 nS en el control y 3.60 +

0.51 nS en los poros de fusidn de los mastocitos de la linea de ratones SCAMP1-beige. Bajo la
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misma hipotesis, esta diferencia puede ser explicada por la variabilidad de tamafios de las
vesiculas secretoras. Diferentes tamafios de vesicula producen pequefias alteraciones
geométricas en las membranas que sufren el proceso de fusién. Se ha demostrado en células
PC12 que el volumen vesicular tiene efectos en las caracteristicas del poro de fusion, alterando
la cinética de la secrecion (Sombers et al., 2004). Estas pequefias variaciones podrian modificar
el punto a partir del cual los requerimientos energéticos de la expansion cambian y dan comienzo

a la fase exponencial de crecimiento.

El aumento de eventos reversibles que se ha observado en mastocitos normales refuerza
la hipdtesis de que SCAMP1 esté implicada en las caracteristicas cinéticas del componente
lineal de la fase de expansion (Fernandez-Chacon et al., 1999). Estudios biofisicos teoricos
sefialan a la fase intermedia de la expansion como un estado semi-estable donde la fusion
puede ser un proceso reversible (Curran et al., 1993). El incremento en la aparicion de eventos
de fusidn reversibles en ausencia de SCAMP1 sefala a esta proteina como implicada en el

componente lineal constituyente del curso temporal de la expansién.

Una segunda interpretacion de los datos obtenidos es admitir que la funcion de SCAMP1
de controlar la apertura del poro esté presente en toda la fase de expansién. Esto explicaria las
diferentes propiedades cinéticas del componente exponencial, que no pueden ser explicadas con
la hipotesis anterior. De este modo SCAMP1 ejerceria de freno al proceso de apertura completo,
no permitiendo un curso temporal con los valores de conductancia tan elevados como los que se

observan en los poros de fusion de los mastocitos de la linea SCAMP1-beige.

Aunque cualquiera de las dos posibilidades pueden explicar el papel que presenta
SCAMP1 en la apertura del poro de fusidn, ninguna de las dos hipétesis explica de forma
completa los datos. La gran resolucion que ofrece la técnica del anélisis de la admitancia permite
mostrar pequefas diferencias en el curso temporal de la fase de expansion del poro de fusion
entre los mastocitos beige control y las procedentes de la linea de ratones SCAMP1-beige.
Partiendo de un papel estructural y basandonos en el modelo de dos componentes cinéticos que
explican el curso temporal de los valores de conductancia durante la apertura del poro de fusién,

hemos podido atribuir una funcion de retencion de este proceso a SCAMP1.

El papel de SCAMP1 en la regulacion de la expansion del poro de fusion puede deberse a
la interaccion con otras proteinas, puesto que se ha demostrado que SCAMP1 puede provocar el
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reclutamiento de proteinas implicadas en el tréfico de membrana en multiples tipos celulares.
Otro argumento a favor de esta funcion de SCAMP1 esta en la existencia de proteinas como la
epsina que presenta dominios NPF y que induce curvatura de las membranas a través de
dominios ENTH (Ford et al., 2002).

Como se comento en la introduccion de este trabajo, la peculiaridad de los mastocitos es
que el modo de exocitosis regulada que presentan es del tipo todo o nada. Aunque plantear un
sistema de regulacion de la secrecion a nivel de la expansion del poro de fusién en este tipo
celular puede carecer de implicacion fisiologica, el descubrimiento de proteinas que estan
implicadas en el proceso de expansion del poro de fusion permite establecer las bases de una
regulacidn en otros tipos celulares. Por ejemplo, en tipos celulares con alta tasa de liberacion y
alto nivel de regulacion de la respuesta secretora, mecanismos de regulacion a nivel del poro de
fusidn pueden poseer una gran importancia fisiolégica. Dado que SCAMP1 se expresa en
neuronas, es muy posible que tenga un papel regulador de la tasa de liberacion en este tipo
celular. En neuronas, la tasa de liberacion ha de estar perfectamente controlada y pequefias
variaciones en la conductancia del poro de fusion pueden tener grandes implicaciones
fisiologicas. El hecho de no encontrar un fenotipo mas evidente en los ratones carentes de
SCAMP1 puede explicarse por la existencia de isoformas que asumirian la funcién de SCAMP1

en su ausencia.

Se conocen varias isoformas de SCAMP cuya implicacion en el proceso secretor esta
demostrada. A pesar de que se conocen también sus secuencias, estructuras e interacciones, no
se conoce con certeza la forma que tienen de ejercer sus funciones en detalle. Esto hace
fundamental que se avance en el conocimiento de una familia de proteinas cuyos componentes
presentan similitudes de secuencia y de patrones de expresion para dislucidar de qué forma

intervienen en el trafico de membranas y, mas concretamente, en la Ultima fase de la exocitosis.
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5. ESTUDIO DE LA CINETICA DE LA SECRECION MEDIANTE
SIMULACIONES

La generacion de espigas simuladas mediante el método de Monte Carlo es una
aproximacion que permite inferir las condiciones en las que se produce el evento secretor. En el
disefio de una simulacion, se pueden tener en cuenta diversos factores geométricos que permiten
el estudio de variables que afecten a la tasa de liberacion. En las simulaciones presentadas en el
apartado de resultados de esta tesis el principal factor, ademas de la geometria de la célula y del
detector, ha sido la distancia entre el evento y el detector. Mediante estas simulaciones se han
generado espigas amperométricas cuyos pardmetros cinéticos responden unicamente al factor
distancia entre el evento y el detector segin un proceso difusional. De este modo se ha
demostrado que en ausencia de matriz intravesicular las espigas amperométricas estan
gobernadas por la difusién. En la secrecidn de serotonina procedente de vesiculas secretoras con
heparina, en cambio, la tasa de liberacion no puede explicarse Unicamente por la difusion,
existiendo una modificacion respecto al modelo difusional puro. Existe por lo tanto una tasa de

liberacion de las moléculas de serotonina desde la matriz que enlentece el proceso de secrecion.

Una vez demostrado el efecto que tiene la presencia de matriz de heparina en la secrecion
de serotonina, cabe preguntarse cuales son sus propiedades. Existen modelos biofisicos que
explican las propiedades de la union de las moléculas de serotonina a la matriz intravesicular.
Aplicando dichos modelos hemos realizado simulaciones para estimar la tasa de liberacion de las
moléculas de serotonina desde la matriz. Este proceso ha sido simulado segun el modelo de
intercambio i6nico desde la matriz intravesicular detallado en modelos biofisicos tedricos
(Marszalek et al., 1997). Segun este modelo, la liberacion de serotonina a lo largo del tiempo
depende del volumen de la matriz, es decir que el nimero de moléculas de serotonina liberadas
por unidad de tiempo es funcion del hinchamiento (“swelling”) de la matriz. EI hinchamiento de la
matriz se produce debido a la sustitucion de las moléculas de serotonina que se encuentran
unidas a la matriz por cationes monovalentes y moléculas de agua. El radio de la matriz r(t),

durante el hinchamiento responde a la siguiente ecuacion:

_ (—t/7)
r(t)— f_(rf_ro)e (1)
siendo ry el valor del radio méximo que puede alcanzarse, ro el radio inicial y 7 = rf2 /(D ge/zz ).

Dger es el coeficiente de difusion de la matriz.
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Para indagar en el papel de la matriz en la cinética de liberacion, se plantea la pregunta de
como afecta el tamafio de la vesicula y por lo tanto el tamafio de la matriz a la tasa de liberacion.
Para responder a esta pregunta hemos calculado la tasa de liberaciéon que proporcionan matrices
de distinto tamafio. El flujo de moléculas que la matriz proporciona durante su hinchamiento es

funcién de su volumen. El volumen de una esfera, depende del radio segun la formula

V)= () 2

Si sustituimos en la formula del volumen el radio con la ecuacidn (1), la liberacién de

moléculas en funcién del tiempo , R(t) queda
= .
RO =K 47-(r ~(r —r) e PV —r)e = gy

Nuestro objetivo es conocer la tasa de liberacién en matrices intravesiculares de distintos
tamarios, por lo que nos interesa obtener una expresion que nos relacione la tasa de liberacion
con el tamafio de la matriz, esto es, con su radio. Para ello hallamos la relacién entre el tiempo y

el radio despejando de la expresion (1)

rit)y=r,—(r, —ro)-e% —>t= Tln(rf -

Esta expresion nos permite calcular la liberacion de moléculas procedentes de una matriz
entre los valores de radio inicial, el cual seria el radio en su estado condensado ro, y rr que es el
radio final. Dando distintos valores a los radios inicial y final podemos hacer una comparacion de

la cinética de liberacién desde matrices de distinto tamafio (fig. V-7).
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Figura V-7: Liberacién normalizada de moléculas procedentes de matrices de distinto tamafio y con distinto
incremento de volumen. Los incrementos de radio utilizados son (A) 100-250 nm, (B) 200-500 nm, (C) 300-750
nmy (D) 400-1000 nm. Se considera un 30 % del contenido de la vesicula no unido a la matriz, lo que genera
una rapida liberacion inicial visible en los tamafios de matriz mayores.

Como puede apreciarse en la figura, las cinéticas son muy distintas para distintos tamafios
de vesicula. Hay que tener en cuenta que para todos los tamafios se ha considerado que un 30 %
de las moléculas no se encuentran unidas a la matriz. Estas moléculas serian las que primero se
liberan y generarian el pie amperométrico tras atravesar el poro de fusion. Es importante destacar
que para tamafios pequefios de matriz la tasa de liberacion es mucho mas rapida que en matrices
intravesiculares grandes. En el primer caso la liberacién de la matriz se solapa con la liberacion
de las moléculas no unidas a ella, lo que demuestra que el papel de la matriz en la tasa de
liberacion es practicamente nulo. A medida que los tamafios de matriz aumentan, existe una
mayor diferencia temporal entre la liberacién de las moléculas no unidas a la matriz y las que si
son liberadas durante el hinchamiento, lo que aumenta la duracion de los pies amperométricos.
Estos datos confirman la relacion entre la duracion (Alvarez de Toledo et al., 1993) y la carga

(Sombers et al., 2004) de los pies amperométricos y el tamafio de la vesicula secretora.

La implicacion de la matriz intravesicular en la tasa de secrecion en funcion de su tamafio
puede hacer pensar que las diferencias encontradas en la tasa de secrecion en los mutantes
carentes de heparina se deben a la disminucién del tamafio que presentan las vesiculas de la

linea NDST-2. En los mastocitos de ratdn control las vesiculas secretoras presentan una media
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de 360 nm de radio mientras que los mutantes NDST-2 presentan 260 nm de radio. De acuerdo
con nuestras estimaciones, en ambos tamafios la matriz intravesicular afecta a la tasa de
liberacion de serotonina. Por lo tanto, las diferencias encontradas en las propiedades cinéticas de

las espigas estan causadas por la ausencia de matriz y no por la disminucion del tamafio de la
vesicula secretora.
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CONCLUSIONES:

10.

La ausencia de matriz intravesicular de heparina altera la cinética de la exocitosis en
mastocitos. La alteracion consiste en una menor tasa de incorporacién de membrana durante
el proceso secretor debido a la menor cantidad de membrana vesicular en el interior de los
mastocitos carentes de matriz.

Las vesiculas secretoras de los mastocitos sin matriz de heparina son de menor tamafio que
los de mastocitos normales, lo que explica la menor cantidad de membrana disponible para
fusionarse con la membrana plasmatica y el menor incremento de superficie de los mastocitos
tras la desgranulacion.

La capacidad de almacenaje de serotonina es inferior en ausencia de matriz intravesicular. De
esta forma se demuestra que la matriz de heparina afecta de forma directa a la concentracion
de serotonina almacenada en las vesiculas secretoras.

Las propiedades cinéticas de la etapa inicial de expansion del poro de fusién son
independientes de la matriz intravesicular, no siendo el hinchamiento de la matriz la fuerza
que genera la expansién.

La ausencia de matriz de heparina aumenta la tasa de liberacién de serotonina, pudiéndose
explicar la cinética de liberacion mediante un modelo difusional.

La expansion del poro de fusion se produce con normailidad en ausencia de matriz de
heparina, lo que indica que la expansién del poro de fusién se debe a un proceso activo
intrinseco de su estructura molecular.

La ausencia de SCAMP1 no afecta a las propiedades secretoras de los mastocitos. No
existen diferencias en el tamafio de las vesiculas secretoras ni en las caracteristicas cinéticas
de la liberacion de serotonina cuando SCAMP1 no se expresa.

La duracion del poro de fusion es similar en ausencia o presencia de SCAMP1 lo que indica
que dicha proteina no tiene un papel catalizador en el proceso de expansion del poro de
fusion.

Los valores de conductancia son més elevados cuando SCAMP1 no se expresa, mostrando
una funcién estructural en el proceso de expansion del poro de fusién. Las diferencias en los
valores de conductancia ocurren a lo largo de toda la fase de expansién, pero estas son
maximas en la segunda mitad de la fase de expansion.

La funcion de la proteina SCAMP1 sobre la expansion del poro de fusion puede interpretarse
como un freno en el proceso de expansion del poro de fusion. Este efecto podria deberse a
una accién inespecifica sobre el poro de fusion. Estudiar la accidn de otras proteinas sobre el
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poro de fusion ayudara a entender en mejor medida la selectividad o la especificidad de la

accion de proteinas sobre el poro de fusion.
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