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Introducccion

INTRODUCCION

1. LA EXOCITOSIS

Todas las células eucariéticas contienen vesiculas secretoras
destinadas a transportar sustancias. Estas vesiculas son llevadas desde el
interior celular hasta la membrana plasmatica por motores moleculares.
Cuando la vesicula se aproxima a unos cuantos nanémetros de la superficie
celular puede sufrir exocitosis, es decir la membrana que delimita la vesicula
se funde con la membrana plasmatica, y cualquier material dentro de la
vesicula difunde al espacio extracelular. Las células eucaribticas sufren
exocitosis bien para insertar nuevos componentes a la membrana plasmatica
o para expulsar sustancias impermeables a la membrana, almacenados

dentro de las vesiculas.



Introducccién

1.1. Liberacidn vesicular constitutiva y regulada

La exocitosis se puede subdividir en dos grandes categorias. En la
exocitosis constitutiva (Ma y col.,1995), las vesiculas se funden con la
membrana celular tan pronto como entran en contacto con ésta, y ningun
mecanismo conocido controla el proceso de fusidon. En la exocitosis
estimulada o regulada las vesiculas se agrupan junto a la membrana celular
(a una distancia inferior a los 100 nm) y permanecen esperando, hasta que
una senal que llega a la membrana celular causa la aparicién de un
mensajero citosdlico, el cual dispara la exocitosis de las vesiculas. Tanto en
células neuroendocrinas como en neuronas, la secrecion regulada es
disparada por una elevacion del Ca* citosélico (Douglas,1968; Katz y
Miledi,1965c), ante la llegada de un potencial de accién, que despolariza la
membrana y abre canales de Ca*" dependientes de voltaje. En ocasiones,

como en las células cebadas, el calcio es meramente un cofactor.

1.2. La exocitosis es un proceso rapido

La eficacia en la transmisién de informacion reside en la rapidez con
gue se activan los mecanismos implicados para que se produzca la
liberacion de neurotransmisor. En el sistema nervioso, la velocidad es
esencial. Después de que el estimulo alcanza a la célula, existe un retraso
antes de que se produzca la exocitosis, que se debe fundamentalmente al
tiempo que tarda en activarse la maquinaria secretora. En células cebadas,
el retraso desde la aplicacion del estimulo (GTP-ys) es de 50 s (Fernandez
y col.,1984), en células cromafines el retardo es menor de 200 ms (Nehery
Marty,1982), mientras que en la placa neuromuscular es de tan sélo 0.5 ms
(Katz y Miledi,1965b).
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En la exocitosis se distinguen varias etapas cinéticas. Cuando las
vesiculas han completado su sintesis y estan cargadas de neurotransmisor
se acumulan constituyendo el contigente de vesiculas de reserva. Estas
vesiculas no experimentan exocitosis, sino que permanecen inmovilizadas
unidas al citoesqueleto hasta que llega la sefial que indica que deben
aproximarse a la membrana plasmatica. Una proteina kinasa C parece estar
implicada en eliminar la barrera cortical de filamentos de actina permitiendo
el trafico de vesiculas a la membrana plasmatica (Vitale y col.,1995) para
constituir el contigente de vesiculas listas para fundirse (Neher y
Zucker,1993). El proceso de atraque o “docking” de las vesiculas a la
membrana plasmatica requiere ATP (Parsons y col.,1995) y es seguido por
una etapa inhibida por bajas temperaturas (Bittner y Holz, 1992) y un paso
dependiente de pH (Thomas y col., 1993b). En esta fase permanecen las
vesiculas en espera de que llegue el estimulo. Entonces, la exocitosis
finalmente es disparada por la unién de 3-4 iones Ca** (Heinemann y
col.,1994; Thomas y col., 1993;Thomas y col., 1994).

Por lo tanto, la mayor parte del retraso en la exocitosis desde que
llega el estimulo se debe al curso temporal del Ca? submembrana, que
refleja la distancia que separa las vesiculas de los canales de Ca #* (Chow
y col.,1994) y el grado de tamponamiento del calcio por tampones fijos y
maviles intracelulares; en segundo lugar se debe a la cinética de accion del
Ca” en el aparato secretor y en tercer lugar, al tiempo finito entre la fusién

de la vesicula y la liberacion del contenido.

2. VESICULAS SECRETORAS

2.1. Tipos de vesiculas secretoras

Clasicamente, las vesiculas de secrecion se han clasificado en

funcién de la apariencia al microscopio electrénico de transmision, en claras
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y densas. Las vesiculas claras son las responsables de la neurotransmisién
rapida y el agente inductor de la exocitosis es el calcio. Se encuentran
colocalizadas con canales de calcio en zonas activas donde se va a producir
la fusion (Neher,1986; Stemn,1992). Las vesiculas densas son de estructura
similar a los granulos de células cromafines o mastocitos y pueden estar
sujetas, ademas del calcio a un control afadido de mensajeros
intracelulares. Se situan en una posicién mas alejada de los canales de
calcio (Augustine y Neher,1992; Neher y Marty,1982). La diferente
organizacion espacial de vesiculas y canales tiene importantes
consecuencias funcionales. Para canales y vesiculas colocalizadas, la
secrecion esta fuertemente acoplada a los potenciales de accién, ya que en
la proximidades del canal facilmente se alcanzan los niveles de calcio
requeridos para inducir la exocitosis, mientras que en distribuciones mas
aleatorias de las vesiculas, seria esperable un menor acoplamiento y un
mayor numero de potenciales de accion serian necesarios para alcanzar los
niveles necesarios de calcio para disparar la secrecién. Las vesiculas claras
estan presentes en neuronas (De Camilli y Jahn,1990; Verhage y col.,1991)
donde la velocidad de secrecion es critica para la funcién celular.

2.2. Almacenamiento de los productos de secrecion

Las vesiculas secretoras estan muy bien caracterizadas y entre los
distintos tipos de prot‘einas que poseen, presentan proteinas implicadas en
la carga y almacenaje de neurotransmisor, como son los transportadores
especificos que dependen de la actividad de una bomba de protones, que
acidifica el interior granular. Se conocen 4 tipos de transportadores
diferentes: uno para monoaminas, uno para acetilcolina, uno para glutamato
y otro para GABA y glicina (Mclntire y col., 1997; Peter y col., 1995; Erickson
y col., 1994; Kanner, 1993).
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Un evento fundamental en la secrecion regulada es el
empaquetamiento de neurotransmisores y otros productos secretores por
condensacion dentro de los granulos secretores (Griffiths y Simons,1986;
Kelly,1985). La vacuola de condensacién, una forma inmadura del granulo
secretor, procedente del aparato de Golg,i sufre un proceso de progresiva
acidificacion y condensaciéon de los productos hasta que adquiere la
densidad de un granulo secretor maduro. En las células cebadas, los
granulos secretores contienen una molécula altamente cargada e hidrofilica
constituida de proteoglicano de heparina (Rabenstein,1987) donde estan
condensados en altas concentraciones, histamina, serotonina, ATP y Ca?
(Nicaise y col.,1992). Igualmente, proteinas de la familia de la cromogranina
/secretogranina forman la matriz de varios granulos secretores neuronales

y neuroendocrinos, con gran abundancia de cargas negativas.

3. FUSION DE MEMBRANAS
3.1. Mecanismos de fusion

Aunque aun se desconoce como las membranas se funden, existen
dos hipétesis de como la fusiéon puede tener lugar. Los modelos de
proximidad (Monck y Fernandez,1994) defienden que el poro es
exclusivamente lipidico. Las bicapas de lipidos de ambas membranas se
aproximan por la accién de una serie de proteinas motoras que tiran de ellas.
La fusion es precedida por una hemifusién de bicapas, es decir, una
estructura trilaminar producida por la mezcla de fosfolipidos procedentes de
la membrana plasmaética y de la vesicula de secrecion. En este modelo, la
rotura de la membrana de hemifusion crea un poro de fusién lipidico que
puede cerrarse nuevamente o expandirse irreversiblemente. Durante este
proceso, la membrana esta bajo tension, causando un flujo de lipidos a
través del poro y en la membrana del granulo (Monk y col., 1990). Los

modelos del poro de fusion (Almers,1990; Almers y Tse,1990; Pfenninger y
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col.,1972) proponen que inicialmente al menos, el poro es proteico. Tras la
activacion, un canal acuoso formado por un complejo proteico, conecta la
vesicula y el medio extracelular como una unién tipo gap conecta dos
células. Posteriormente se produce la migraciéon de lipidos en el poro
formado.

3.2. Complejo proteico de la fusién

Las vesiculas cargadas de transmisor se anclan a zonas especificas
de la membrana plasmatica (“docking”) y por un proceso de fusion parcial
(“priming”) se hacen competentes para la fusién final disparada por calcio.
La rapidez del acoplamiento entre la entrada de calcio exterior y la fusién
(<1ms en las sinapsis rapidas) sugiere la existencia de un aparato de fusién
preformado para activarse con la entrada del idn. Recientemente, ha sido
aislado un complejo proteico de alto peso molecular, compuesto por varias
proteinas y que podrian llevar a cabo esta tarea (O’Connor y col.,1994;
Stdhof y col.,1993). Una proteina de la membrana vesicular, la
sinaptobrevina (VAMP) y dos proteinas de la membrana plasmatica, la
sintaxina y la SNAP-25, forman un complejo proteico muy estable que es
esencial para la exocitosis. La sintaxina y la VAMP se unen entre si, a lo
largo de una longitud de 60-70 aminoacidos, con SNAP-25 estabilizando esta
interaccion. Estas regiones tienen una alta probabilidad de formar estructuras
de a-hélice que se unen entre si formando una estructura enrollada (Lupas
y col.,1991), la cual parece jugar un papel importante en el anclaje y fusién
de la vesicula con la membrana plasmatica. El complejo proteico sirve de
receptor para unas proteinas solubles (SNAPs) que crean un sitio de alta
afinidad para una ATPasa llamada NSF (factor sensible a N- etil-maleimida)
(Hayashi y col.,1994; Séliner y col.,1993). Como el NSF provoca el
desamblaje del complejo proteico se pensé que mediaba la fusion de

membranas (Whiteheart y col.,1993). Datos recientes indican que el NSF no
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Medio extracelular

Ca 2+
10-10C ms

Citoplasma

Figura 1. Secuencia de reacciones posibles para la exocitosis en células endocrinas. Durante

el atraque (“Docking”) del grénulo a la membrana plasmética, la sinaptobrevina (VAMP) se
combina con la sintaxina y SNAP-25 para formar el complejo de fusion, que crece al reclutar
a-SNAP y NSF. La hidrélisis de ATP, seguida por tna serie de cambios conformacionales
en reacciones subsiguientes, prepara al grénulo antes de la fusién disparada por cailcio. La
expansion del poro de fusion es también un proceso regulado por calcio.



Introducccién

es necesario antes de la fusién (Mayer y col.,1996; Nichols y col.,1997).
Actualmente, se cree que durante el ensamblaje proteico se libera gran
cantidad de energia que es directamente utilizada para producir la conexién
de las dos membranas. Energia adicional proporcionada por la unién del
calcio con una proteina de la vesicula: la sinaptotagmina, provoca la fusion
de membranas (Lin y Scheller,1997). Esta proteina parece ser el sensor de
la concentracién de calcio. La sinaptotagmina entra a formar parte del
complejo de fusion y parece que debe salir del lugar donde se va a generar
el poro de fusion para que este pueda formarse. La sinaptotagmina requiere
de la unién de varios iones de calcio para que se pueda realizar esta
transicion (Sudhof,1995).

4. EL PORO DE FUSION EXOCITOTICO

Los productos secretores son almacenados dentro de las vesiculas
secretoras en solucién o condensados formando agregados o precipitados
(Gerdes y col.,1989). Cuando se produce la fusiéon de la vesicula con la
membrana plasmatica se forma el poro de fusién y el precipitado se
solubiliza permitiendo la liberaciéon de los productos por simple difusion
(Alvarez de Toledo y col., 1993).

El poro de fusidn es la estructura que transitoriamente une el lumen
de la vesicula secretora y el medio extracelular y actia como conexién
eléctrica o elemento resistivo entre estos dos compartimentos. Se forma
inmediatamente después de la fusidn de las membranas y desaparece antes
de la expansién completa de la membrana de la vesicula en la membrana
plasmatica. El poro de fusién se observo por primera vez en células cebadas,
con la utilizacion de técnicas de congelacion rapida y microscopia electronica
de criofactura (Chandler y Heuser,1980). El desarrollo de las técnicas de

medida de capacidad con “patch-clamp”, permitié por primera vez, la
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observacion directa de la actividad y tamarios de poros de fusion Gnicos en
células aisladas que sufren exocitosis (Breckenridge y Almers,1987a;
Zimmerberg y col.,1987). El “patch-clamp” (Hamill y col.,1981) tiene una alta
resolucién, permitiendo la monitorizacion de la fusion de las vesiculas
secretoras individuales con la membrana plasmatica y la caracterizacién del
poro de fusidn en términos comparables al de canales idnicos (Neher y
Marty,1982) . Esta técnica consiste en la medida de la capacidad de la
membrana celular, que es directamente proporcional al area de superficie
celular. De manera que, cuando se funde una vesicula secretora, el area de
la membrana celular (y la capacidad de la membrana) se incrementa en una
cantidad igual al area de la membrana de granulo (Neher y Marty, 1982;
Fernandez y col.,1984; Lindau y Neher,1988). Al mismo tiempo se produce
un incremento transitorio en la conductancia de la membrana como
consecuencia de la formacidn del poro de fusién. Estas medidas revelaron
que la existencia del poro de fusion exocitético se puede dividir en varias
fases. Primero, el poro se abre abruptamente y es inicialmente pequeio
(diametro: 1 6 2 nm). Después de abrirse, sigue la fase de expansion,
caracterizada por amplias fluctuaciones en la conductancia del poro. Estas
fluctuaciones denominadas parpadeos (“flickers”), pueden ser breves (ms)
o prolongadas (s). El poro termina por expandirse completamente (fusion
irreversible), aunque en ocasiones se cierra de nuevo completamente (fusion

transitoria) (Fernandez y col., 1984; Spruce y col., 1990).

4.1. Apertura del poro de fusion

El poro de fusién se abre abruptamente con una conductancia similar
a la de un canal idnico de alta conductancia (Breckenridge y Almers, 198743,
Spruce y col., 1990). Esta observacién apoya la hipétesis de que el poro
inicialmente es de naturaleza proteica, similar a un canal iénico que atraviesa

las bicapas lipidicas del granulo secretor y la membrana plasmatica
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(Almers,1990; Almers y Tse,1990). De acuerdo con esto, el poro de fusién
resultaria de una estructura en forma de canal iénico preformado que se abre
en respuesta a mensajeros celulares.

4.2. Expansion del poro de fusion

Después de la fusién, el poro comienza a expandirse. Esta expansion
responderia al reclutamiento de lipidos en la circunferencia del poro (Spruce
y col., 1990; Almers y Tse, 1990) y es dependiente de la temperatura
(Spruce y col., 1990). Esta expansiéon puede ser lenta o rapida y esta
caracterizada por fluctuaciones rapidas y de gran amplitud en la
conductancia del poro (Alvarez de Toledo y Fernandez, 1988; Spruce y col.,
1990; Monk y col., 1991a). Estas fluctuaciones usualmente finalizan con la
expansion irreversible del poro de fusién hasta una conductancia de gran
valor, que estad por encima del limite detectable de las medidas de
conductancia. El valor limite es tipicamente de ~ 10 nS, correspondiente a
un poro de 20 nm. Una vez que el poro se expande hasta este tamario,
raramente o nunca se cierra. La vida media de los poros de fusiéon tempranos
pudo ser medida en células cebadas de ratén ” beige” (mutante con granulos
anormalmente gigantes) y resulté en ~ 200 ms (Monk y col., 1991a).

Después de que la exocitosis es disparada, las vesiculas se hinchan
debido al flujo osmético de agua dentro del lumen de la vesicula. Esto hizo
pensar que este fendbmeno podia ser la fuerza dilatadora del poro. Sin
embargo, se ha observado que el hinchamiento osmético se produce
después de que el poro se ha dilatado completamente y por tanto no puede
ser la fuerza responsable de la expansion (Monk y col., 1991a). Los factores
que determinan la expansién del poro no son conocidos aungue se sabe del
papel de los iones Ca*" a este nivel (Fernandez Chacén y Alvarez de
Toledo,1995; Hartmann y Lindau,1995).
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4.3. Cierre del poro de fusién

Un poro de fusién no siempre se expande irreversiblemente sino que
a veces se cierra dejando intacta la vesicula secretora dentro de la célula
(Fernandez y col., 1984). Eventos de fusién transitorios se han observado en
células cebadas de raton “beige” y silvestres (Zimmerberg y col., 1987;
Breckenridge y Almers 1987b; Spruce y col., 1990; Monk y col., 1990). A
veces, una vesicula puede sufrir muchas fusiones transitorias antes de que
se produzca la fusion irreversible final (Breckenridge y Almers 1987b; Alvarez
de Toledo y Fernandez, 1988;Spruce y col., 1990).

Durante las fusiones transitorias, cuando un poro de fusién conecta
un granulo secretor con la membrana plasmatica, hay un flujo de lipidos
desde la membrana celular a la membrana del granulo secretor (Monk y col.,
1990). Esta transferencia lipidica a través del poro de fusién, indica que el
poro cuando se cierra, es parcial o totalmente lipidico.

5. LIBERACION DEL TRANSMISOR

El desarrollo reciente de nuevas técnicas ha mostrado que la
liberacion de los productos secretores después de la fusion de membranas
es un proceso regulado y tiene un curso temporal complejo. La liberaciéon por
exocitosis de granulos unicos puede ser detectada por amperometria. La
amperometria, mide la corriente producida cuando las moléculas de
transmisor liberadas son oxidadas por la superficie expuesta de un
microelectrodo de fibra de carbono. Esta técnica tiene una sensibilidad y
resolucion temporal extraordinaria y facilmente capta la liberacion de
productos secretores durante eventos exocitéticos uUnicos. Medidas

amperométricas en células cromafines y células cebadas muestran que un
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evento de fusion unico produce una corriente amperométrica en forma de
espiga (Leszczyszyn y col.,1990; Chow y col., 1992; Alvarez de Toledo y col.,
1993).

La liberacién esta retrasada con respecto a la fusion vesicular (Alvarez
de Toledo y col.,1993). Este retraso entre la fusion de la vesicula (medida
por capacidad) y la aparicion del transmisor en el espacio extracelular
(medida por amperometria) indica liberacién regulada del contenido de la
vesicula. El curso temporal de la liberaciéon esta afectado por varios
procesos: la velocidad de apertura y cierre del poro de fusién y la disociaciéon
del transmisor de la matriz del granulo y su difusién en el medio extracelular.

5.1. La expansion lenta del poro de fusion y las fusiones reversibles

La expansion lenta del poro de fusidén puede retrasar el momento en
que la vesicula y la membrana se funden completamente y enlentecer la
liberacion del contenido de la vesicula. Asi, aunque la mayor parte del
contenido del granulo se libera de forma sincrénica, con frecuencia la
liberacién explosiva en forma de espigas va precedida por una fase mas
lenta de liberacion llamada “pie” (foot) de la espiga (Chow y col., 1992;
Alvarez de Toledo y col., 1993). El calcio citosélico en células cebadas
acorta el periodo de liberacién lenta del transmisor al facilitar la expansion
del poro de fusién (Fernandez Chacén y Alvarez de Toledo,1995).

Se ha propuesto que un poro de fusién podria abrirse, permitir la
descarga del contenido de la vesicula, cerrarse de nuevo y recargarse con
transmisor sin fundirse con la membrana plasmatica (Ceccarelli y Hulburt,
1980). Este mecanismo de fusién transitoria se denominé “Kiss-and-run” y
evita la necesidad de captar nueva membrana por endocitosis para el
subsiguiente reciclaje de vesiculas (Valtorta y col.,1990). Sin embargo, no
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existen datos experimentales concluyentes sobre la existencia de “Kiss-and-
run” como el mecanismo fundamental de la liberacion de neurotransmisores.
Hasta la fecha los resultados mas significativos que apoyan esta teoria, han
sido obtenidos en células cebadas (Alvarez de Toledo y col.,1993) y
cromafines bovinas (Albillos y col.,1997), donde los granulos secretores
pueden transitoriamenta fundirse con la membrana plasmatica y liberar parte
o todo el contenido a través del poro de fusion. Sin embargo, la liberacion
durante estos eventos es lenta (del orden de varios segundos) debido a las
estrechas dimensiones del poro de fusién (Albillos y col.,1997; Alvarez de
Toledo y col.,1993; Zhou y col.,1996).

El retraso en la liberacién no crea problemas con hormonas que
actlan lentamente, por ejemplo a través de proteinas G. En la sinapsis, sin
embargo, la velocidad es esencial y las vesiculas sinapticas deben liberar su
neurotransmisor en fracciones de milisegundos. Parte de esta necesidad se
solventa haciendo las vesiculas pequefias, ya que la cinética de la salida de
neurotransmisor en una vesicula esta determinada por el coeficiente de
difusién de la molécula liberada, por la conductancia del poro de fusion y por
el tamafio de la vesicula. Asi, las vesiculas sinapticas, donde las distancias
de difusién son pequefias, podrian vaciarse con una constante de 250 uS

incluso si un poro de 300 pS no se dilatase del todo (Almers y Tse,1990).

5.2. La matriz del granulo secretor

La velocidad de secrecion también estd determinada por los
mecanismos que determinan el almacenamiento del transmisor en la
vesicula. Los productos de secrecion estan almacenados de una forma
osmoticamente inactiva, condensada en el gel o matriz de proteoglicano
(Alvarez de Toledo y col.,1993; Helle,1990). Se han propuesto dos

soluciones para explicar el aimacenamiento y liberacion de transmisores en
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los granulos secretores.

Uvnés y Aborg en 1989 propusieron que la matriz del granulo secretor
funciona como una resina de intercambio idnico, donde el almacen y
liberacion de los productos de secreciéon se produce por intercambio
estequiométrico de los productos de secrecién por contraiones. Durante el
almacenamiento de los productos secretores (a través de transportadores
especificos en la membrana del granulo), cationes divalentes (como por
ejemplo el calcio, la histamina y la serotonina) tienden a neutralizar las
cargas negativas fijas de la matriz del grano, provocando un cambio de fase,
mientras que durante la liberacién, cationes monovalentes del medio
extracelular, como el sodio, actuan como contraiones, y tienden a causar
expansion al acelerar la disociacién de los productos divalentes de la matriz
(Uvnés y Aborg,1989).

Verdugo (1991) propuso otra solucion para almacenar los productos
de secrecion. Un hidrogel es capaz de responder a pequefios cambios
medioambientales (iones, campos eléctricos, luz, temperatura, etc) con
grandes cambios en volumen causados por un mecanismo de transicién de
fase (Tanaka,1981). El hidrogel podria atrapar los productos secretores,
como en una jaula molecular. Se comportaria como una unica particula sin
crear gradiente osmético. De tal manera, que cuando se dispara una
transicién de fase, una descondensacion explosiva faciimente liberaria los

productos de secrecién de forma inmediata (Verdugo,1991).

Es probable que ambos mecanismos contribuyan a la liberacion de los

productos secretores que estan almacenados en el interior de las vesiculas.
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Transportador de Neurotransmisor

Transportador de Ca?*

Bomba de protones
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Figura 2. Mecanismos de almacenamiento (A) y liberacién (B) de transmisor en el interior de
vesiculas secreforas. Las cargas negativas fijas de la matriz de proteoglicano son
compensadas por un niimero igual de productos secretores catiénicos que se introducen en
el interior de la vesicula a través de transportadores y canales iénicos. La apertura del poro
de fusion dispara el intercambio i6nico con nuevos cationes que arrastran agua y producen
la expansién de la matriz.
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6. ENDOCITOSIS Y RESTABLECIMIENTO DE LA MEMBRANA CELULAR.

La estimulacion de la exocitosis conlleva un aumento de la superficie
de la membrana plasmatica.Tras este cambio, la célula tiene que restaurar
nuevamente la membrana a su estado inicial y reciclar el exceso de
membrana para sintetizar nuevas vesiculas. Luego, son recargadas con
nuevo transmisor presente en el citoplasma circundante, a través de
transportadores especificos en la membrana. Entonces estan listas para una
nueva ronda de exocitosis. Se distinguen dos tipos de sistemas de reciclaje
dependiendo del tipo de vesiculas de secrecion implicadas: el reciclaje
mediante endosomas, que experimentan las vesiculas sinapticas claras, y
el reciclaje mediante el Golgi que llevan a cabo vesiculas de nucleo denso.
Asi, en células cromafines, la exocitosis de catecolaminas a través de
vesiculas densas es seguida por endocitosis especifica de componentes de
membrana (Benchimol y Cantin,1982; Kobayashi y col.,1978; Lingg Yy
col.,1983; Patzak y Winkler,1986; Phillips y col.,1983). En ambos sistemas
de procesado, las vesiculas son internalizadas mediante la formacion de
vesiculas revestidas de clatrina. Estos sistemas son lentos y tardan en
concluir entre varios minutos y algunas horas.

Cuando la membrana vesicular se funde con la membrana celular, las
proteinas y los lipidos de ambas proteinas difunden lateraimente y tienden
a mezclarse entre si. Las proteinas difunden 1000 veces mas rapido que los
lipidos. El tiempo medio que una proteina vesicular tardaria en pasar a la
membrana celular desde una vesicula de 25 nm de radio seria 100 ms. Esto
quiere decir que si una vesicula sindptica permaneciese fundida mas de 100
ms perderia sus proteinas de membrana. Esto implica que un sistema de
reciclaje efectivo ha de ser discriminativo a la hora de reciclar membranas
para re-sintetizar nuevas vesiculas (Uvnas y Aborg,1989) y ser capaz de
diferenciar las proteinas especificas de las vesiculas de aquéllas que no lo
son.

16



Introducccion

Existen dos tipos distintos de endocitosis (Smith y Neher,1997) que
coexisten en células cromafines intactas: una forma denominada captacion
compensatoria (“compesatory retrieval’) (Engisch y Nowycky,1998) que
secuestra en segundos, una cantidad de membrana equivalente a la afiadida
durante el estimulo previo, con una constante de tiempo de varios segundos.
El otro tipo de endocitosis, mas rapida, denominada captaciéon de exceso
(“excess retrieval”), requiere de un estimulo muy fuerte, no esta mediada por
clatrina y es dependiente de calcio y calmodulina (Artalejo y col.,1995;
Henkel y Almers,1996).

Un sistema de endocitosis rapida seria muy util para restaurar la
integridad de la membrana y para rellenar el contigente de vesiculas
secretoras evitando la etapa posterior de reconocimiento y clasificacion
molecular de membranas. La formacion transitoria de un poro de fusion
puede sostener la liberacién cuantica de neurotransmisor durante una fusion
reversible suficientemente corta (500uS) como para evitar la mezcla de
proteinas entre dos membranas. Este podria ser el mecanismo subyacente
a la endocitosis rapida.

Betz y colaboradores desarrollaron un método 6ptico para estudiar
el trafico de vesiculas en terminales nerviosos (Betz y Henkel, 1994; Betz y
Wu, 1995). Un colorante fluorescente FM1-43 de naturaleza lipofilica tifie la
superficie celular del terminal nervioso. Cuando las vesiculas son recicladas,
la membrana es internalizada y el colorante es una parte de la membrana de
la vesicula. Las vesiculas internalizadas no se comunican con los
compartimentos endosomales para su reciclado sino que mantienen su
identidad como sugiere la pérdida de fluorecencia en forma cuantal y no
gradual que se esperaria ver si el colorante se repartiese en el interior del
endosoma (Murthy y Stevens,1998).
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OBJETIVOS

Un problema atin por resolver en biologia celular es como se produce
la liberacién del contenido de vesiculas secretoras al espacio extracelular.
Este mecanismo es fundamental para la comunicaciéon quimica entre
células. La exocitosis, proceso por el cual, la liberaciéon tiene lugar,
comprende una secuencia bien definida. La ultima y méas desconocida etapa
de esta secuencia es la fusién de la membrana de la vesicula con la
membrana plasmatica, la cual da via libre a los productos secretores

contenidos dentro de la vesicula.

En los ultimos afios, dos nuevas técnicas han proporcionado
significativos avances en este campo: métodos electrofisiologicos, para
monitorizar cambios en la capacidad de la membrana, cuando se funden las
vesiculas con la membrana plasmatica, y métodos electroquimicos, para
detectar los productos secretores liberados. Estas técnicas han contribuido
con informacién Gnica y complementaria, avanzando en el conocimiento
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sobre la cinética de fusién y captacion de membranas y en la identificacién
y liberacién de productos secretores. En este trabajo nos hemos propuesto
utilizar estas dos técnicas simultdneamente sobre la misma célula, lo cual
pensamos, nos aportaria informacion multiple y complementaria. Ademas,
también quisimos desarrollar y aplicar una nueva técnica, que denominamos
amperometria en parche y que combina la medida de capacidad en la
configuraciéon “in situ” de la técnica de “patch-clamp” con la deteccion
electroquimica por amperometria de los productos secretados. Esta técnica
ha resultado ser una herramienta muy poderosa por su alta resolucion, para
poder estudiar fusiones de vesiculas de tamafio de hasta 60 nm de radio,
permitiendo por vez primera, el estudio de la etapa final de la exocitosis en
células neuroendocrinas a nivel de vesicula Unica.

Los objetivos especificos del presente trabajo son:
1) Estudio de la regulacion de la liberacién de los productos de secrecion,
a nivel de las propiedades del poro de fusién y a nivel de la disociacion de

los productos secretores de la matriz o gel intravesicular.

2) Estudio de las caracteristicas cinéticas del poro de fusién exocitético

hasta etapas muy avanzadas de su expansion.

3) Identificacion y caracterizaciéon de la exocitosis de vesiculas Unicas en
células cromafines de rata.

4) Estudio de los eventos de fusion reversibles y su regulacion.
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MATERIAL Y METODOS
1. PREPARACION CELULAR

1.1. Tipos de células

Para la obtencién de los dos tipos celulares utilizados en este estudio

se han empleado ratas Wistar macho adultas, de 200-300 gramos de peso.

Los dos tipos celulares utilizados en este estudio han sido las células
cebadas peritoneales y las células cromafines. Aunque son muy diferentes
en cuanto a origen y funcién ambas comparten la caracteristica de ser
células secretoras, capaces de responder ante un estimulo y liberar el

contenido de sus granulos por exocitosis.

Las células cebadas, también llamadas mastocitos, se originan de las
células madre hematopoyéticas y juegan un papel crucial en la inflamacion,
liberando mediadores que dirigen la accién de neutréfilos, macréfagos y
linfocitos. También pueden actuar como mediadores en reacciones alérgicas

dependientes de Inmunoglobulinas E. Son facilmente identificables al
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microscopio Optico por su aspecto granuloso y nucleo diferenciado. El
diametro medio de las vesiculas secretoras es de 0,70 £ 0,23 um (media +
desviacién estandar) (Helander y Bloom,1974) lo cual permite una buena
resolucidn de la fusidn de las vesiculas secretoras usando la técnica de
“patch-clamp”, asi como la determinacién de la apertura y expansion de

poros de fusion exocitéticos.

Las células cromafines residen en la glandula adrenal y en muchos
aspectos parecen neuronas. Derivan de la cresta neural y generan
potenciales de accién que disparan la secrecién dependiente de la entrada
de calcio. Ademas, estudios morfolégicos sugieren un fenotipo polarizado
(Carmichael, 1986), donde la entrada sinaptica ocurre en el polo neural, y la
exocitosis tendria lugar preferentemente en el polo capilar (Carmichael y
col.,1989). En cultivo aparecen junto con células de la corteza suprarrenal.
Son faciles de diferenciar de las células corticales por su menor tamafo y
superficie lisa, debida a sus diminutas (@~ 0,25 um) y numerosas (varios
miles) vesiculas cargadas de catecolaminas. Estas caracteristicas convierten
a las células cromafines en un modelo excelente para el estudio de la
exocitosis en células excitables utilizando la técnica de “patch-clamp” en sus

diferentes configuraciones.

1.2. Método de extraccion de células cebadas

1.2.1. Obtencién de células cebadas

Se utilizd una soéla rata por preparacion. Los animales se
anestesiaron con cloroformo (Panreac), se decapitaron y se desangraron
para evitar la presencia de eritrocitos en el lavado peritoneal. Se inyect6 en
la cavidad peritoneal ~10-20 ml de la solucion de extraccién. Se realizd un
suave masaje manual durante unos minutos de la pared abdominal para

ayudar al desprendimiento de las células cebadas peritoneales. Una

21



Material y Méfodos

pequena incision en la cavidad peritoneal permitié el acceso con una pipeta
Pasteur para aspirar el liquido peritoneal, que fue centrifugado a temperatura
ambiente a 800 r.p.m. durante 2 minutos. Se aspir6 el sobrenadante y el
“pellet’” que debe estar libre de eritrocitos, se resuspendié en solucién de

extraccion.

1.2.2. Mantenimiento de células cebadas

Las células obtenidas se sembraron en camaritas de vidrio. Cada
camarita contiene un pocillo cuyo fondo es un cubreobjeto y en donde se
deposita ~200 ul de la suspensidn celular. Las células se mantuvieron en un
incubador a 37°C , 5% CO, y 95% de aire . Tras una hora, las células estan
firmemente adheridas al fondo de la cAmara, realizandose los experimentos

electrofisiologicos hasta ocho horas después de la siembra.

1.3. Método de extraccion de células cromafines

1.3.1 Obtencion de glandulas suprarrenales

Se utilizaron 2 ratas por preparacion. Los animales se anestesiaron
con cloroformo en campana de cristal, se sacrificaron con guillotina y se
desangraron. Se sujetaron a un corcho por sus extremidades y se les abrio
la cavidad peritoneal dejando al descubierto los érganos internos. En primer
lugar, se procedi6 a perfundir al animal para evitar eritrocitos en la dispersion
celular, los cuales acortan el tiempo de vida del cultivo probablemente al
difundir sustancias téxicas durante la hemélisis. Se mantuvo el corazén al
descubierto con la ayuda de unas pinzas separadoras y se le dié un corte a
nivel de la auricula derecha para permitir la salida de la sangre (puede
usarse una bomba de succioén para mantener el campo limpio) mientras, con

jeringa de 50 ml y aguja se inyecté lentamente solucion salina 0,9% (4°C) a
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través del ventriculo izquierdo. Se produjo un aclaramiento del color de los
pulmones, higado y rifiones. Generalmente de 75-100 ml fue suficiente para

conseguir una buena perfusion de las glandulas adrenales.

Las glandulas, facilmente localizables por su posiciéon suprarrenal y
recubierta de tejido adiposo, se sujetaron con pinza curva o mosquito. Una
incision superficial y longitudinal con una hoja de bisturi permitié que la
glandula completa salga de su capsula con facilidad al estrangularla con
unas pinzas finas y rectas por su base. Las glandulas recién extraidas se
depositaron sobre una placa de Petri (35 mm @) con solucién de extraccion
a 4°C.

1.3.2. Dispersién celular

El tratamiento de las glandulas comenzé con digestion enzimatica
con colagenasa. Las glandulas se depositaron en 2 ml de medio de
dispersion y se incubaron en un bario (Unitronic 320 OR, Selecta, Espafia)
a 37°C durante 20 minutos en suave agitaciéon. Una pipeta Pasteur se usé
para dispersar mecanicamente el tejido glandular durante unos minutos
mediante una suave secuencia de aspiracién y eyeccién. Después, una
nueva etapa enzimatica de 10 minutos en las mismas condiciones permitié
que el tejido se disgregara casi completamente. Se recuperd la solucion de
dispersién evitando tomar los fragmentos de tejido sin digerir, y se deposité
en un tubo de centrifuga de 15 ml que se rellendé hasta 10 -14 ml con
solucién de extraccion. Se centrifugd 10 minutos a 800 r.p.m. a 4° C de
temperatura (centrifuga refrigerada Sorvall RT6000B) y tras eliminar el
sobrenadante se resuspendié en otros 10-14 ml de solucién de extraccion.
Se centrifugd nuevamente otros 10 minutos en las mismas condiciones. El

“pellet” resultante se resuspendié en 2 ml de medio de cultivo.
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El medio de cultivo empleado fue DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) sin glutamina y con 4.5 G/L Glucosa (Bio-Whittaker). Como
suplementos se utilizaron penicilina (50 u.i./ml), estreptomicina (50 u.i./ml),
10% de suero bovino fetal y 1% de v/v |-glutamina.

1.3.3. Siembra y mantenimiento del cultivo celular

La suspension celular se sembré en cubres cubiertos con poli-L-lisina
contenidos en placas de Petri de poliestireno estéril. Se mantuvieron 30-60
minutos a 37°C, 95% aire y 5%CO, en una camara de incubacion (Hucba-
Erloss) para que las células se fijaran al soporte. Finalmente, se afadio
medio de cultivo a las placas de Petri hasta completar un volumen final de
unos 2 ml. Veinticuatro horas después de la siembra, se hizo un cambio
(~75% del volumen) de medio de cultivo. Las células permanecieron en
condiciones de cultivo hasta su empleo en los experimentos
electrofisioldgicos generalmente entre el segundo y el sexto dia después de

la dispersion.

La dispersién y siembra celular se realizd en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar (Gelaire VB85, Gelman Instruments,

Italia) y utilizando material estéril de un sélo uso.

1.3.4. Preparacion de soportes para la siembra celular

La preparacion de soportes consisti6 en el revestimiento de
cubreobjetos con un polimero de alto peso molecular (>300.000 D) que
favorece la adhesion celular. Para ello, cubreobjetos de vidrio (n° 1) fueron
cortados con una punta de diamante en trozos rectangulares y sumergidos
en etanol (Panreac) al 90%, durante al menos 10 minutos, para eliminar

impurezas. A continuacion, se lavaron con agua desionizada, se secaron en
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campana de flujo laminar y se flamearon en un mechero bunsen. Después,
se depositaron en una solucién con 1 mg/ml de poli-lHisina (sal hidrobromuro,
P-1524, Sigma) y 19 mg/ml de tampdn tris(hidroximetil)aminoetano, pH: 8,5.
Transcurridos al menos 30 minutos en esta solucion los cubreobjetos se
lavaron con agua desionizada y se dejaron secar. Por ultimo se depositaron

en placas de Petri de 35 mm listos para la siembra.

2. SOLUCIONES

El agua utilizada para la preparacion de las soluciones fue tratada
mediante 6smosis inversa (Milli-Ro 6 Plus, Millipore) y desionizada en resina
de intercambio i6nico (Milli-Q Plus, Millipore), con una resistividad de 18.2
MQ cm™. Los reactivos quimicos fueron adquiridos a Sigma. Durante la
preparacion de las soluciones se fue monitorizando el pH con pHmetro
(MicropH 2002 Crison). La osmolaridad de las soluciones fue medida con un
osmometro de presién de vapor (Wescor 5500, Utah, EE.UU.). Las
soluciones fueron almacenadas a 4°C y filtradas con filtros de 0.2 um de @
(Acrodisc, GelmanSciences). La glucosa fue afiadida a las soluciones previo

a su uso.

2.1. Soluciones externas

2.1.1 Soluciones de extraccién, incubacion y dispersion.

La composicidén de las soluciones de extraccion se detalla en la
Tabla 1. Para la preparacion de células cebadas la solucién de extraccion
es también la solucion de incubacién. A la solucién externa se le ariadio 6
mM de glucosa y se mantuvo una hora a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire. En
estas condiciones la presion parcial de diéxido de carbono es de 38 mm Hg

y el pH final esperado de la solucion carbonatada es ligeramente basico
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(7,69). El pH se ajusté con NaOH a 7.25 y la osmolaridad oscil6 entre 335-
350 mmol.Kg™.

Par la preparaciéon de células cromafines, el pH de la solucién de
extraccion, se ajustd a 7,4 con NaOH y la osmolaridad oscil6é entre 300-310
mmol.Kg™. Se afiadié 5,6 mM de glucosa, se filtré e incubd a 37°C antes de
usar. La solucién de dispersién de células cromafines es la misma solucién
de extraccion filtrada a la que se le aflade 1,5 mg/ml de colagenasa tipo Ay
3 mg/ml de albumina bovina. La soluciéon de sembrado e incubacion se
compone de medio DMEM, 10% de suero bovino fetal, 1% de penicilina-
estreptomicina y 1% de I-glutamina.

La tabla siguiente muestra la composicion (en mM) de las soluciones

de extraccidn de células cromafines y cebadas:

Tabla1l
Solucién de extraccién (en mM)
CINa | HEPES | KOH | Cl,Mg | Cl,Ca | CO;HNa | HPO,Na, | CIK
Mastocitos 140 10 3 2 1 45 04 -
Cromafines 154 10 - - - 3,6 - 5,6

2.1.2. Solucién externa de registro

La siguiente tabla muestra la composicién (en mM) de las soluciones

externas de registro para ambos tipos celulares.
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Tabla It
Solucién externa (en mM)
CINa | HEPES | KOH | ClLMg | CLCa KCl Glucosa
Cromafines 140 10 - 10 2,7
Mastocitos 140 10 3 1 -

El pH se ajusté a 7,25 con NaOH y la osmolaridad fue de 310

mmol.Kg™

En los experimentos de amperometria en parche, la solucién de la

pipeta tuvo la siguiente composicién (en mM):

Tabla IIT
Solucién de la pipeta (en mM)
ClLbBa | Cl,Ca | CITEA | CINa | Cl,Mg FNa HEPES

Mastocitos 5 - 100 30 1 20 10
Cromafines - 5 100 50 1 - 10
(“bajo calcio”)

Cromafines - 90 40 - - - 10
(“alto calcio”)

En cromafines se utilizaron dos soluciones de la pipeta distintas. Una
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2.2. Soluciones internas

La composicidon de la solucidén interna estandar para dializar las
células cébadas durante los experimentos de célula completa, queda
reflejada en la tabla IV. La desgranulacién de las células fue inducida por
GTPy-S (sal tetralitica de 3-tiotrifosfato de guanosina), un analogo no
hidrolizable del GTP.

Tabla 1V
Solucién interna (en mM)
Glutamato | Cl,Ca HEPES KOH Mg-ATP | EGTAK, | GTPy-S
Potasico
125 7 10 3 0,2 0,07 0,005-0,1

2.2.1. Soluciones con distinta concentracion de calcio libre

Las distintas concentraciones de calcio libre empleadas en las
soluciones internas de los experimentos realizados en la configuracion de
célula completa de la técnica de “patch-clamp”, se obtuvieron con la
combinacion de tampdn de EGTA (N,N,N’, N’, acido tetraacético etilen-glicol
bis (B- aminoetil eter)) y Ca®*.Se prepararon dos soluciones, una de tampén
de EGTAK, y otra de EGTA-Ca* y la combinacién de ambas en
determinada proporcién resulta en la concentraciéon de calcio deseada
(Neher, 1988).

El protocolo para preparar los tampones de EGTA parte de una

soluciéon de EGTA , 200 mM, titulada con KOH hasta un pH de 6,5. La mitad

de esta solucion se diluyd a 100 mM, llevada hasta un pH de 7,2 y
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almacenada a -20°C como la sal de potasio. La otra mitad de la solucién
sirvié para la elaboracion de la sal de calcio. El proceso se monitorizé en un
pHmetro. Se afiadieron volumenes pequerios de Cl,Ca y para cada adicién
se titul6 el pH hasta 6,5 con KOH. Cuando el EGTA estuvo cercano a su
saturacion que es cuando un mol de KOH neutraliza la modificacién de pH
producida por un mol de CI,Ca, la solucién se diluyé a 100 mM y almacend
a -20°C.

En los experimentos donde se estudid el efecto de la concentracion
del calcio sobre la exocitosis en células cebadas se utilizaron distintas
combinaciones de las soluciones tampones de EGTA. La constante de
disociacion (K ) del EGTA a 25°C y pH: 7,2 es de 0.15 uM (Grynkiewicz y
col., 1985). Las concentraciones de calcio libre de las soluciones internas se
determinaron por microfluorometria, mediante la emision de fluorescencia de
un indicador fluorescente, el fura-2 (Molecular Probes, EE.UU), que es
sensible a la concentracién de calcio. Se siguit el protocolo descrito por
Marin, 1995.
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3. TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS PARA EL ESTUDIO DE LA
EXOCITOSIS

Los estudios electrofisiolégicos han permitido un avance considerable
en el conocimiento de fendmenos que transcurren a nivel celular y molecular,
mediante el registro de corrientes eléctricas que fluyen a través de las
membranas bioldgicas. La secrecién, un fenémeno celular basico que,
clasicamente se ha estudiado con métodos bioquimicos a partir de una
poblacion celular, es un ejemplo de ello. Hoy en dia, el empleo de técnicas
electrofisiolégicas permite visualizar en tiempo real y con alta resolucion la

fusion de vesiculas secretoras individuales con la membrana plasmatica.

3.1. Modelo eléctrico de la membrana

La membrana plasmatica esta compuesta de una bicapa molecular de
lipidos en la cual estan insertadas proteinas integrales de membrana a través
de las cuales permean los iones, los canales i6nicos. La electrofisiologia
aprovecha la cualidad de las membranas biolégicas de comportarse desde
el punto de vista eléctrico como un circuito RC en paralelo. Los canales
i6nicos inmersos en la bicapa lipidica se comportan como una resistencia
eléctrica y la bicapa como un dieléctrico impermeable al paso de iones,
separadora de los medio intra y extracelular, constituyendo el componente

capacitativo de la célula.
3.2. Capacidad de la membrana
La membrana plasmatica es capaz de generar ante un cambio de

voltaje, una corriente capacitativa y comportarse como un condensador

eléctrico, en la cual los medios intra y extracelular son las placas del
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condensador y la propia bicapa lipidica, el dieléctrico. Por tanto, la capacidad
de una célula viene dada, al igual que en un condensador, por la siguiente

expresion:

C= ee,x ZSi a

donde € es la constante dieléctrica del material aislante que separa los
medios intra y extracelular, es decir la bicapa fosfolipidica, su valor es de
18,6 x 10" CV"'m™. La constante dietéctrica del espacio (g,) vale 8.85 x 102
CV'm™. d es la distancia que separa las placas del condensador, es decir el
grosor del dieléctrico que en el caso de una bicapa lipidica es de unos 5 nm.
Al ser estos, parametros constantes, existe una relacién directa entre la
superficie de la membrana celular (S) y la capacidad electrica de la
membrana celular (C). Modelando la membrana biolégica como un
condensador, la capacidad especifica de la membrana pudo ser calculada

(y experimentalmente medida) en un valor de 1 pF/cm? (Cole, 1968).

Bicapa lipidica

\

Canal idnico

Figura 3. La membrana plasmdtica representada por un circuito eléctrico equivalente

constituida por una resistencia (Rm) y una capacidad (Cm) en paralelo.
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3.3. La técnica de “patch-clamp”para el estudio de la exocitosis

La técnica de “patch-clamp” (Neher y col.,1978 Hamill y col., 1981)
permite monitorizar cambios en los parametros eléctricos celulares. Asi, es
posible resolver la corriente que fluye a través de un canal idnico unico y
registrar las corrientes idnicas generadas en la totalidad de la membrana
celular mediante fijacion de voltaje. Alternativamente, se pueden monitorizar
los cambios en el potencial de membrana de una célula en respuesta a
corrientes que fluyen a través de canales idnicos, mediante fijacién de
corriente. El otro parametro eléctrico que puede ser monitorizado es la
capacidad de la membrana celular que, al ser indicativa del area de la
superficie de la membrana plasmatica, puede ser usada para detectar la
actividad exocitética y endocitdtica de células secretoras (Neher y
Marty,1982; Lindau y Neher, 1988).

La técnica de “patch-clamp” consiste en el aislamiento de un area o
parche de membrana celular circunscrito por una micropipeta de vidrio. La
pipeta, estirada y pulida con calor, se acerca a la superficie celular. Se aplica
una ligera presidn negativa al interior de la pipeta que hace que parte de la
superficie de la membrana se invagine en la pipeta y se produzca un sello
eléctrico (>1GQ) que permite registrar la corriente eléctrica de la membrana
fijando el potencial a su través. La corriente generada en la membrana se
amplifica en un conversor corriente-voltaje que tiene una resistencia de
retroalimentacion muy alta (5 GQ). Mediante esta técnica se puede medir la
corriente total que fluye a través de la membrana que es corriente idnica y

corriente capacitativa.

Existen diferentes configuraciones de la técnica “patch-clamp®.
Cuando se obtiene un gigasello entre la pipeta y la membrana plasmatica

obtenemos la configuracién de “cell-attached” o registro “in situ”, que es
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la configuracion de partida para las demas configuraciones de “patch-clamp”.
Si una vez establecido el sello de alta resistencia se aplica succion es
posible romper el parche de membrana aislado y acceder al interior de la
célula, sin que la resistencia del sello entre la membrana y la pipeta se
deteriore, esta configuracion se llama registro de célula completa o “whole-

cell”.

La figura 4 representa el circuito equivalente de una célula en la
configuracion de “whole-cell”. C,, representa la suma de la capacidad de la
pipeta y otras fuentes de capacidad a la entrada del amplificador de registro
y suele ser del orden de varios picofaradios, puede ser cancelada usando el
circuito de compensacién de la pipeta del amplificador. Rg es la resistencia
de acceso o resistencia en serie, que se debe a la geometria de la pipeta y
a cualquier obstruccién de la pipeta por membrana adherida. El valor Rg es
tipicamente del orden de 10 MQ. Su reciproco en términos de conductancia
se denota como Gg. G, es la capacidad de la membrana,y R es la
resistencia de la membrana y viériedeterminada por las propiedades de los
canales ionicos dentro de la membrana. R, no es lineal a potenciales que
activen los canales dependientes de voltaje en células excitables. Ry, es del

orden de 1GQ. Su reciproco se denota como Gy,

Cuando se aplica un voltaje a la membrana aislada por la pipeta se
genera una corriente eléctrica. Esta corriente es suma de los componentes

resistivo (lg) y el capacitativo (l.) de la membrana,

=g+l (2)
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Rt

Vi=it Rf

1+

Figura 4. La técnica de “patch-clamp”. La pipeta en la configuracion de célula completa esta
conectada a la entrada inversora del convertidor | /V. El voltaje V es aplicado a la entrada no
inversora del amplificador operacional. La corriente I, fluye por la pipeta. La corriente total
(i ) generada tiene dos componentes, el componente resistivo (i r) y el componente

capacitativo (i ;).
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En términos de voltajes, considerando que la corriente en la rama
del condensador es proporcional a la derivada del cambio de potencial a

través del condensador, puede escribirse de la siguiente forma:

I=Cper s 2 ®)

La técnica de “patch-clamp” permite registrar tanto corriente idnica
resultado de un incremento en la conductancia de la membrana celular, por
ejemplo, un canal ibnico que se abre, como 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 sean debidos unica y exclusivamente a

incrementos de capacidad elétrica.
3.3.1. Métodos de medida de capacidad en células exocitéticas

Las técnicas de medida de capacidad elétrica se clasifican atendiendo
al tipo de estimulo empleado. La técnica de dominio temporal utiliza como
estimulo un pulso cuadrado. Las técnicas mas usadas por su alta resolucion
en la medida de capacidad son las que utilizan una excitacién sinusoidal ,

son las llamadas de dominio de la frecuencia.
3.3.1.A) Técnicas de dominio del tiempo

En condiciones de fijacion de voltaje, Lindau y Neher (1988) aplicaron
un pulso de voltaje cuadrado (V, ) como sefial comando a una célula en la

configuracién “in situ” de la técnica de “patch-clamp”. La respuesta de
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corriente (l) es la suma de una corriente de estado estacionario (l ;) y un

transiente que decae en forma exponencial, segun la ecuacion:

=l = 1) (€7 £ 1 (4)

C w» G Y Rs pueden obtenerse facilmente a partir de |, (amplitud de la
corriente), I y « (constante de tiempo), simplemente haciendo un ajuste
exponencial de acuerdo a la ecuacion anterior. Esta técnica permite
determinar cambios de capacidad y conductancia usando pulsos repetidos
pero tiene una muy pobre resolucion temporal (una medida de capacidad
cada 100 ms). La resolucién en la medida de capacidad es del orden de 0.1
pF lo que Unicamente permite realizar medidas de capacidad en la
modalidad de célula completa, sin que se puedan resolver eventos unicos de

exocitosis

_ W Y

Figura 5. Respuesta de corriente frente a un pulso de voltaje cuadrado
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3.3.1.B) Técnicas de dominio de la frecuencia

Las técnicas de dominio de frecuencia, de medida de capacidad no
intentan determinar los tres parametros C,,, G, ¥y R¢ sino que asumen que
a una determinada frecuencia pequefios cambios en G, y R 5 tienen poco
efecto en la determinacién de los cambios en C,,. De entre éstas, se empleo
en nuestros registros la técnica de Neher y Marty (Neher y Marty, 1982) por

su alta resoluciéon en la medida de capacidad.

En condiciones de fijacién de voltaje, se aplica a la célula una onda
sinusoidal, superpuesta sobre un nivel constante de voltaje y se mide la

corriente resultante.

Para un circuito equivalente de tres elementos de una célula en la
configuracion de célula completa, la corriente (l) debida a un estimulo de

voltaje sinusoidal, viene dada por:

G, +jwC,,
G,/ Gg +jwC,,/Gg+ 1

I=V-Y=V-:

(3)

Donde V es el voltaje aplicado ( V = V (ot)) e Y es la admitancia
(inversa de la impedancia) total de la célula, suma de la admitancia resistiva

y la capacitativa®.

(* Ver Apendice I)
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A nosotros, nos interesa aislar el componente de la corriente total que
sea proporcional solo a cambios de capacidad. Sin embargo, cambios en
cualquiera de los parametros C,, G,, y Gg produciran cambios en la
corriente a través de la membrana celular. A partir de la ecuacion 4,
matematicamente no es posible aislar el componente de la corriente
proporcional a la capacidad. El cambio total en corriente Al puede ser

separado en los siguientes componentes:

Al =N, +Alg, +Ng, (6)

Donde Alg, ,Als Y Alg, son los cambios que ocurren debido a
pequefios cambios en Cm, Gs y Gm respectivamente. Los componentes

relevantes de la corriente de A/ vienen dados por sus derivadas parciales:

dl

Al. =——AGm=V-Bq{w)-AGm
om = 3o Aw) (7)
ol )
Al =—ACm=V-jo- B{w) -ACm 8
Cm acm ] 2( ) ( )
y
al (Gm + jwCm)?
Al.=—AGs=V: - B4w):AGs 9
o 2as : Aw) (9)

38



Material y Métodos

donde,

B()? = 1

= 10
(1+Gmy/ Gs+ joCmy/ Gs)? 10)

La aproximacion lineal establece que pequefios cambios en cada uno

de los tres parametros induce cambios en la corriente sinusoidal dada por:

A =190 ngs+ -2 .agm+ 2 _.Acm] (11)
dGs oGm oGm

La ecuacién 11 es valida para pequefios cambios en los parametros.
Cuando los cambios son acumulativos, las derivadas parciales pueden ser
redeterminadas. Grandes cambios de cualquiera de los parametros, sin
embargo, 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 C,, de 1os que se originan

por desviaciones en Gy Yy G 4. Para ello, se usa un detector de fase.
3.3.2. Detecci6n de fase

El detector de fase separa el componente capacitativo del resistivo de
la corriente y determina los valores de G,, Gy C \, Estas operaciones las

puede realizar un amplificador Lock-in.

3.3.2. A) Separacion de los componentes resistivo y capacitativo por un

detector de fase

El detector suministra una onda sinusoidal (sefial de referencia) que
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es una senal comando (V,,,) a la célula, y recibe una corriente sinusoidal

que esta en desfase con respecto a V

com.

B & 8

V=Vo. sen (at)

Voltaje (mV)
(@]

8

=Jo. cos (ot + a)

Corriente (pA)

8

T T T T i
0 60 120 180 240 300 %0

Grados

Figura 6. Las dos sefiales sinusoidales del voltaje y de la corriente resultante estan

desfasadas entre si un cierfo angulo que depende de los valores de C,,, G,y G; dela

célula.
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Sefales que varian en el tiempo con periodicidad sinusoidal se suelen
representar en el plano complejo de forma vectorial. Cada vector consta de

dos partes : la parte real y la parte imaginaria.

Im

Ir

Vcom Re

Figura 7. La corriente podemos representaria en el plano complejo como un vector definido
por dos parémetros: una magnitud y un éngulo de fase. Los ejes de ordenada y abcisa
representan el eje imaginario y real respectivamente.V,,,, esté definido por tener un éngulo

de fase de 0° y sirve como sefial de referencia para I,

El componente resistivo de la corriente vendra dado por la ecuacion:

v . sen(wl) (12)
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y el componente capacitativo:

“av _9(V,- sen(wt))
ot ot

l,=C

luego,

I=V,- w + CV, - cos(ut) =

L=V, &’;;‘"—t)- + CV,-sen(wt +90)

(13)

Material y Métodos

(14)

El vector de corriente total se puede descomponer en suma de dos

vectores: I, e | g Segun la ultima ecuacién el componente de la corriente

proporcional a la capacidad esta adelantado 90° con respecto al componente

proporcional a la resistencia y el voltaje. En el plano complejo |, esta sobre

el eje imaginario e Iz en el gje real.

Figura 8. Representacién en el plano complejo de los componentes vectoriales (I; e I) de

la corriente fotal. El vector I, esta en fase con el voltaje.
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La corriente capacitativa y resistiva es electronicamente compensada
antes de aplicar la sefial de voltaje sinusoidal en el amplificador de “patch-
clamp” sustrayendo una sefial ajustable antes del paso de amplificacion final.
El detector capta sélo sefiales debidas a incrementos de corriente total (Al
) Y las separa en sus componentes (Al; e Alg ). Esta separacién se hace
digitalmente al muitiplicar la corriente total por dos sefiales sinusoidales
desfasadas entre si 90° e integrar un ciclo completo. Estas dos sefiales son
el sen(ot) y cos(at).

I=IR+IC=V°-§enR(—wt)+CVOw-cos(wt) (15

Ic:f%' V,-sen(wf)- cos(wf) +f CV,-w-cos(f)oos(wf) =CV,
(16)

IR=f%- V,-sen(wf)- sen(wt) + fC V, w- cos(wf)sen (wf) ='£-\,'Vo' cte

(17)

En la ecuacién 16 el término 1/R.V,. sen (wt).cos (wt)= 0, por lo que |, viene
dado por el componente capacitativo, mientras que Iy viene dado por el
componente resistivo ya que el término CV, . w .cos (wt)sen (wt) =0enla
ecuacion 17.
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3.3.2.B) Cuantificaciéon de los valores de G, Gs y ¢ mediante un
detector de fase

La derivada parcial de Y respecto a C,, viene dada por la expresion:

aY AC 1

Aly= V- =
9Cy (1 + Gm/Gs +jwCm/ Gs)?

(18)

El paso mas critico para medir la capacidad de la membrana celular
con la técnica de deteccidn de fase es determinar el angulo de fase del
vector Al.. De la ultima expresién, el vector Al se puede separar
matematicamente en su parte real e imaginaria y calcular su médulo y

argumento:

Im( A
0-arg(Al) =atan 2 20) 480 _2an1(2C) (19
Re(Alg) G,

Respecto al componente resistivo de la corriente, el vector
proporcional a los cambios en la conductancia de la membrana plasmatica
Alg,, puede despreciarse puesto que en las células cebadas no hay canales
dependientes de voltaje y contribuye muy poco a los cambios que
experimenta la corriente y en las células cromafines los canales idnicos
dependientes de voltaje no se activan a las altas frecuencias de estimulacion

utilizadas.

Al argumento del vector Al le llamaremos angulo de fase (6 ) y en
el plano complejo se sitla sobre el eje imaginario y esta a 90° del vector de

referencia o voltaje, mientras que el argumento del vector Al (0 - 90°) esta
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a 90° coincidente con el eje real. Un amplificador Lock-in descompone la
admitancia total en sus dos componentes real e imaginario que son
proporcionales a Al; e Al. . Asi, la fusién de una vesicula producira un
cambio en la corriente que sélo se observara en el trazo del componente

imaginario mientras que el real permanecera inalterable.

Sin embargo, en el inicio de un experimento, la posicién de los
vectores Alg e Al ¢ en el plano complejo respecto a nuestra referencia (V)
es desconocida y luego durante su transcurso puede también variar
significativamente, provocando que un cambio en capacidad se refleje no
s6lo en el componente imaginario sino en el real. Hace falta detectar cual es
el angulo de fase respecto al voltaje y mover los ejes de referencia hasta
hacer que el vector Al esté en fase sobre el eje real y el vector Alc sobre

el eje imaginario.

La deteccion del angulo de fase se lleva a cabo utilizando una técnica
conocida como “phase tracking” (Fidler y Fernandez, 1989). La técnica del
“phase tracking” es una técnica que 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 de Alg . A partir del cual se determina el médulo y argumento, y
como esta 90° desfasado de Al. , se puede localizar también éste. Se
elimina el desfase de forma aritmética con una simple sustracién de angulos
para llevar los vectores en fase con el voltaje. En nuestro sistema un
pulsador provoca un cambio de 100 fF de capacidad a partir del cual se
localiza la posicion del vector Al, . Ademas este cambio provocado y
conocido nos permite tener una calibracién para convertir el cambio en

corriente en un cambio equivalente de capacidad.
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para la medida de capacidad es del orden de 1 fF y permite la identificacion
de eventos de fusion de granulos unicos de un didametro de hasta 300 nm
(Neher y Marty 1982; Nusse y Lindau 1988).

3.4. 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 ofra, una conexion eléctrica entre el lumen de la

vesicula con la membrana celular que es lo que se denomina poro de fusion.

Ec

Figura 9. El poro de fusion es una conexién eléctrica entre el lumen de la vesicula y el medio
extracelular, con caracteristicas similares a un canal iénico. E,y E_, los potenciales de la
vesicula y la membrana celular respectivamente, difieren inicialmente (A) . Una vez que la
conexién se ha formado (B), E, y E, se igualan, cambiando la carga de la capacidad de la
vesicula (Cv) una cantidad Q , (Q = Cv (E, - E, )). El movimiento de carga aparece como una
comiente transitoria cuya amplitud (I,) se relaciona con la conductancia (G,) por G,=

IL/AE.- E,) (Breckenridge y Almers 1987).
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Cr

o8

Figura 10. Circuito equivalente del poro de fusién exocitético. Una vesicula secretora
fundiéndose con la membrana plasmética se puede representar eléctricamente por la
conductancia del poro de fusién (Gp) en serie con la capacidad de la membrana de la

vesicula (Cv).

La admitancia del circuito equivalente del poro de fusién viene dado
por:

wC
Y= _’(B_L_ (20)
1 +iwC,

Matematicamente se pueden obtener a partir de esta expresion los

componentes real e imaginario:
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wC
im - v e1)
(1 +(0C/G,)?)
Re- _4CJ/G; @2)

(1+(wC/G))

Durante la fusiéon de una vesicula se espera una combinacién en la
contribucién de ambos componentes, el real y el imaginario. La teoria
predice que mientras la conductancia del poro crece desde 0 a infinito, el
componente I,, debe crecer hasta su valor final (y éste valor es proporcional
al incremento de C,,, es decir a la superficie de la membrana de la vesicula),
mientras que el componente Re debe crecer y luego disminuir a O (Figura
11).

A partir del componente imaginario y real se puede calcular por
derivaciones matematicas C, y G, (Lindau, 1991):

C,=(Re?+Iim?)/Im/w 23)
Gp= (Re?+ Imz)/Re (24)
im _ G, Im
m_ > .6 =(Mywe 25
Re wC, ° (Re) v (25)

v
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Admitancia (nS)
w

0 T T
0 20 40 60 80 100
Gp (nS)

—

Figura 11. Representacién teérica de la variacion del componente real (A) e imaginario (B)
de la admitancia de un poro de fusién exocitético conforme la conductancia del poro (G,)

crece. (capacidad de la vesicula: 40 fF; frecuencia de estimulacion: 20 KHz).
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El analisis de los trazos de Im y Re de los registros permite determinar
la conductancia eléctrica del poro de fusiéon. El curso temporal de
conductancia muestra dos componentes cinéticos (Lollike y col., 1995).
Primero, la conductancia se incrementa abruptamente, como la
conductancia de un canal idénico cuando el canal se abre y luego se
incrementa gradualmente como si el poro se expandiera. El valor medio de
la conductancia inicial es similar al de canales i6nicos grandes (canales de
K* activados por Ca* : 100-200 pS, canales anionicos dependientes de
voltaje de mitocondria : 400 pS). Las células cebadas de ratén “beige” tiene
una conductancia inicial de ~ 200 pS, eosinéfilos ~100 pS y neutréfilos ~100
pS.

De la ecuacién 25 se deduce por qué para medir conductancias de
poro se ha venido utilizando hasta ahora, células con vesiculas secretoras
grandes, como células cebadas de ratén beige (@ : 1-5 um ) o eosindfilos
(@ :0.5-2 um). La conductancia del poro de fusién sélo se ha podido medir
durante las etapas iniciales del mismo desde 100 a ~ 20 nS, posteriormente
se expande rapidamente y el nivel del ruido del modo de registro de célula
entera impide seguir midiendo durante mas tiempo las proyecciones de los
vectores Im y Re vy por tanto el tamafio del poro. Utilizando pequefios
parches de membrana, es decir utilizando la técnica de “patch-clamp” en la
configuracién de “in situ”, Lollike y col. consiguieron medir poros de vesiculas
secretoras pequefias (@ : 60-165 nm) en neutréfilos. También el uso del
amplificador Lock-in en vez de un sistema basado en software permite
utilizar frecuencias de estimulacién mayores con lo que la resolucion en la

medida de la conductancia del poro es mayor.
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3.4. Deteccidn electroquimica de secrecién en células aisladas

3.4.1. Introduccion

Los métodos electroquimicos se basan en la reduccién y/u oxidacion
de sustancias especificas y permiten estudiar la exocitosis en células
aisladas. Se han usado desde hace afos para estudiar ‘in vivo' cambios de
la concentracion de neurotransmisor en el cerebro pero recientemente se
han aplicado a células aisladas (Alvarez de Toledo y col.,1993; Chow y
col.,1992; Jankowski y col.,1992; Leszczyszyn y col.,1990; Tatham y
col.,1991; Wightman y col.,1991).

Es un método no invasivo ya que las células no se someten a dialisis
de componentes citosélicos como en la medida de capacidad en la
configuracion de célula completay los productos liberados son directamente
monitorizados. Muchos productos secretados son facilmente oxidables, entre
éstos estan la noradrenalina, adrenalina, dopamina y serotonina. Derivados
de estas sustancias, como el 6xido nitrico (Iravani y col.,1993; Malinski y
Taha,1992), acido ascérbico y acido Urico son también oxidables. Proteinas
que contengan los aminoacidos tirosina, triptéfano y cisteina pueden en
teoria oxidarse, por ejemplo la encefalina (Armstrong-James y Fox,1981) y
la somatostatina (Crespi,1991), aunque la escasa cantidad secretada y su

lenta difusion dificulta su deteccioén.

La primera medida electroquimica de secrecion de células unicas fue
en células cromafines (Millar y Williams,1990). Posteriormente se han
detectado eventos de secrecion cuantica no sélo en células cromafines
(Chow y col., 1992; Wightman y col., 1992), sino también en células cebadas
(Alvarez de Toledo y col., 1993;Duchen, 1993), células B-pancreaticas

(Kennedy y col.,1993), células del glomus del cuerpo carotideo (Urefia y
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col.,1994) y células del ganglio cervical superior (Zhou y Misler, 1995).

3.4.2. Deteccion Electroquimica

Esta técnica consiste en la deteccion de productos secretados que
son capaces de oxidarse o reducirse. La deteccién de los productos
secretados oxidables requiere de un detector apropiado, un “electrodo
polarizable”. Cuando moléculas oxidables (o reducibles) difunden hacia la
superficie del electrodo, los electrones son transferidos, produciendo un flujo
de corriente. El potencial redox es el potencial 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 el equilibrio. Para favorecer
la conversién de todas las moléculas a la forma oxidada se debe aplicar un
voltaje que exceda al potencial redox. Los materiales tipicos usados para los
electrodos incluye el carbén, platino y oro. Sin embargo, el carbén tiene

propiedades electroquimicas mas estables.

Basado en los fenédmenos de o6xido-reduccién existen diferentes
protocolos experimentales para la deteccion y cuantificacion de sustancias.
El método empleado en nuestro caso requiere de un detector apropiado el
cual sometido a un potencial fijo es capaz de oxidar una sustancia y los
electrones liberados son transferidos a su través produciendo un flujo de
corriente. A éste método se le llama amperometria. El voltaje elegido debe
exceder al del potencial redox del compuesto a oxidar en al menos 200 mV,
para aumentar la velocidad de oxidacion. Este método no permite la
identificacién de las sustancias que han sido oxidadas, para ello hay que
previamente construir voltamogramas. Los voltamogramas son curvas
corriente-voltaje. Se aplica una rampa de voltaje y se adquiere la corriente
de oxidacién resultante para una determinada sustancia. Existe un pico

maximo de oxidacién a un voltaje que es diferente para cada sustanciay que
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permite su identificacién. Actualmente se conocen los voltamogramas para
muchas sustancias. En nuestros experimentos medimos serotonina como
transmisor en células cebadas y catecolaminas en células cromafines. La
serotonina tiene un pico de oxidaciéon a 500 mV y las catecolaminas a 600
mV a pH 7.25. Esta técnica tiene muy buena resolucién temporal y permite
monitorizar la dinamica de la secrecién a nivel de un tnico granulo secretor.
Una limitacién de la técnica es que el potencial de oxidacién o reduccion de
la sustancia que se quiera detectar debe encontrarse o por encima de -1V
o por debajo de +1 V ya que fuera del intervalo existen interferencias con las

corrientes producidas por la electrolisis del agua.

OH 0
<=> +e +H'
N NH i NH:

Figura 12. En la oxidacién de la serotonina, el anillo bencénico tiene 1 grupo OH que al
oxidarse produce 1TH" y 1e.

OH CH:-CH>-NH O ‘CHz-CHz—NH
OH OH
<> +2e¢ +2H"
OH 0

Figura 13. La oxidacién de la noradrenalina produce la pérdida de dos protones y dos

electrones.
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Es posible cuantificar el nUmero de moléculas que han sido oxidadas
o reducidas por métodos electroquimicos, siempre que sélo una especie
reactiva esté implicada y el nimero de electrones reactivos por molécula sea

conocido, basta aplicar la ley de Faraday :

zZFM
NA

Q= [ldt= -zeM (26)

donde M es el numero de moléculas que han reaccionado, z es el nUmero
de e’ transferidos por molécula, F es la constante de Faraday: 96.485 C/mol;
N, es el nimero de avogadro : 6.023 x 10 ® y € la carga elemental del

electrén (1,6 x 10 *° culombios).
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4. AMPEROMETRIA EN PARCHE

4.1. Introduccion

La amperometria en parche es una técnica nueva, creada y montada
en nuestro laboratorio en colaboracion con el Prof. Manfred Lindau (MPI,
Heidelberg, Alemania). Esta técnica combina la medida de capacidad en
registro “in situ”, con la deteccién electroquimica del transmisor oxidable por
amperometria, al insertar un electrodo de fibra de carbono en el interior de
la micropipeta de registro. Basicamente, consiste en la medida conjunta en
un pequefio parche de membrana de la fusiéon de granulos secretores y de

la liberacion del contenido de los mismos.

En la configuracion de registro de célula entera, una célula que es
internamente perfundida con la solucién de una pipeta produce un lavado de
factores citosdlicos que pueden ser necesarios para ciertas funciones
celulares. Asi, en ésta configuracion, las células cebadas no desgranulan en
respuesta a estimulacion directa sobre el receptor de inmunoglobulina E
(Lindau y Fernandez,1986). Estas funciones celulares se pueden observar
en registros de parche permeabilizados, donde la composicion citosolica no
esta alterada. La configuracién en registro 'in situ' si permite registrar en

células intactas.

Neher y Marty (1982) mostraron que registros 'in situ’ incrementaban
la resolucion de la medida de capacidad. Utilizando un amplificador Lock-in
y aumentando la frecuencia de la onda sinusoidal a 8 kHz la resolucion se
incrementaba en mas de un orden de magnitud comparado con los registros
en célula entera y permitia la deteccién de incrementos de 0.1 fF de
capacidad asociado con exocitosis y endocitosis de vesiculas de 60 nm.

Para aumentar la resolucion de los cambios en capacidad hay que minimizar
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las fuentes de ruido. Las fuentes de ruido que limitan la resolucion de la
medida de capacidad se deben a la apertura de canales i6nicos en la
membrana celular, como las fuentes de origen termal (Jonhson). Mientras
que C,, como un sistema que almacena energia no tiene ruido térmico
(Jonhson) asociado a él, las resistencias R,, y particularmente Rs
contribuyen al ruido Johnson, limitante en la medida de capacidad. La
densidad del ruido térmico viene determinada por la frecuencia de
estimulacion y por la capacidad de la membrana aislada. Asi, siguiendo el
algoritmo de Gillis (1995), la figura 15 presenta el ruido en la medida de
capacidad en funcién de la frecuencia en dos modelos eléctricos distintos
que representan un circuito de membrana en la configuracién de célula
entera y otro en registro 'in situ'. Para los valores de los parametros dados
en el modo de célula entera, la frecuencia de estimulacién éptima es de 1
kHz y el poder de resolucion maximo en la medida de capacidad es superior
a 3 fF, mientras que para los considerados en el modo de registro 'in situ',
la frecuencia de estimulacion 6ptima es de 25 kHz y el ruido para la misma
tan so6lo es de 0.05 fF. La mayoria de las vesiculas endociticas y exociticas
son mayores, por lo que la técnica de “patch-clamp” en la configuracion en
registro “in situ” permitiria incluso detectar eventos de fusioén de vesiculas
sinapticas. Las principales desventajas de la configuracion 'in situ’ es que se
desconoce el potencial de reposo de la membrana y no es posible controlar
y cambiar las soluciones a ambos lados de la membrana del parche durante

el registro.

En nuestros experimentos, el area de membrana aislada tiene una
capacidad de ~ 0.2 pF. Durante la fusion de vesiculas cambia C, y C, Sin
embargo C,, es 10-50 veces mayor que C, por lo que la capacidad que se

mide es aproximadamente igual a C,.
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= + = __B__M = C
CT Cp CM T Cp +C,, p (27)
Cp
Cu

Figura 14. La configuracién ‘in situ’ de la técnica de “patch-clamp” se puede representar en
un circuito equivalente como dos capacidades C, (capacidad del parche) y C,, (capacidad

de la membrana celular) en paralelo.
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Figura 15. Ruido de C,, frente a frecuencia, usando dos circuitos modelos. Las curvas fueron
calculadas siguiendo la ecuacién de Gillis, 1995. Para la configuracion de registro en célula
entera los valores fueron: Rs= 5 MQ, R,, = 0.5 G2, C,, = 10 pF; y para la configuracion de
registro “in situ”: Rs = 5mQ2 R,,= 0.5 G2, C,=0.2pFyV=10mV (rms).
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La amperometria en parche es una herramienta muy poderosa y
versatil, puesto que: 1) Mantiene inalterable el citoplasma celular
respetando sus funciones e incrementa la resolucién en la medida de
capacidad, posibilitando la deteccién de la exocitosis de vesiculas muy
pequefas y la medida de poros de fusiéon en sus Ultimas etapas de
expansién. 2) Permite la deteccion de la liberacién del transmisor durante
una fusién transitoria o durante la etapa inicial de apertura del poro de fusion
o incluso detectar cuando una vesicula aun fundiendose no libera ningin
contenido. Ademas, el empleo de ésta técnica para la medida de corriente
de canal Unico junto con la de corriente capacitativa abre nuevas vias para

el estudio de la sefal de calcio y el proceso secretor.

4.2. Dispositivo experimental

4.2.1.Equipo experimental

El dispositivo experimental (figura 16) consté de:

a) jaula de Faraday conectada a tierra para evitar interferencias
electromagnéticas.

b) mesa antivibratoria (TMC, Massachussets, EE.UU) con dos torretas
verticales de aluminio (Newport, EE.UU) que sirven de apoyo a
micromanipuladores y camara de registro.

c¢) un microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss, Alemania)

d) un micromanipulador con avance manual en los ejes xy y control
remoto en el eje z (MDC-3 remote, Klinger Scientific, EE.UU), que desplaza
la micropipeta de registro. En los experimentos de célula entera, adaptado
al preamplificador (“head-stage”) del amplificador EPC7 y en los
experimentos de amperometria en parche al preamplificador (“head-stage”)

de amperometria.
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Figura 16. Esquema de los principales componentes del dispositivo experimental utilizado
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€) un micromanipulador (Narishige) de avance manual en sus tres
ejes, destinado a desplazar el electrodo de la fibra de carbono en los
experimentos de célula entera.

f) sistema CCD (Spectrasource, MCD 400S) destinado a la captura
de imagenes de los cambios morfolégicos celulares y caracteristicas
geométricas de los electrodos de amperometria en parche y parches de
membrana durante el transcurso de un experimento.

g) amplificador de “patch-clamp” (EPC 7, List Electronics, Alemania)

h) amplificador de amperometria construido en nuestro laboratorio.

i) interfase analégico-digital (IDA 15125, Indec systems, Inc. EE.UU.),
con 8 canales de entrada y 2 de salida para conversion A/D y D/A
respectivamente con resolucién de 15 Bits y 125 kHz de frecuencia de
muestreo y 8 canales de salida digital (TTL)

j) amplificador Lock-in (SR830 DSP, Stanford Research System,
EE.UU). Genera una seiial de voltaje sinusoidal con control manual de fase,
frecuencia (rango entre 0.001Hz y 102 Khz) y amplitud, y adquire una sefial
que descompone en dos componentes usando la técnica de deteccion de
fase.

k) osciloscopio de 60 Mhz ( PM 3050, Philips)

|) filtro Bessel (Frecuency Devices, 902, EE.UU)

m) ordenador personal Pentium, 133 MHz, 16 Mbytes de RAM.

4.2.1.1. Amplificador de Amperometria

El amplificador fabricado para la deteccion electroquimica de la
secrecién en los experimentos de célula entera y amperometria en parche
es el mismo. Fisicamente, consta de dos partes:

a) el preamplificador, cajita metalica sostenida sobre la camara de
registro mediante el sistema de micromanipulacién, que consiste

basicamente en un conversor corriente-voltaje.
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b) una unidad exterior con panel frontal y placa base que contiene el
circuito eléctrico que permite la generacion del estimulo y la salida y

amplificacidén de la corriente amperométrica.

Electrénicamente, el amplificador de amperometria consta de una
serie de médulos:

1) médulo de estimulacion

2) convertidor corriente-voltaje

3) restador

4) etapa de ganancia

1) Mbdulo de estimulacién

Un cable conector desde el amplificador EPC7 proporcionaba la
alimentacion (+15 V, -15V, GND) de los dispositivos electrénicos, por lo que
los registros de amperometria y capacidad estaban al mismo sistema de
referencia.

Este médulo consiste en un potenciémetro que permite seleccionar
un voltaje desde 0 a 1 voltios. Un interruptor permite cambiar la polaridad a
través de dos resistencias variables alimentadas a +15V y -15V. El voltaje
seleccionado es el voltaje al cual se fija el microelectrodo ( Vcom) de la fibra

de carbono a través del conversor corriente-voltaje
2) Conversor corriente-voltaje

Consiste en un amplificador operacional de bajo ruido (AD547) que
recibe a través de su entrada no inversora el potencial de oxidacion,

seleccionado para la sustancia que se quiere detectar y es capaz de

convertir la corriente (i) captada por la fibra de carbono en un voltaje de
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salida (Vo) amplificado por un factor de ganancia de 10" que es el valor de

la resistencia de retroalimentacion ulilizada.

Vo =i. Rf + Vcom

3) Restador

Es una etapa que sustrae al valor Vo procedente de la corriente
electronica de los porductos oxidados por el detector el valor Vcom de

estimulacién, con lo que a la salida del restador:

Vo =i. Rf

4) Etapa de ganancia

Es una etapa de amplificacién de la sefial. Esta amplificacién viene
dada por un factor que resulta de la resistencia de retroalimentacién
seleccionada (mediante un conmutador en el panel externo) para un
amplificador operacional en la configuracién de inversor con ganancia . La

ganancia puede ser de 5, 10, 20 y 50 mV/pA.

4.2.2. Microelectrodos de registro de “patch-clamp”

Para la preparacion de las micropipetas se utilizaron capilares de
vidrio.

En los experimentos de célula entera los capilares (Kimax-51,
EE.UU.), de 100 mm de longitud, 0.8 mm de @ internoy 1.10 @ de externo

fueron estirados por calor en dos fases mediante un estirador vertical
comercial con un solenoide alimentado por una fuente de corriente (L/M-3P-
A, List-Medical, Alemania). Durante el primer estirado el solenoide fue
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sometido a 20 amperios de corriente y a ~15.8 amperios en el segundo.
Cuando el vidrio se fundia por el calor desprendido, éste se estiraba por
accién del contrapeso de una columna de tracciéon. Las pipetas tuvieron

una resistencia de 2 a 4 MQ, al ser rellenadas con la solucioén interna.

En los experimentos de amperometria en parche los capilares de

vidrio (Hilgenberg, Alemania), de 85 mm de longitud, 2 mm de @ externoy

1.4 mm de @ interno fueron estirados en tres fases mediante un estirador
horizontal programable (P-97, Sutter). La siguiente tabla muestra los valores
utilizados para la fabricacion de las micropipetas en cada fase para cada una

de las parametros ajustables del estirador:

Etapa Calor Traccion | Velocidad | Tiempo
1° 630 0 15 20
2° 555 0 15 20
3° 488 20 50 20

Una vez conseguido el perfil de pipeta (figura 17) deseado para
nuestros experimentos la programaciéon elegida es almacenada en la
memoria del instrumento. Las micropipetas de 1 a 3 MQ se caracterizan por
una garganta pequeiia en forma de embudo, que permite el acercamiento

de la fibra de carbono a la punta de la micropipeta de vidrio.
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Figura 17. llustracién de perfiles de micropipetas. En A, el utilizado para los experimentos
de amperometria en parche y en B, para los realizados en la configuracién de célula entera.

A continuacién la micropipetas fueron modificadas con el objeto de
reducir su capacidad eléctrica. Al engrosar la pared del vidrio del capilar (d),
la capacidad disminuye, segun la expresion: C = ¢ x A/d. Se han utilizado
dos procedimientos, el primero consiste en cubrir la pipeta con un
elastomero de silicona (Sylgard 184, Dow Corning Corp., EE.UU). Es una
resina semifluida que con calor se cura rapidamente. Se aplica una capa de
la resina a la punta de la pipeta sin tocar la boca de la misma y con el calor
proporcionado por un flujo de aire caliente o un filamento incandescente se
solidifica en pocos segundos. El segundo procedimiento consiste en
introducir la punta de cada pipeta en cera caliente ( M.Y.S.A., Madrid,
Espanfia) (~70°C) utilizando un calentador de cera comercial modificado para
controlar la temperatura final. En pocos segundos a temperatura ambiente
la cera sobre la pipeta se solidifica. Finalmente, la micropipeta es pulida en
una microforja durante unos segundos con el doble objetivo de alisar la
superficie de vidrio y disminuir el diametro de la punta. La cera contenida en
la boca de la pipeta desaparece por efecto de calor. Ambos procedimientos

son igualmente eficaces para micropipetas de baja resistencia. Con cera el
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procedimiento es mas rapido y simple, pero la cera dificulta el llenado de la

solucién de las micropipetas de alta resistencia.

4.2.3. Microelectrodos de registro de sefiales amperométricas

Los electrodos de amperometria se construyeron con fibras de grafito
sintética de 5 y 8 um de diametro (AMOCO; EE.UU.). La fibra de carbono es
aislada eléctricamente y sostenida firmemente en un electrodo para que un
extremo pueda ser expuesto y colocado cerca de una célula mientras que

el otro sea facilmente conectado al amplificador.

Se han utilizado dos variantes en el proceso de fabricacion
atendiendo al tipo de experimento al que se destinaban: electrodos para la
deteccion electroquimica en el modo de célula entera y electrodos para la
deteccion electroquimica en un parche de membrana, es decir electrodos de

amperometria en parche.

Materiales:

a) fibras de carbono

b) tubos de polietileno (oexterno :0.8 mm, @interno : 0.4 mm)

c) capilares de vidrio (L : 100 mm, @ externo :1.10 mm, @ interno :0.8
mm)

d) pinzas enguantadas (n° 5)

e) lupa de diseccién

f) acetona

g) hojas de bisturi

Procedimiento:

El electrodo de fibra de carbono se preparé canulando una fibra (de

8 um de @ en los experimentos de célula entera y de 5 um de @ en los
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experimentos de amperometria en parche) en un tubo de polietileno. Las
fibras de carbono son rigidas pero muy fragiles transversalmente, por eso es
conveniente manejarlas con unas pinzas cuyas puntas esten recubiertas con

plastico 0 goma suave.

El tubo de polietiieno se introduce en acetona y se llena por
capilaridad. El solvente reduce la atraccion electrostatica entre el plastico y
la fibra de carbono durante el siguiente paso de canulaciéon. Con una lupa
de diseccidn y bajo luz brillante la fibra de carbono es introducida totalmente
por un extremo del segmento de polietileno. La acetona se elimina con

suaves toques sobre papel absorbente y los restos, por evaporacion.

Para aislar la fibra sobre el polietileno se utilizé6 un dispositivo que
consistié en una resistencia de tungsteno conectada a una fuente de voltaje
constante montado bajo la lupa de diseccion. Un procedimiento manual se
utilizé para aislar mediante calor el polietileno sobre la fibra (figura18). La
region central del tubo, cargado con la fibra, se dispone a través de la
resistencia, la cual se calienta hasta una temperatura controlada y el
polietileno en esta zona se funde sobre la fibra, tomando una apariencia
transparente y en ambos extremos se forman unas expansiones en forma
de bola. En este estado se puede aplicar traccién para estrechar el tubo
hasta un diametro de varias decenas de micras. Un corte en la mitad de este
segmento resulta en dos fibras de carbono aisladas con polietileno. Cada
una de ellas sufre una modificacion posterior. La punta es calentada
brevemente con la resistencia, ahora a una temperatura inferior y como
resultado el polietileno se retrae sobre la fibra formando una region
finamente aislada de varias decenas de micras de longitud. La punta se
corté hasta una longitud final de 10-50 pm para los experimentos en célula
entera y de ~ 500 um en los experimentos de amperometria en parche con

una hoja de bisturi. Este corte es adecuado porque el ruido de la fibra
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Tubo de Polietileno

Filamento incandescente de
Tungsteno 0.5mm @

Fibra de Carbon 5um@

Corte con bisturi tras estirado

Engrosamiento por retraccién del Polietileno

N

Engrosamientos por retraccion del Polietileno

Figura 18. Esquema ilustrativo de las diferentes fases del proceso de fabricacion de los
electrodos de fibra de carbono. A) Aislamiento de una fibra de carbono por calor, con el tubo
de polietileno que la contiene. B) Corte por la zona aislada. C) Retraccién por calor del
polietileno de uno de los extremos aislados. D) Aspecto final del electrodo.
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depende significativamente de su capacidad, que es proporcional a la
longitud de la fibra aislada y porque el intenso calor sobre la punta de la fibra
de carbono parece causar pérdida de la sensibilidad de la fibra como
detector.

Cada fibra de carbono aislada es introducida en un capilar de vidrio,
que en el caso de los experimentos de amperometria en parche es el propio
electrodo de registro pero que en los experimentos de célula entera tiene la
funciéon de sostén. En éste caso, un pegamento de secado rapido (Araldit,

Ciba-Geyge) es aplicado a la unién entre el capilar y el tubo de polietileno.

Es posible reutilizar la misma fibra de carbono recortandola muchas
veces. Recortar la fibra tiene la importancia adicional de asegurar que la
superficie sensora esté libre de cualquier detritus celular que podria actuar

como barrera para la difusién.

4.2.4. Sistema de conexion del electrodo al amplificador.

El sistema de conexién del electrodo de registro o de amperometria
al amplificador, conocido como “holder” o portaelectrodos, usualmente mas
usado consiste en un dispositivo constituido por una pieza que a través de
un conector tipo BNC conecta al preamplificador del amplificador y por otra,
que sirve como elemento de ajuste de la pipeta mediante un sistema de
rosca. El portaelectrodos utilizado para la técnica de amperometria en
parche es un sistema mas complejo ya que requiere de dos electrodos
diferentes, un electrodo activo y un electrodo de referencia, y un dispositivo

que permite el acercamiento de la pipeta al extremo de la fibra de carbono.

El portaelectrodos esta constituido por tres piezas que se adaptan

entre si mediante un sistema de roscas (figura 19). La primera porcion se
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compone de conector tipo BNC que conecta mediante un vastago al
electrodo activo por un lado y por el otro, al preamplificador de
amperometria, un tubo de succién de acero. Un pequerio tornillo que lleva
la toma de tierra al electrodo de referencia y una pieza fija con rosca exterior
hecha de bronce (CuZn) sobre la que se desplaza una pieza mévil con rosca
interior de aluminio (AICuMgPb) y que permite el acercamiento de la punta
de la pipeta al extremo de la fibra. La Gltima porcidén del portaelectrodos es
la pieza que ajusta la pipeta (figura 20).

La fibra de carbono aislada con polietieno de unos ~ 7 cm de longitud
se conecta al hilo de plata clorurado. Una solucién de 3 M KCI se us6é como
solucién de llenado para hacer contacto entre la fibra de carbono y el hilo de
plata de entrada al amplificador. A continuacién el electrodo de
amperometria es introducido junto con el electrodo de referencia en la pipeta
llena con solucién. La pieza de ajuste permite la fijacién de la pipeta al
portaelectrodos. La pieza mévil de rosca inferior permite el movimiento
controlado de la pipeta hacia el interior, desplazandola y aproximandola al
extremo de la fibra de carbono.

Las corrientes amperomeétricas fueron registradas con el amplificador
fabricado en nuestro laboratorio y fueron filtradas a 2000 Hz con un filtro de
paso bajo. La fibra fue mantenida a un voltaje de + 650-700 mV para la
detecciéon de serotonina en células cebadas y de +700-800 mV para la

deteccion de catecolaminas en células cromafines de rata.
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Vista Superior

Vista Lateral
Terminal BNC

Junta térica
Electrodos VA-....J e . .
{Ag/AgCl) e ——
Pieza mowil con rosca interior
Piezaflacon 7 Qe e (Aluminio)
rosca exterior ananmm— |
(Bronce) ‘
A : e | Piezasde gjuste de la pipeta
Electrodo activo .4 - Plexiglas

Electrodo de referencia Dé""” Aluminio

Figura 19. Vista lateral y superior del portaelectrodos utilizado para los experimentos de
amperometria en parche.
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Figura 20. Fotografia de un portaelectrodos de amperometria en parche.
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4.3. Proceder experimental

4.3.1. Preparacion del experimento

En registros de amperometria en parche, las camaritas sembradas
con células cebadas fueron lavadas con solucién externa para eliminar el
bicarbonato sédico que dificulta los sellos de alta resistencia. Las células
cromafines sembradas en cubres cubiertos con poli-L-lisina fueron
colocadas en una camarita con soluciéon externa. Tras realizar el ajuste
Koehler al microscopio se procedi6 a la identificacion y evaluacion de las
células. En muchas ocasiones, las células cromafines suelen aparecer
aisladas o en grupos de 2 o mas células.

El electrodo de medida de capacidad se colocé en el bafio con
solucidn externa. Para disminuir el ruido eléctrico, se utilizé un hilo de plata
clorurado de corta longitud, soldado a un pin conectado al BNC del
preamplificador. EI montaje del microelectrodo de amperometria y la pipeta
en el portalectrodos de amperometria en parche es como sigue: una fibra de
carbono aislada con polietileno y llena con solucién de CIK 3M se coloco en
el electrodo activo. Después, una micropipeta recubierta con cera o
elastébmero de silicona, para disminuir la capacidad rapida y cargada con
solucién se introdujo en el portaelectrodos, conteniendo en su interior el
electrodo de referencia y la fibra de carbono. El tubo de polietileno que
recubre la fibra sirve como aislante entre ambos electrodos. La colocacion
de la pipeta ha de hacerse cuidadosamente bajo la lupa de diseccion y luz
brillante, debido a la fragilidad de la fibra en su extremo final y para evitar
la formacién de burbujas de aire durante el proceso. Cuando la fibra esta
cercana a la garganta de la pipeta, ésta se ajusta firmemente al
portaelectrodo. La pieza mévil de rosca permite acercar suave y lentamente
la punta de la pipeta a la fibra (figura 21), éste paso, se termina de hacer

bajo el microscopio invertido donde la resolucién visual es mayor.
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4.3.2. Formacion del sello

Cuando se conecta el portaelectrodos al amplificador se visualiza en
la pantalla del osciloscopio la corriente de base de la fibra de carbono, pues
- ya lleva.la conexién a tierra. Si las caracteristicas de las mismas eran
correctas (t ~ 500 ms, resistencia: 20-60 GQ) se procedia a introducir la
pipeta en el bario de registro y a monitorizar en el osciloscopio, tras aplicar
un pulso cuadrado de 2 mV, la resistencia de la micropipeta. Seguidamente,
se compensaba el potencial de unidn formado entre ia punta de la pipeta y
la solucién externa. Con el micromanipulador de control remoto acercamos
la punta de la pipeta a la célula seleccionada. Al tocarla, un descenso en la
corriente se reflejé en el osciloscopio, debido a un incremento en la
resistencia. La aplicacion de una suave succion incrementé aln mas la
resistencia (normalmete de forma lenta y gradual) y resulté en la formacién
de un gigasello. Los circuitos de compensacién C-SLOW y G-SERIES del
amplificador se prefijaron a 0.2 pF y 0.02 uS respectivamente. Estos valores
son una buena estimacion de la constante de tiempo de carga en la

modalidad de registro 'in situ'.

4.3.3. Calibracién y registro

A través del programa de ordenador (Lockin) escrito en lenguaje
Visual Basic en nuestro laboratorio y que controla los parametros del
amplificador Lock-In, se aplico a la célula a través del electrodo de medida
de capacidad una sefial de voltaje sinusoidal de 25 mV (rms) superpuesta
sobre un nivel de voltaje de 0 mV y 20 KHz de frecuencia. La corriente
sinusoidal resultante es descompuesta por el amplificador Lock-In en sus
componentes: imaginario y real. El filtro de salida del Lock-In fue de 1 ms,
24dB. Aumentamos la ganancia del EPC7 a 50 mV/pA y compensamos
completamente la capacidad de la pipeta visualizando la sefial de corriente
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Electrodo activo

Fibra de carbén Electrodo de referencia

Pipeta de Patch

Solucién interna

Solucién KCI 3M

Polietileno

Figura 21. Sistema de ajuste fino del electrodo de la fibra de carbono en la pipeta de registro,
mediante el portaelectrodos de amperometria en parche.
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sinusoidal en el osciloscopio. Con el estimulo escalado 1/1000 se introdujo
desde el amplificador un cambio de capacidad de valor conocido (100 fF).
Esta sefial de calibraciéon sirvié para comprobar si la fase estaba bien
ajustada. Cuando no era asi, cada pulso de calibracién produjo una
proyecciéon en el componente imaginario (sefial proporcional a la capacidad)
y en el componente real (sefial proporcional a la conductancia). A través del
selector manual del amplificador Lock-in se seleccionaba el angulo que
corrige el desfase, de tal manera que el cambio de capacidad sélo se
proyecta en el componente imaginario. Durante el transcurso del
experimento la fase suele permaner constante. A continuacién, aumentamos
la amplitud del estimulo aplicado reduciendo la escala hasta 1/20 6 1/10,
con lo cual, la sefal que fue aplicada inicialmente de 100 fF pudo ser
considerada a efectos practicos como una sefial de calibracién de 2 6 1 fF
respectivamente, calibracion adecuada para la resolucién y medida del tipo
de eventos que se pretendian medir. En el amplificador de amperometria se
selecciond un voltaje constante de 700 mV en células cebadas y de 800 mV
en células cromafines para la oxidacién de serotonina y catecolaminas
respectivamente, utilizando una ganancia de 50 mV/pA. En el programa de
ordenador una ventana representa los trazos del componente real e
imaginario de la corriente y otra el trazo de amperometria permitiendo la
monitorizacién conjunta en tiempo real de dos etapas de un mismo proceso:
la exocitosis (figura 22).

76



Material y Métodos

Figura 22. Pantalla de adquisicion del programa Lockin , realizado en lenguaje Visual Basic,
utilizado para los registros electrofisiologicos. A la derecha y arriba se sifua la ventana de
visualizacion de los frazos real e imaginario de la admitancia y abajo el trazo de
amperomefria. A la izquierda se encuentrah “cajas de texto” que informan de las
caracteristicas de la sefial de estimulacion y del electrodo de deteccioén electroquimica.
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4.4. Analisis de los eventos exoctitéticos

El programa de ordenador también contiene una ventana que permite
abrir un archivo de un registro y medir de forma manual o semiautomatica
los parametros de los trazos imaginario y real de la admitancia y la
amperometria (figura 23). La posicion de los cursores verticales
seleccionando el comienzo del salto en el trazo imaginario, que indica la
fusién de un grano y el final de la espiga de liberacién en el trazo
amperométrico, delimita el evento que queremos analizar. Los cursores
horizontales permiten seleccionar el tamafio del salto de capacidad. De
forma automatica, el programa introduce en una tabla los valores obtenidos
de los distintos parametros analizados: tamafio del salto de capacidad,
amplitud de la espiga, tiempo en alcanzar el pico maximo y carga de la
espiga, calculada integrando el area bajo la espiga. Ademas directamente
a partir de estos datos el programa calcula y proporciona los valores del
radio y volumen de la vesicula (asumiendo una capacidad especifica de 9
fF.um? y considerando la vesicula como una esfera perfecta), el nimero de
moléculas (a partir de la ley de Faraday), el nimero de moles y la molaridad
a las que estan almacenadas las sustancias detectadas de la vesicula. La
medida de la conductancia de poro y la capacidad durante una fusién de
una vesicula fueron calculados, segun los algoritmos, de forma automatica
por el programa. Los datos fueron almacenados en archivos ASCIl e
importados y tratados en el programa “IGOR” para un analisis especifico de

datos y representacion.
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< [owr e o)

Figura 23. Pantalla de analisis de los registros electrofisiolégicos. Los datos analizados son
incluidos en la tabla inferior. Puede hacerse un “zoom” de la zona seleccionada por los
cursores para analizar la conductancia del poro o estudiar las caracteristicas de |a espigas
amperomélricas en detalle.
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RESULTADOS

EXOCITOSIS EN CELULAS CEBADAS A NIVEL DE GRANO SECRETOR
UNITARIO

El estudio del proceso secretor en células cebadas se ha llevado a
cabo utilizando técnicas electrofisiolégicas conjuntamente con técnicas de
deteccion electroquimica. Las células cebadas son un modelo celular idéneo
para estudiar eventos discretos de exocitosis. La técnica de “patch-clamp”
en la configuracion de célula completa permite resolver fusiones de granos
secretores del tamario de una célula cebada y la técnica de amperometria,
la liberaciéon cuantal del contenido secretor, al ser la serotonina una
sustancia facilmente oxidable. El estudio a nivel de una Unica vesicula
secretora se ha llevado a cabo utilizando dos aproximaciones técnicas

distintas y con dos objetivos finales distintos:

1) La técnica de “patch-clamp” en la configuracion de célula completa
simultaneamente con la amperometria, con el objetivo de estudiar la
regulacién de la exocitosis, por el calcio citosélico a nivel del poro de fusion

y por factores que afectan a la matriz de proteoglicano.
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2) Aplicacion de la técnica de amperometria en parche con el objecto
de resolver la cinética de la expansion del poro de fusion y su implicacién en

la liberacion del transmisor.

1. APLICACION DE LA TECNICA DE “PATCH-CLAMP” EN
CONFIGURACION DE CELULA COMPLETA Y LA AMPEROMETRIA AL
ESTUDIO DE LA SECRECION EN CELULAS CEBADAS DE RATA.

La exocitosis monitorizada con la técnica de “patch-clamp” en la
configuracién de célula completa aparece como aumentos en la superficie
de la membrana plasmatica debido a la fusién de vesiculas de secrecién
individuales. La secrecion a nivel de célula Unica transcurre en minutos y es
inducida dializando la célula a través de la pipeta con GTPy-S.
Incrementando la concentracién del estimulo, la velocidad de desgranulacién
aumenta. Al término del proceso secretor, la célula ha incrementado su

superficie de membrana en un factor de tres.

La liberacién del contenido vesicular se detecté aproximando un
electrodo de carbono sobre la superficie celular. La deteccién se acompafié
por oxidacién amperométrica de las sustancias liberadas. La secrecion se
observa en forma de una sucesion rapida de espigas de corriente de
amplitud variable y con una duracién de varios milisegundos. Combinando
ambas técnicas es posible estudiar fusion y liberacién a tiempo real (figura
24).

1.1. Exocitosis a nivel de grano secretor tnico

Cuando la velocidad de desgranulacién es suficientemente lenta
([GTPy] <50 uM) como para separar temporalmente los eventos discretos

de exocitosis, es posible correlacionar bastante fieimente cada fusién de
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Capacidad

200 fF

20 pA

Amperometria

20 S

Figura 24. Respuesta secretora en una célula cebada. La desgranulacién fue inducida
dializando la célula a través de la pipeta con solucién que contiene 20 uM de GTPy-S y 8.6
uM [Ca*']. La fusién de las vesiculas secretoras con la membrana plasmatica incrementa la
superficie celular y éste efecto se puede monitorizar midiendo la capacidad de la membrana.
La amperometria permite la deteccién de espigas de corriente, correspondientes a la

oxidacién de la serotonina liberada por cada vesicula.
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vesicula con el correspondiente cuanto de liberacién en forma de espiga
amperométrica (Figura 25). El tamario de los saltos discretos de capacidad
son indicativos de tamario de las vesiculas y oscilan entre 0.5 a 6 pm? (5 a
60 fF). El primer hecho evidente es que las espigas manifiestan una amplia
variabilidad en su forma, que se debe, ademas de a las caracteristicas
intrinsecas de la liberacién para cada vesicula, a la variabilidad del espacio
difusional entre el detector de carbono y el sitio de liberacién a lo largo de la
superficie esférica de la célula. Otro hecho observable es que fusion y
liberacién no ocurren simultdineamente sino que transcurre un retraso
variable de decenas de milisegundos. Aunque el tiempo de difusion,
‘dependiente del coeficiente de difusion (D ~ 6x10 cm?s™) de las moléculas
de serotonina, desde las vesiculas fundidas al detector, tiene un papel
importante en esta latencia, no es el Gnico factor que participa en el retraso.
Asi, en los eventos mostrados en el registro expandido de la figura 25, se
observa que, la espiga mas rapida y de mayor amplitud es también la que
presenta un tiempo de retardo superior tras la fusion de la vesicula. Esto no
puede ser explicado por simple difusion. El intervalo, entre el cambio de
capacidad y la aparicién de la espiga amperométrica, revela una serie de
procesos subyacentes desde que se produce la fusién hasta que se detecta
el contenido de la misma. Asi, el retraso antes de la liberacion total puede
reflejar el tiempo necesario para la expansion del poro de fusién y para
disociar la matriz de proteoglicano donde el contenido vesicular esta

fuertemente condensado.

La descripcion de las caracteristicas de las espigas amperométricas
viene definida por una serie de parametros (figura 26): La amplitud maxima,
la anchura media (que es la anchura de la espiga al 50% de su maxima
amplitud), el tiempo en alcanzar el pico y la carga de la espiga, calculada
integrando el area bajo el transiente amperométrica. En ocasiones, la espiga

amperomeétrica es precedida por una pequefa corriente (el “pie” de la
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Figura 25. Eventos secretores correspondientes a fusiones de vesiculas tnicas en una célula
cebada. Un incremento en la capacidad de la membrana reflgja la fusién de una vesicula
secretora. El tamafio del salto de capacidad es proporcional a la superficie de la membrana
de la vesicula y suele estar asociado a una espiga amperométrica. Aquellas espigas mas
répidas y de mayor amplitud pertenecen a aquellos granos que se han fundido mas cerca
del detector electroquimico, mientras que las mas anchas y bajas a los fundidos en puntos
mas alejados del detector. No existe ninguna relacién observable entre el tamafio del salto
de capacidad y la amplitud de la espiga amperométrica. Los eventos mostrados en una
escala mas expandida muestran como el retraso entre la fusion y liberacién de una vesicula

suele ser variable.
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espiga), que representa la liberacién de moléculas a través de un pequefio
poro (Alvarez de Toledo y col., 1993). A continuacion, se produce el pico de
la espiga.

Con estas consideraciones, en los siguientes apartados se ha
estudiado como el calcio intracelular y diversos factores que afectan a la
disociacion de la matriz de proteoglicano modifican y regulan el curso

temporal de la liberacién de vesiculas individuales.

©
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Figura 26. Descripcién de los parametros cinéticos de las espigas amperométricas.

1.2. El calcio intracelular en la regulacion de la expansién del poro de

fusion.

Estudios previos en células cebadas de raton “beige” han demostrado
que el calcio intracelular controla la expansién del poro de fusién (Fernandez
Chacédn y Alvarez de Toledo, 1995; Hartmann y Lindau, 1995). Esto permite
que la célula, regulando las concentraciones de calcio presente en cada
instante, controle la velocidad con la que los productos secretores pueden
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ser liberados, una vez que la fusion del grano se ha producido. La doble
medida simultanea de la fusion y liberacion, permiten medir el tiempo que
transcurre entre ambos fenémenos, a las distintas concentraciones de
calcio. El estudio de las latencias (dependiente de la [Ca #], entre el inicio
de la fusion de cada vesicula (salto de capacidad) y el inicio de cada espiga
amperomeétrica de liberacion, es una buena aproximacién para discernir las

caracteristicas de la molécula que une calcio.

La duracién de este retraso se distribuye exponencialmente (figura
27). Cuando se construye un histograma de frecuencias de las latencias
entre la fusion y la liberacion se observa que éste se ajusta bastante bien a
una exponencial simple. El valor de la constante de tiempo para esa
exponencial es indicativo del valor medio de la distribucion. Asi, para cada
una de las distintas concentraciones intracelulares de calcio usadas para
dializar las células, obtenemos un valor medio. Las células fueron
perfundidas a través de la pipeta de registro con soluciones que contienen:
50 nM (n=114, 1 =233), 200 nM (n = 38, 1 = 203 ms), 400 nM (n = 93, 1= 102
ms), 500 nM (n = 101, t= 129 ms), 600 nM (n =43, 1=92ms) y 8.6 uM (n
= 107, T = 82 ms) de Ca* libre. La representacién de las constantes de
tiempo' frente a la concentracion intracelular de calcio se ajusta a una
sigmoide, indicando que el poro de fusién muestra una dependencia
sigmoidal de la concentraciéon de calcio (Figura 28) . La curva es una
representacion de la ecuacion de Hill (f=233-146 x [Ca®']/K +[Ca®*]"). EI
coeficiente de Hill (n) = 3.5 y K= 0.011. La saturacién media ocurrié a 300
nM de [Ca?®"]. Estos resultados indican que al menos 4 iones calcio participan
de forma cooperativa para producir la expansién del poro de fusién. Los
valores medios de los parametros cinéticos (anchura media y velocidad de
subida) de las espigas amperometricas a bajo calcio (tabla V) no difieren

significativamente de los valores medios en la situacién control, a alto calcio.
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Figura 27. Histograma de las latencias registradas en condiciones de alfo calcio (8,6 uM),
que sigue una distribucién exponencial con una constante de tiempo de 82 ms.
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Figura 28. Efecto de la concentracioén de calcio libre intracelular sobre la latencia entre la
fusion y la liberacion vesicular. La accion del calcio es ejercida a nivel del poro de fusion. Las
constantes de tiempo de las exponenciales calculadas para cada una de las concentraciones
de calcio empleadas en nuestros experimentos son los valores de referencia sobre los que

se ajusta la funcién sigmoidea.
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1.3. Factores que afectan a la liberacién del transmisor

El nucleo de un grano secretor de una célula cebada es un hidrogel
con una alta densidad de cargas negativas relativas a los grupos sulfatos y
carboxilos de la matriz de proteoglicano, cuyo principal componente es
heparina sulfatada. Esta matriz atrae los productos secretores cargados
positivamente (ejemplos: serotonina (5-HT), histamina y Ca** ). Al pH nativo
del interior del grano de aproximadamnete 6 (Johnson y col.,1980), la
mayoria de la 5-HT (pK, = 4.9) es almacenada en forma monovalente,
mientras que la mitad de la histamina (pK, = 5.9) es almacenada en forma
divalente. Se ha propuesto que cationes organicos e inorganicos compiten
por los mismos sitios de la matriz de heparina y que ésta tiene las
propiedades de un intercambiador catiénico (Uvnas y Aborg,1983), de tal
manera que los cationes de la 5-HT pueden liberarse rapidamente de la
matriz sélo si hay suficiente nimero de cationes disponibles (K *, Na #*) en
el medio externo. Ademas, esta molécula de proteoglicano es altamente
hidrofilica, capaz de atraer grandes cantidades de agua y formar un gel

hidratado que ocupa un gran volumen para su masa.

1.3.1. Efecto del pH

Para probar si el retraso antes de la liberacién total del contenido
puede reflejar el tiempo requerido para iniciar la disociacién quimica de la
matriz o gel intravesicular, bafiamos las células con solucién extracelular a
pH similar al del interior del granulo con objeto de anular el gradiente quimico
que pudiera ser motor responsable de la descondensacién de la matriz y/o
liberacion del contenido de la vesicula. La comparacién se realizé
utilizando 3 concentraciones de calcio intracelular, semejantes a las

previamente usadas en las condiciones estandar : 200 nM (n = 97, t = 203
ms), 600 nM (n =152, 1 =171 ms) y 8.6_uM (n = 67, t = 169 ms). En |os tres
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casos se observa que hay un retraso considerable en la liberacién a pH 5,5
con respecto a pH 7,2 (figura 29). Las diferencias se hacen un poco més
notables a las concentraciones de calcio mas altas, donde la expansion del
poro deja de ser un paso limitante y el retraso seria debido
fundamentalmente al efecto del pH . La anchura media de las espigas
amperométricas a alto calcio si es significativamente mayor (151 ms) que en
la situacion control (73 ms), indicando que existe un enlentecimiento en el
curso temporal de la liberacién a consecuencia del efecto del pH sobre la
descondensacion de la matriz de proteoglicano. A pesar de que la 5-HT y la
histamina permanecen cargadas positivamente a este pH, compitiendo con
los cationes externos por las cargas negativas de la matriz, el propio
gradiente quimico de estas moléculas parece ser suficiente para que la

liberacién se siga produciendo.

Tabla V. Valores medios de parémetros de las espigas amperoméiricas medidas en
diferentes condiciones experimentales (x t e.e). t ,, | Anchura media; i max: amplitud

méxima de la espiga

Condiciones | N%spigas | Anchura media | i max. (pA) t,, (PA/ms) Carga (pC)
alto[Ca*] 11 731£3,7 143144 | 0,39£0,04 | 1,17 10,09
bajo [Ca*] 61 102,4 £ 10,4 16,5+2,33 | 0,51%0,07 | 1,68+0,15

pH 5,5 59 151,5+£ 15,8 141+1,96 | 0,24+0,03 | 2,19+0,32

alta 159 95,45 + 6,92 11,6+0,98 | 0,30£0,03 | 1,10£0,07
osmolaridad

alta histamina 143 75,34 £ 4,50 299+214 | 0,77+0,07 | 2,00£0,10
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Figura 29. Efecto del pH sobre el tiempo de latencias entre la fusion y la liberacion. A)
Histograma de latencias registradas en condiciones de alto calcio (8,6 uM)y pH 5.5. El
valor de la constante de tiempo es més del doble del valor obtenido en las condiciones
control. B) Comparacién a pH 7.2 (cuadrados) y a pH 5.5 (circulos) de los valores de

referencias (t) paralas tres concentraciones de calcio en las que se estudié el efecto del
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1.3.2. Factores que afectan al hinchamiento de la matriz

Posteriormente a la fusién de la vesicula tiene lugar el hinchamiento
de la matriz (Zimmerberg y col.,1987) debido a la entrada de agua a través
del poro de fusién. Estos datos indican que el hinchamiento de la matriz no
es la fuerza conductora responsable de la fusion de los granulos secretores
con la membrana plasmatica. La entrada de agua se produce cuando a
través del poro de fusion, dos cationes de sodio sustituyen un cation
divalente de 5-HT, disminuye el potencial quimico del agua dentro de la
matriz del granulo, y el agua es absorbida por el gel. Ademas al agua libre,

el agua que hidrata los iones disueltos también es tomada por el gel.

1.3.2.1. Efecto de la osmolaridad

Para estudiar si el hinchamiento del gel afecta a la liberacion del
contenido del grano, procedimos en primer lugar a inhibir el hinchamiento
utilizando una solucion hiperosmética (660 mmol.Kg') en el medio
extracelular. En estas condiciones, inhibimos el flujo de agua al interior del
grano cuando se forma el poro de fusién. Para alta concentracién de calcio
([Ca*] = 8.6 uM) en la solucién de la pipeta, la constante de tiempo de la
exponencial sencilla que ajusta el histograma de frecuencia de latencias
(Figura 30) entre fusién y liberacion resulta (n = 117, t = 240 ms), 3 veces
mayor a la calculada en condiciones estandar. Ya que la inhibicién del
hinchamiento de la matriz no parece afectar a la expansién del poro (Monck
y col., 1991) el retraso en la liberacion debe de producirse por un efecto
sobre la matriz de proteoglicano. Sin embargo, el hecho de que la liberacién
no esté inhibida y que los valores medios de las caracteristicas de las
espigas no difieran de los valores control (Tabla V), sugiere que el
hinchamiento no es tampoco la fuerza conductora que promueve la
liberacioén.
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Figura 30. Histograma de las latencias registradas en condiciones de alfa osmolaridad .

1.3.2.2. Efecto de la histamina

Sometiendo a las células a una solucién del bafio que contiene 130
mM de histamina, a pH &cido, se inhibe el hinchamiento del granulo al menos
en un 90% y la velocidad de hinchamiento un 20% (Monck y col., 1991). Sin
embargo, la liberacién de serotonina se produce, confirmando las
observaciones previas en condiciones de alta osmolaridad de que el
hinchamiento de la matriz no es necesario para la liberacién del transmisor.
No obstante, el retraso ( n = 55, 1 =248 ms) entre fusion y liberacion a 8,6

uM de calcio libre, se incrementa aun de forma méas dramatica (figura 31).
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Figura 31. Histograma de las latencias registradas en condiciones de alta histamina.
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2. APLICACION DE LA TECNICA DE AMPEROMETRIA EN PARCHE AL
ESTUDIO DE LA EXOCITOSIS EN CELULAS CEBADAS DE RATA.

La mayoria de las células secretoras tienen vesiculas y granulos
exocitéticos y endocitéticos con diametros comprendidos entre 60 y 300 nm,
que corresponden a cambios de capacidad de 0.1-2.3 fF. Este tamafio es
demasiado pequefio para poder ser resuelto en registros de célula completa.
Para poder estudiar la exocitosis a nivel de granulo secretor unitario las
células cebadas son un buen modelo por poseer granulos de mayor
diametro (700-750 nm). Ademas, el bajo ruido en registros de pequeros
parches de membrana proporciona suficiente resolucién (Neher y Marty,
1982) para detectar fusiones de vesiculas de pequefio tamario, asi como
para estudiar las propiedades del poro de fusién. La técnica de
amperometria en parche, que combina amperometria con la medida de
capacidad en pequefios parches de membrana, se aplic6 al estudio de la
exocitosis a nivel de vesiculas secretoras unitarias en células cebadas de
rata. Medimos cambios en la capacidad de la membrana debidos a fusiones
de dos tipos diferentes de vesiculas. Un tipo de vesicula, de tamafio similar
al descrito anteriormente mediante el registro en célula completa y un
segundo tipo de vesiculas que no habian podido ser detectados
anteriormente debido a su pequefio tamario. Ademas fué posible por primera
vez estudiar la dinamica de la apertura y expansién del poro de fusion

exocitético conjuntamente con la liberacién del contenido del granulo.

21. Exocitosis de pequeias vesiculas y granulos secretores

especificos
Incrementos en forma de saltos de capacidad de la membrana del
parche (figura 32) se observaron en el 60% de los sellos conseguidos. Estos

incrementos debido a fusiones de vesiculas ocurrieron espontaneamente y
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no pudieron ser inducidos por la aplicacion del compuesto 48/80, un
secretagogo tipico de las células cebadas peritoneales de rata
(Rohlich,1971).

20 fF

2S

Figura 32. Los incrementos de capacidad, que indican fusién esponténea de vesiculas de

células cebadas con la membrana del parche, ocurre en forma de salfos de tamario variable

El rango de tamario de los saltos de capacidad se distribuye desde
0.1fF (nuestro limite de resolucion) hasta 100 fF (figura 33), aunque los
eventos mas frecuentes tuvieron una amplitud entre 0.1 fF y 4 fF, seguidos
por aquellos cuya rango de amplitud fluctiia entre 8 y 15 fF. Estos ultimos
son muy similares a los esperados por fusiones de granulos de células
cebadas especificos (Fernandez y col., 1984). La curva envolvente de la
distribucion de frecuencia de los tamarios de vesiculas, derivada de estudios
de micrografia electrénica (Helander y Bloom, 1974) (figura 33A) sugiere
que los eventos de capacidad detectados por amperometria en parche
englobados bajo esta curva, corresponden a la fusién de granulos de células
cebadas especificos. Una distribucién mas detallada de los pequefios saltos
de capacidad (figura 33B) muestra que tiene una forma similar a la
observada para granulos especificos, con un valor medio de 0.35 fF. La

mayoria de los eventos estan concentrados entre 0.2 y 0.6 fF.
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Figura 33. Distribucién de frecuencias del tamafio de los saltos de capacidad en células
cebadas monitorizados con la técnica de amperometria en parche. La linea continua en A
es el perfil de la distribucion de tamafios de grénulos obtenidos por microscopia electronica.
En B, se muestra una distribucion de frecuencias de los saltos de capacidad mas pequefios,
donde se muestran con mayor detalle los primeros 5 fF del histograma mostrado en A.
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2.2, La fusion de granulos especificos produce senales

amperomeétricas.

Los incrementos pequefios en la capacidad de la membrana del
parche no son seguidos por ninguna sefial detectable en el electrodo de
amperometria. Este tipo de eventos correspondientes a vesiculas de muy
pequefio tamafio se han podido detectar por primera vez con la utilizacién
de esta técnica.

Los grandes incrementos en el area de membrana si fueron
acompafiados por una sefial amperométrica (figura 34), indicando
claramente liberacion instantanea de serotonina al medio extracelular de
granulos secretores, que se funden con la membrana del parche. Estas
espigas amperométricas son similares a las medidas con fibras de carbono

extracelulares estandar (Fernandez-Chacén y Alvarez de Toledo, 1995).

El nimero y tamafio de eventos registrados por célula es muy
variable. La técnica de amperometria en parche ofrece la ventaja se detectar
s6lo el material liberado en la pipeta de registro . Esto es importante porque
el origen de la sefial amperométrica procede de la misma localizacion, es
decir, del parche de membrana y evita la deteccién de moléculas liberadas
en el resto del area de la superficie celular. El efecto de la difusién se
refleja en espigas amperométricas de muy variables caracteristicas. En
los registros de amperometria en parche, podemos obviar la variable
difusional. Por ello, en general, hay una buena correlacion lineal entre la
amplitud y la carga de las espigas con respecto al tamario del salto de
capacidad (figura 35), indicando que la cantidad de transmisor almacenada
en cada granulo secretor es muy similar para granulos de la misma célula.
En el registro de la figura 34 puede observarse que en general, aquellas
espigas separadas temporalmente poseen parecidas anchuras medias y
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~Figura 34. Registro de amperometria en parche en una célula cebada que muestra
transientes amperométricos asociados con saltos de capacidad,y trazo de conductancia.
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Figura 35. A) Relacién entre la amplitud de la corriente amperométrica y el tamafio del salto
de capacidad. A partir de la carga de la espiga amperométrica calculada infegrando el area
bajo la curva es posible hallar el nimero de moles de transmisor liberado. B)Relacién entre
el numero de moles y el volumen vesicular. La pendiente de 0.12 indica el valor de la

concentracioén (en molar) de los granulos para esta célula.
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fases de subida, debido a la eliminacion de la distorsioén que introducia la
difusidén. Sin embargo, en este registro también puede observarse que la
cinética del poro de fusién esta ejerciendo un papel muy importante en la
liberacion del transmisor. El trazo de conductancia mostré cambios durante
los eventos de fusién, indicando que nuestro sistema en configuraciéon de
célula adherida es capaz de registrar actividad de poros de fusién durante
la exocitosis. Asi, por ejemplo, la figura 36 muestra el primer evento del
registro en una escala mas expandida. Se produce un ftransiente
amperométrico de pequefia amplitud y forma inusual. Las partes real e
imaginaria de la admitancia muestran fluctuaciones correlacionadas de
tamarfio similar, que es tipica de un poro de fusiéon pequefio. El siguiente
evento, un salto de capacidad instantaneo, indica que un poro de fusion se
expande rapida y completamente liberando rapidamente el contenido

secretor.

2.3. Fases en la expansion del poro de fusion

Una ventaja de esta técnica, por su bajo ruido, es cuantificar con muy
buena resolucion la conductancia de los poros de fusién que se forman
durante la exocitosis. La resolucién para medir conductancias del poro de
fusién depende del producto o. C. Las medidas de capacidad en célula
adherida tienen minimo ruido a 20 Khz, por tanto fué ésta alta frecuencia la
elegida para las medidas realizadas. peritoneales (300 a 800 nm de radio)
ofrece una muy buena resolucién para medir conductancias de poro. Fué
posible determinar la expansion de los poros de fusién a partir de
conductancias de poro de rango entre 50 pS hasta mas de 1000 nS, lo que
nos permite determinar diferentes fases en la expansién del poro de fusién.
La figura 37 muestra dos ejemplos de analisis de poros de fusién formados
durante la exocitosis de dos granulos secretores. A partir de los trazos del

componente imaginario (proporcional a la capacidad) y del componente real

100



Resultados

Im/o
10 fF
T Re
-—IffMW
* Am
5 pA
1s

Figura 36. Primer evento del registro anterior mostrado en una escala de tiempo mas
expandida. Im /o : Parte imaginaria de la admitancia. Re: Parte Real de la admitancia. Am:
Corriente amperométrica. Las partes real e imaginaria de la admitancia fluctidan durante mas
de un segundo, indicando parpadeos (aperturas y cierres) del poro de fusién exocitético que
limitan la liberacion del transmisor a su través. Finalmente, el poro termina por fundirse
completamente con la membrana plasmética y el resto del contenido de la vesicula es
liberado (flecha). Cuando la fusién de la vesicula es instantanea , la liberacién es en forma
de espiga tipica (%).
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(proporcional a la resistencia) de la admitancia, podemos calcular la
conductancia del poro de fusiéon. A diferencia de los registros en célula
completa (Breckenridge y Almers, 1987), la medida de capacidad en los
registros de célula adherida muestran una lenta y pequefia subida en el
trazo imaginario antes de producirse un claro incremento en forma de salto.
Esta lenta subida en capacidad tiene una proyeccién mas pronunciada en
la parte real de la admitancia, indicando que durante esta fase temprana de
fusion de membrana, el comportamiento eléctrico de la vesicula esta
principalmente dominado por un componente puramente resistivo, es decir,
por la alta resistencia (conexién estrecha) del poro de fusién. Coincidiendo
con el incremento en el trazo de capacidad hay un abrupto incremento en
conductancia. Después del salto rapido en la capacidad hay un incremento
posterior mas lento que corresponde con una lenta disminucién en la
conductancia.

Es posible conocer el curso temporal del poro de fusién para una
vesicula. Para los eventos registrados en nuestros experimentos se pueden
distinguir tres fases diferentes. En una fase inicial, cuando se produce la
fusién de la vesicula y la conexion es muy estrecha (< 1 nm de diametro), el
poro de fusibn permanece alrededor de 500 pS durante mas de dos
segundos en uno de los eventos mostrados y alrededor de 400 ms en el otro
caso. Hay fluctuaciones sobre este valor para ambos eventos y no se
observaron cambios discretos en conductancia, indicando una dilatacién
lenta de ambos poros. En una segunda fase se produce una expansion
abrupta del poro como lo indica el incremento en forma de escalén del trazo
de capacidad. Esta dilatacion fue mucho mas rapida que la apertura inicial
previa, 1000 nS/s frente a menos de 1 nS/s de la fase inicial. Por ultimo, se
puede observar una tercera fase de expansion del poro comparable a la
apertura inicial. La conductancia dominante durante la expansion del poro
de fusién se puede ilustrar mejor con un histograma de frecuencias (figuras
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Figura 37 A. Ejemplo de la apertura y expansion del poro de fusién de una vesicula
secretora de una célula cebada y la liberacién del su contenido secretor en un registro de
amperometria en parche. De las cantidades de la parte real (Re) e imaginaria (Im), el curso
temporal de la conductancia del poro (Gp) puede calcularse (Ver Métodos).
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Figura 37 B. Ejemplo similar al anterior. En ambos, se distinguen tres fases de expansion del
poro . La primera una conductancia del poro muy pequefia, de larga duracion, la segunda
un aumento rapido, mayor de 10 nS y que se corresponde con la fase de subida de la espiga
de liberacion. En la dltima fase, el poro se dilata lentamente por encima de los 100 nS.
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38Ay B), La fase inicial tiene una conductancia variable entre 30 y 300 pS,
siendo caracteristico de un granulo secretor particular. Por ejemplo, en el
evento de la figura 38A, la fase inicial tiene una conductancia media de 260

pS versus la conductancia dominante de 60 pS de la figura 38B.

Al mismo tiempo que se sigue el curso temporal de la expansién del
poro de fusién se puede establecer una correlacién con la liberacion del
contenido de los mismos granulos. La fase inicial no esta acompafada por
ninguna sefal detectable en amperometria, probablemente indicando que
en nuestras condiciones de registros el electrodo de la fibra de carbono esta
demasiado lejos (4-8 um) de la membrana del parche para detectar la lenta
liberacién de serotonina a través del poro de fusién (“pie”) (Chow y col.,
1992; Alvarez de Toledo y col., 1993). Inmediatamente después de la
expansion rapida del poro (fase Il) se observa la fase de subida de la espiga
amperomeétrica. La expansion ultima del poro (fase lll) se desarroll6 durante

la fase decayente de la espiga de liberacion.

2.4. Endocitosis en configuracion de célula adherida.

Después de la formacién del sello, la capacidad de la membrana del
parche disminuye de forma continua durante 200-300 fF en los dos primeros
minutos del registro, hasta alcanzar un nivel constante. Los decrementos en
la capacidad del parche suceden en forma de escalones (figura 39A,
probablemente indicando captaciéon de membrana de la membrana
plasmatica. El histograma de frecuencias de estos escalones descendentes
(figura 39B) se ajusta bien a una exponencial sencilla con una media de
0.25 fF (rango de 0.1 fF a 1.7 fF). A veces estos decrementos ocurrieron de
forma transitoria, probablemente indicando la formacién de un poro de fision
transitorio. La velocidad de disminucion de la capacidad de la membrana del

parche varié ampliamente y solo ocasionalmente la disminucién inicial de la
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capacidad de la membrana del parche fue interrumpida con incrementos
continuos de capacidad.
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Figura 38. Histogramas de frecuencias de los valores de conductancias de los poros
mostrados en la figura 37A y B.
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Numero de endocitosis

01 03 05 07 09 11 13 15 1.7 19

Tamario del salto (fF)

Figura 39. Endocitosis en un parche de membrana durante los primeros segundos después
de obtener un gigasello en una célula cebada. La distribucién de frecuencias de los

decrementos de capacidad muestra que mas del 80% de los eventos tienen un tamafio entre
0.1 y0.7fF.
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3. APLICACION DE LA TECNICA DE AMPEROMETRIA EN PARCHE AL
ESTUDIO DE LA SECRECION EN CELULAS CROMAFINES DE RATA.

En este apartado se estudia el fenobmeno secretor en células
cromafines de rata utilizando la técnica de amperometria en parche. La
figura 40 muestra una célula cromafin durante el transcurso de un
experimento tipico y la figura 41 representa el comienzo de un registro de
una célula cromafin en el proceso de consecucién de un sello. Desde que
una micropipeta es introducida en la solucién del bafio hasta que finalmente
se consigue una unién perfecta entre ésta y la superficie de la membrana,
se produce un aumento en la resistencia eléctrica del electrodo. Al mismo
tiempo, conforme se produce una aproximacion gradual del detector
electroguimico a la superficie celular se pueden observar espigas de
liberacion producidas por estimulacion mecanica de la célula. Una
observacion interesante es que a pesar de que algunas de las espigas
amperométricas se producen aln antes de la completa obtencién del sello,

las caracteristicas morfologicas de todas ellas son muy semejantes.

3.1.Tipos de exocitosis

La alta resoluciéon de la técnica de amperometria en parche permite
resolver eventos unitarios de fusion con buena relacién sefial-ruido.
Atendiendo a los tipos de variaciones que se producen en el registro de
capacidad durante la exocitosis en las células cromafines de rata, se han
distinguido dos tipos de eventos de fusion de las vesiculas secretoras con
la membrana plasmatica: Las fusiones irreversibles y las reversibles. Las
fusiones irreversibles o fusiones completas son aquellas en que el
incremento de capacidad se mantiene estable, es cuando la membrana
vesicular se integra en la membrana plasmatica. Las fusiones reversibles o

también denominadas ‘“flickers” se caracterizan porque se forma un
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Figura 40. Fotografia tomada de una célula cromafin de rata durante el transcurso de un
experimento de amperometria en parche.
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Figura 41. Primeros 30 segundos de un experimento tipico de amperometria en parche en
una célula cromafin de rata. La corriente registrada desde que la pipeta se encuentra en la
solucién del bafio (1), toca la célula (2), se ejerce presién negativa (3) y finalmente la pipeta
sella con la superficie de la membrana celular (4) va disminuyendo (en valor absoluto)
progresivamente al principio y rdpidamente al final hasta hacerse casi 0, que es cuando la
resistencia de la pipeta se hace muy alta. Después de la consecucion del sello, se procede
a compensar el componente rapido de la capacidad (deflexiones en Im/w y Re) y a dar el
pulso de calibracién de 2 fF (inserto en el trazo Im/m). Voltaje aplicado a la micropipeta : -2
mV.
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incremento capacitativo transitorio debido a la conexién (poro de fusién)
formada durante un periodo de tiempo entre el interior de la vesicula y el
medio extracelular.

3.2. Fusiones unitarias de vesiculas secretoras y liberacion de

catecolaminas

En aproximadamente un 25% de los parches en los que se consigue
un sello de alta resistencia eléctrica con la técnica de amperometria en
parche se producen de forma espontanea eventos exocitéticos en forma de
incrementos de capacidad asociados con espigas amperométricas (figura
42). Cada incremento discreto de capacidad indica la apertura total de una
vesicula secretora cromafin al medio extracelular y cada espiga
amperométrica la liberacién del contenido total de la vesicula. Sin embargo,
en ocasiones, se observan transientes amperométricos de menor amplitud
y forma inusual que se corresponden con fusiones transitorias de vesiculas
con la membrana plasmatica, similares a las ya observadas en celulas
cebadas (Alvarez de Toledo y col., 1993) y cromafines bovinas (Albillos y
col.,1997), donde la liberacion se produce lentamente debida a las estrechas

dimensiones del poro de fusién.

A veces también aparecen saltos de capacidad irreversibles que no
llevan asociados ninguna espiga amperométrica (figura 43A), indicando que
se trata de granulos vacios de catecolaminas. No se trata de una falta de
deteccion o sensibilidad del electrodo de la fibra de carbono puesto que en
esta misma célula se pueden observar espigas amperométricas

correspondientes a incrementos irreversibles de capacidad.
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Figura 42. Fusiones irreversibles de granulos cromafines de rata utilizando la técnica de
amperometria en parche. La resolucion de esta técnica permite resolver la fusion de un tnico
grénulo cromafin. Los eventos de amperometria marcados corresponden a liberaciones
durante eventos de fusién transitorios. A) Espigas de liberacién amperometrica.

B)incrementos irreversibles de capacidad. C) Trazo de conductancia.
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3.3.Caracteristicas de los eventos unitarios con fusion irreversible

3.3A. Relacion entre el salto de capacidad y la espiga amperométrica

En general, para cada célula se puede observar una muy buena
correlacion entre el tamario del salto de capacidad irreversible (o tamafio de
la vesicula) y la amplitud de la espiga amperométrica (o contenido de
neurotransmisor). Esto indica que el contenido de catecolaminas para cada
vesicula suele permanecer constante. Para determinar la concentracion de
catecolaminas dentro del granulo, el contenido de catecolaminas fuée
calculado de la carga de las espigas amperométricas, asumiendo una
transferencia de dos electrones por molécula (Bauer y col, 1988), y los
tamanos de los saltos de capacidad fueron convertidos a volimenes de
granulos. La pendiente de la recta de correlacion entre el contenido de
catecolaminas de los granulos que liberaron y el volumen de los mismos
indica la concentracién molar media (figura 43B).

3.3B. Dimensiones de un granulo cromafin

La figura 44 muestra la distribuciéon de tamarios de los incrementos
discretos de capacidad. El tamario medio fue de 1.13 % 0.03 fF (media %

d.e) con un rango desde 0.25 y 2.8 fF. La transformacién de la capacidad de

la vesicula a radio de vesicula (asumiendo una capacidad de membrana

especifica de 9 fF. um™?) predice un radio de vesicula de 92 + 22 nm (media

* d.e). Estos valores se ajustaron bien a una distribucién de gauss. El
tamafio que hemos determinado es inferior al determinado por microscopia
electrénica en cromafines de rata (Tomlinson y col., 1987;Nordmann,
J.,1983) y al estimado en cromafines bovinas (Albillos y col, 1997) pero muy
similar al predicho para granulos cromafines de raton usando analisis de

ruido en medidas de capacidad en célula entera (Moser y Neher, 1997).
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Figura 43. A) Registro de amperometria en parche en que se observa fusiones de vesiculas
vacias de catecolaminas. El inserto corresponde a una expansién temporal de los dos
primeros eventos de fusién donde se produjo liberacién total en forma de espigas
amperométricas tipicas. B) Relacion entre contenido de catecolaminas y volumen del grano

de los eventos con liberacién de la célula anterior. La pendiente de la recta indica la

concentracion molar media para esta célula.
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Figura 44. A) Distribucion de los tamafios de los saltos de capacidad de fusiones completas
de vesiculas cromafines con la membrana del parche. B) Transformacién de tamafio de

capacidad a radio de vesicula y ajuste por una funcién de gauss.
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3.3C. Cantidad y concentracién de catecolaminas de un granulo

cromafin.

La cantidad de catecolaminas liberada de cada granulo fue estimada

por la integral de las espigas amperométricas (carga). La distribucion de
cargas (figura 45) tiene un valor medio de 1.51 £ 0.1 pC (£ e.e.). De la
distribucién de tamafios de saltos y de la carga amperométrica estimamos
una concentraciéon de catecolaminas media (* e.e.) de 2.5 £ 0.15 M,

superior a la estimada en cromafines bovinas (Albillos y col, 1997) y a la
concentracion determinada en cromafines de rata por métodos

morfométricos (Tomlinson y col, 1987).

20 —

10 —

Namero de eventos

0 ]
0 2 4 6 8 10
Carga de la espiga (pC)

Figura 45. Distribuciéon de la carga de catecolaminas de las espigas amperométricas

asociadas a las fusiones irreversibles de vesiculas cromafines.
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3.4. Fusiones reversibles de los granulos cromafines de rata

Con alta frecuencia se registran espigas amperométricas
acompanadas por incrementos de capacidad reversibles muy rapidos (figura
46). A diferencia de los transientes amperomeétricos de fusiones reversibles
observados en la figura 42, que tienen escasa incidencia y que son lentos
y de escasa amplitud, estas espigas muestran propiedades cinéticas
similares a las espigas de fusiones irreversibles. En el registro mostrado en
la figura 46 puede observarse como a pesar de monitorizarse espigas
rapidas que indican liberacién de catecolaminas del parche de membrana
aislado, no hay cambio neto de capacidad, desde el inicio al final del
registro. Sin embargo, si se hacen notar transitorios o parpadeos (“flickers”)
muy rapidos de capacidad acompariando a algunas de estas espigas. Esto
sugiere que una fusion transitoria de una vesicula cromafin puede producir
liberacion instantanea de catecolaminas en forma de espiga amperométrica
tipica. En las otras cinco espigas registradas no se observa cambio evidente
en la capacidad. Posiblemente se debe a la falta de deteccién debida a que
los transitorios de capacidad duran menos que nuestra velocidad de

muestreo (5 ms/punto.).

3.5. Caracteristicas de los eventos de liberaciéon con fusion reversible

La amplitud del transitorio de capacidad en estos eventos también
esta linealmente correlacionada con la carga de la espiga detectada
amperométricamente (figura 47). El contenido de catecolaminas es
proporcional al volumen del grano, indicando que esta célula de vesiculas
de tamarios diferentes tiene una concentraciéon de catecolaminas constante
de 3.95 M. Esta concentracién es 4 veces mayor que la calculada para

células cromafines bovinas.
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Figura 46. Liberacién rapida de catecolaminas durante eventos de fusién transitoria
(“flickers”) en una célula cromafin de rata, registrada aplicando la técnica de amperometria
en parche. A: trazo de amperometria. B: trazo de capacidad. C: trazo de conductancia.
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Figura 47. A) Relacién entre la carga amperométrica y el tamafio de la fusién transitoria de
los eventos registrados en la célula mostrada en la figura 5 y B) Relacién entre el contenido
de catecolaminas (CA) y el volumen de grénulo. La pendiente de la recta de regresién indica

la concentracién de catecolaminas para esta célula: 3.95 M.
3.5A. Curso temporal de la liberacion durante una fusién transitoria

En la figura 48 se muestra uno de estos eventos en una escala
temporal mas expandida. El transitorio de capacidad, en forma caja, que
muestra singular similitud con el registro de corriente de un canal idnico
tnico, dura 55 ms. Es el tiempo que el poro de fusién conecta el interior del
granulo con el espacio extracelular. La liberacién se produce a través de
este poro en dos etapas. Primero hay una pequefia liberacion de
catecolaminas en forma de una pequeiia sefial amperométrica o “pie’,
durante 35 ms, seguido por una espiga rapida que indica liberacion
instantanea del contenido del granulo al medio extracelular. Cuando la fase
de elevacioén de la espiga alcanza aproximadamente el 80 % de su maximo
valor es cuando se produce el cierre del poro de fusion exocitético reflejado

en el salto en decremento de capacidad.
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Figura 48. En una escala temporal méas expandida se muestra uno de los eventos de la figura
46 (el tercero). La espiga amperométrica se inicia despues del pie y antes del salto hacia
abajo en la capacidad. Las lineas punteadas indican la duracién del evento.

En los 74 eventos de este tipo registrados, siempre después de la
aparicion de la espiga, de forma inmediata se produce el cierre del poro de
fusién, lo que hace pensar que el proceso de fusion por si mismo es el
responsable de la oclusion del poro. Esto difiere de los eventos observados
anteriormente y de los observados en células cebadas (Alvarez de Toledo
y col., 1993) y células cromafines bovinas (Albillos y col., 1997) donde la
liberacion se produce en forma mucho mas lenta y sin sefial amperometrica
en forma de espiga tipica.
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Figura 49. Histogramas de frecuencia del tamafio de los saltos de capacidad reversibles (A)
y del radio de la vesicula estimado (B).
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3.5B. Dimensiones y carga de un granulo cromafin con fusién

transitoria.

La distribucion de los tamarios de saltos para los eventos reversibles
(figura 49) es muy similar a la obtenida para los eventos irreversibles (figura
44). El tamario medio de los transitorios es de 1.23 + 0.09 fF (media £ d.e.)
y se distribuyé entre 0.25 a 3.25 fF. La distribucion de la carga de
catecolaminas de las espigas amperométricas también es muy parecida
(figura 50) a la obtenida para las vesiculas que se funden irreversiblemente
con la membrana plasmatica (figura 45). La carga media es de 1.38 £ 0.17
pC (x e.e.). La concentracién de catecolaminas media estimada para estas
vesiculas es de 2.59 + 0.15 M (media £ e.e.), que es semejante a la
concentracion de los eventos irreversibles. Estos resultados claramente
sugieren que los eventos reversibles e irreversibles proceden de un mismo
tipo de vesiculas y que la liberaciéon asociada con los eventos de fusién

transitorios es completa.

Namero de eventos
o0
L
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Figura 50. Distribucion de carga para los eventos reversibles o transitorios
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3.5C. Caracteristicas cinéticas de las espigas amperométricas de

fusiones transitorias.

Las caracteristicas cinéticas de las espigas amperométricas de las
fusiones transitorias son muy similares a las que son producto de fusiones
completas con la membrana plasmatica. La figura 51 compara dos espigas
que se han producido cada una por un tipo de fusién en la misma célula, una
por fusidbn completa y la otra por fusién transitoria. La técnica de
amperometria en parche nos permite obviar los parametros difusionales, al
encontrarse el detector siempre a la misma distancia del foco de liberacion.
Los perfiles se solapamiento de las espigas normalizadas son casi idénticos.
La espiga de la fusion transitoria presenté un “pie” bastante rapido. El tiempo
de subida o tiempo para alcanzar el pico fue de 10 ms, la velocidad de
subida de 1.384 pA/s y la anchura media de 45 ms. La fase descendente o
cola de la espigas se ajusté bien a una exponencial sencilla con una
constante de tiempo de 47 ms. La tabla VI muestra los valores medios de
parametros tipicos de fusiones reversibles e irreversibles de granulos

cromafines.

Tabla V1. Valores medios de pardmetros medidos en granulos cromafines de rata usando la

técnica de amperometria en parche (valores expresados como media t e.s.)

1.13+£0.03 184 +27 1.50 +£0.09 11.7+£1.0 309+1.6

n =266 n = 266 n = 266 n =266 n =266

1.22 £0.02 189 £6.6 1.37 £0.16 1681+ 1.9 263126

n=74 n=74 n=103 n=103 n=103
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Figura 51. Comparacion de las caracteristicas cinéticas de dos espigas amperométricas. En
trazo negro se muestra la espiga que procede de la fusion irreversible y en rojo la procedente
del transitorio. En azul se representa la exponencial sencilla que ajusta perfectamente la cola
de las espigas. En el inserto se muestra la porcion del registro con el trazo de capacidad y
de amperometria. Las espigas fueron filtradas y normalizadas para su comparacion.
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3.5D. Duracion de los eventos de fusion transitoria

La duracién de los eventos transitorios fue variable y la distribucién
de frecuencias se distribuye exponencialmente (Figura 52). Esta funcion se
ajusta a una exponencial sencilla con una constante de tiempo de 62 ms,
indicando el tiempo medio de apertura del poro en nuestras condiciones

experimentales..

Probabilidad de apertura

™
0 100 200 300 400 500 600

Duracion del transitorio (ms)

Figura 52. La duracién de los eventos transitorios de capacidad esta exponencialmente

distribuida.

En ocasiones también hemos observado en el trazo imaginario (figura
53) multiples cambios de capacidad en sentido creciente y decreciente,
todos ellos del mismo tamarfio pero con distinta duracion y no van
acompafados de ninguna sefial amperométrica, indicando que se trata de
un Unico granulo cromafin que abre y cierra su poro de fusién repetidamente
durante breves periodos de tiempo, produciendo “flickers” de un granulo que
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ya esta vacio de catecolaminas. Es muy improbable que se trate de fusiones

de granulos distintos, todos ellos del mismo tamario.

Figura 53. Ejemplos de granulos cromafines con fusién transitoria repetida sin liberacion.
Am: Trazo de amperometria; Cm: Trazo de capacidad.
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Frecuentemente los transitorios sin liberacion sucedieron en células
que previamente habian mostrado eventos transitorios con liberacion en
forma de espigas, lo que sugiere que los mismos granulos tras abrirse
transitoriamente y liberar su contenido, pueden ser competentes para una
nueva etapa de fusiéon aunque no se haya producido todavia el rellenado de
las vesiculas de nuevo neurotransmisor. Los eventos observados mas a
menudo son aquellos cuyo incremento transitorio en capacidad fluctia entre
0.7 - 0.9 fF, que son los granulos mas abundantes en células cromafines de
rata. Independientemente del tamafo del granulo, el poro puede abrirse
durante periodos de tiempo muy breves, sin embargo, los granulos mas
pequefios muestran tendencia a abrirse unicamente durante periodos de

tiempo cortos, como muestra el area mas vacia de puntos del grafico de la

figura 54.
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Figura 54. Relacion entre duracioén y amplitud del transitorio de capacidad.

3.6. Poros de fusion durante una fusion transitoria.

A partir de la proyeccion de los trazos Real e Imaginario de la
admitancia durante la fusién transitoria de una vesicula podemos calcular la

conductancia del poro y la capacidad de dicha vesicula (Ver Métodos). De
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esta manera es posible estimar el diametro alcanzado por el poro de fusion
formado durante el transcurso de la conexion entre el medio intra y
extravesicular al mismo tiempo que seguimos el curso temporal de la
liberacién de catecolaminas a su través.

Como hemos visto, un poro de fusién de un granulo cromafin de rata
puede transitoriamente abrirse durante pocos milisegundos y liberar
completamente su contenido en forma de espiga amperomeétrica. En
ocasiones, también detectamos poros que permanecen abiertos durante
varios segundos Y liberan parcial o totalmente su contenido con una cinética
de liberacidon mas lenta. Las caracteristicas propias de ambos transitorios
vienen especialmente definidas por las caracteristicas del poro de fusion que
se forma. A partir de ahora hablaremos de dos tipos de fusiones transitorias,
un tipo de fusién transitoria de corta duracion y liberacién total y rapida y el
segundo tipo, correspondientes a poros pequefios, de larga duracion y de
lenta y escasa liberacion.

3.6.1. Poros de fusion con liberacién total y rapida

En la figura 55 se representa el curso temporal de la conductancia
(Gp) del poro de fusion durante un evento reversible. Junto a este trazo se
representan las variaciones que experimentan el componente imaginario
(Im), el componente real (Re) de la admitancia y la capacidad de la vesicula
(Cv). El trazo inferior es el registro amperométrico que recoge la liberacion
de catecolaminas. El curso temporal de la liberacion es dependiente del
curso temporal de la conductancia del poro. Iniciaimente se forma un poro
con una conductancia que se mantiene en un platé de 400 pS durante 35
ms y durante éste tiempo a través del poro se produce una pequefia fuga del
neurotransmisor en forma de “pie” amperométrico. Después la conductancia
del poro crece y excede 1 nS antes de cerrarse completamente. La breve
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Figura 55. Conductancia del poro (Gp) de fusién y capacidad de la vesicula (Cv) calculadas
de la parte Real (Re) e Imaginaria (Im) de la admitancia, y pie amperométrico seguido por
la sefial amperométrica en forma de espiga durante la expansion de dicho poro. Las lineas
verticales indican la duracién del evento.
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expansion del poro de fusion coincide con la espiga amperométrica. El poro
suele crecer tan rapidamente que la conductancia no se puede determinar
con seguridad, aunque siempre excedi6 los 700 pS, y probablemente crece
hasta un valor mayor. Los niveles de conductancia maxima que pudieron ser
medidos durante los eventos de fusion transitorios son muy variables y no

dependen del tamario del granulo ni de la duracién del transitorio (figura 56).
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Figura 56. Conductancias méaximas medidas en relacién a la duracién de los eventos

transitorios.

Un histograma de frecuencia de la conductancia del poro es mostrado
en la figura 57. Para 20 eventos diferentes en que el pie duré suficiente
tiempo para calcular el poro de fusion, el valor medio de conductancia
medido fué de 400 pS. Este valor es muy similar a la conductancia de poro
estimada para eventos irreversibles obtenidos en granulos de células
cebadas usando la configuracién de célula entera de la técnica de “patch-
clamp” (Alvarez de Toledo y col., 1993) y en granulos cromafines bovinos

usando amperometria en parche (Albillos y col., 1997).
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Figura 57. Distribucion de la conductancia del poro durante el pie en fusiones transitorias.
La curva es el ajuste por una funcién de gauss.

3.6.2. Poros de fusion con liberacion de cinética lenta

Los transientes amperométricos lentos proceden de poros pequerios.
A diferencia de los transitorios con liberacién rapida en forma de espiga
donde la conductancia maxima se alcanza al final, justo antes del cierre del
poro y mientras se produce la espiga, en los transitorios con liberacion lenta
como en el ejemplo de la figura 58, el poro se abre y alcanza al inicio la
conductancia maxima que no supera los 500 pS. Después, la conductancia
progresivamente va disminuyendo, hasta que al cabo de un tiempo
relativamente largo (250 ms) el poro se cierra. La conductancia media fue
de 204 pS + 80 pS (x d.s). La liberacion no es inmediata, sino que se
observa después de un retraso tras la apertura del poro, probablemente
debido a la difusién de las moléculas de catecolaminas hasta el detector. Es
por eso que, la amplitud maxima de amperometria no coincide con la
maxima conductancia de poro. La relacion entre conductancia de poroy

liberacion amperométrica en este evento, considerando los valores de
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Figura 58 . Conductancia del poro de fusién (Gp) y capacidad de la vesicula (Cv) de un
evento transitorio calculadas a partir de los trazos Real (Re) e Imaginario (Im) de la
admitancia, y liberacién amperométrica.
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conductancia donde la cinética de liberacién no esta afectada por el retraso
difusional (cuando conductancia y amperometria estan en su fase
decreciente), es lineal. La regresién lineal tiene una pendiente de 1.8 pA/nS
(figura 59), correspondiente a un flujo de 5,6 millones de moléculas por nS.
Este valor es semejante al flujo de liberacién de serotonina en células
cebadas (Alvarez de Toledo y col., 1993) pero es 10 veces mas lento que el
flujo de catecolaminas en células cromafines bovinas (Albillos y col., 1997)
durante el poro formado durante una fusion irreversible. La carga de integrar
este transiente fué de 180 fC, correspondiente a 0,56 x 10° moléculas 6 0.93
atomoles. El volumen del grano de 3.76 atolitros y la concentracion de 250
mM. En este tipo de eventos la liberacion esta limitada por el tamafio del
poro. Este hecho imposibilita conocer la concentracion real de la vesicula.

Posiblemente sélo se ha producido una liberacién parcial del contenido.
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Figura 59. Relaci6n entre corriente amperométrica y conductancia del poro de fusion durante
el evento transitorio de la figura anterior. La pendiente de la linea de regresion indica el flujo
de moléculas a través del poro formado.

133



Resultados

El histograma de frecuencia de las conductancias de poro (figura 60)
para este tipo de eventos muestra que el valor maximo fué de 129 pS,
indicando que el tamario de poro para estos eventos es bastante inferior al
que se puede alcanzar durante una fusién transitoria de cinética rapida o al
que se forma durante el pie en una fusion irreversible en células cromafines
bovinas (Albillos y col., 1997). Los valores de conductancia maxima no
superan los 500 pS.
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Figura 60. Distribucién de las conductancias de poro durante fusiones reversibles con
liberacién lenta. La curva es el ajuste de una funcién de Gauss.

3.7. Transferencia de membrana durante una fusion transitoria

A veces, observamos que para una fusion transitoria con liberacioén
rapida, el tamafio del salto hacia abajo en la capacidad durante el transitorio
es menor que el salto hacia arriba precedente (figura 61), indicando que hay
un incremento neto en el area de la membrana plasmatica posiblemente
debida a una transferencia de membrana de la membrana de la vesicula a

la membrana plasmatica mientras estan conectadas por el poro de fusién.
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Figura 61. Evento transitorio de capacidad con liberacién en forma de espiga tipica donde
se observa una asimetria en el tamafio de los saltos hacia arriba y hacia abajo de
capacidad. Se ha producido una transferencia de 0.3 fF de membrana desde la vesicula a

la membrana plasmatica.
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Esto contrasta con los resuitados obtenidos en células cebadas
(Monk y col., 1990) donde el movimiento neto de membranas durante el
“flicker” se produce en sentido contrario, desde la membrana plasmatica a
la membrana de la vesicula. Una endocitosis de vesiculas muy pequefias,
estrictamente correlacionada con la exocitosis de un granulo unico podria

ser también una explicacién (Lollike y col., 1998).

3.8. Regulacion de los eventos de fusion exocitético.

La exocitosis que registramos con la técnica de amperometria en
parche en las células cromafines de rata es espontanea. En ocasiones, bien
sea por el estimulo mecanico ejercido con la micropipeta o por propia
actividad intrinseca, la célula comienza a disparar potenciales de accion y
a secretar. Generalmente la célula no se desgranula completamente sino
que lo hace en determinadas zonas o focos, que al microscopio tienen una
curiosa apariencia y a veces semejan a crateres. Con la configuracion 'in
situ' no podemos dializar el citosol e inducir la exocitosis. Sin embargo,
podemos jugar con la composicidn iénica de la solucién de la pipeta. De
hecho, la proporcién de eventos reversibles e irreversibles que obtenemos
de una célula cromafin en un experimento depende de la composicién de la
solucion utilizada. Utilizando 5 mM Ca? o Ba** y 50 mM Na* en la solucién
de la pipeta, la mayoria de los eventos fueron fusiones irrevesibles y
completas, s6lo en un 1% (2 de 178) de los casos se observaron fusiones
reversibles. Sin embargo, utilizando alta concentracién de calcio (90 mM) el
75 % (90 de 120) de los eventos fueron reversibles (figura 62). Probamos
una concentracion intermedia (20 mM Ca?"y 35 mM Na*) en la solucion de
la pipeta y obtuvimos un 80% (8 de 10) de fusiones reversibles. Esto parece
indicar que el calcio controla o regula el tipo de exocitosis. Este control de
la secrecion de neurotransmisor por calcio de dos formas distintas de fusion
de los granulos exocitéticos tiene una relevancia muy importante, como se
discutird mas adelante, en el ciclo de las vesiculas sinapticas.
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Figura 62. Porcentaje de eventos de fusién transitoria frente a eventos irreversibles
dependiente de la composicién de la solucién de la pipeta.

3.9. Endocitosis en células cromafines de rata

Decrementos de la capacidad de la membrana del parche en forma
de escalones (figura 63A) indican captacién de membrana plasmatica. La
figura 63B muestra el histograma de frecuencias de estas endocitosis. El
valor medio es de 0.6 + 0.41 ( £ d.e.) y el rango de tamarios se distribuy6 de
0.1 a 2.3 fF. El tamaiio de éstas vesiculas es ligeramente inferior al tamafio

determinado en vesiculas exocitoticas.
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Figura 63. A) Endocitosis de vesiculas, indicadas por los decrementos escalonados de la
capacidad de la membrana plasmatica, medida con la técnica de amperometria en parche,
en una célula cromafin de rata. B) Distribucién de tamafios en forma de histograma de
frecuencias de los decrementos de capacidad.

138



Discusi6n

DISCUSION

El presente trabajo se ha basado en el estudio de la exocitosis, un
proceso celular basico que tiene lugar en todas las células del organismo y
subyace en la mayoria de las funciones fisiolégicas. Nos hemos centrado en
el estudio de los mecanismos que determinan la fusion y expansion de la
membrana de la vesicula en la membrana plasmatica y la liberacion del

transmisor al medio extracelular.

Hemos desarrollado y puesto a punto la técnica de amperometria en
parche. La aplicacion de ésta técnica en dos tipos celulares: cromafines y
mastocitos de rata ha puesto de manifiesto la utilidad de esta técnica para
estudiar la exocitosis a nivel de granulos secretores Unicos del tamafio de

una vesicula sinaptica.
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A continuacion se discutiran los resultados obtenidos en tres grandes
apartados. Primero, la regulacién de la liberacién del contenido vesicular una
vez que se ha producido la fusién de membranas, contemplando el papel del
poro de fusién y la matriz intravesicular. En segundo lugar, se hablara de la
exocitosis, estudiada por primera vez, en vesiculas cromafines de rata y por

ultimo se discutiran las fusiones reversibles y su relevancia biolégica.

1. REGULACION DE LA LIBERACION TRAS LA FUSION VESICULAR

La secrecion rapida de neurotransmisores de terminales sinapticos
es la tarea mas importante que las neuronas deben realizar. Datos clasicos
de medidas de potenciales postsinapticos indican que la apertura de canales
de Ca® dependientes de voltaje, la entrada de calcio, la activacién de la
magquinaria exocitética y la liberacién y difusién del neurotransmisor a la
membrana postsinaptica ocurre en menos de 200 ps (Almers,1990). Por esta
razén, las neuronas y otras muchas células han desarrollado una forma de
exocitosis fuertemente regulada y el calcio desarrolla un papel crucial en la
regulacion. A continuacién, se especifican las etapas de la exocitosis

regulada por calcio.

En primer lugar, se sabe que el calcio regula el reclutamiento de
nuevos granulos secretores (Neher y Zucker,1993) para la exocitosis. Este
paso implica reorganizacién del citoesqueleto, que capacita a los granulos
a acercarse a la membrana plasmatica (Burgoyne y Morgan,1993), y
ensamblaje de algunos componentes de la maquinaria de fusion en sitios de
liberacién en la membrana. Los requerimientos de Ca** para esta etapa (von
Riden y Neher,1993) son consistentes con una proteina de calcio de alta
afinidad que es activada de forma maxima a 1 uM de Ca* libre. El
reclutamiento de nuevas vesiculas en las sinapsis esta probablemente

controlada por sinapsina y el receptor de calcio seria la calmodulina
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actuando fosforilando las sinapsinas y conduciendo a su disociacion de las
vesiculas sinapticas (Valtorta y col.,1992). En segundo lugar, el calcio
dispara la fusiéon. En las sinapsis, este proceso esta controlado por una
proteina de unién a calcio de baja afinidad (saturacién a > 100 uM de calcio
libre; von Gersdorff y Matthews,1994b), mientras que en células
neuroendocrinas esta regulado por una proteina con una afinidad un orden
de magnitud superior a las neuronas (Heinemann y col.,1994; Neher y
Zucker,1993). En neuronas, la principal candidata es la sinaptotagmina, se
satura a 100 uM de Ca ?* y cada mol de proteina une 4 moles de Ca *. Por
altimo, la captacion de nueva membrana por endocitosis y el reciclaje para

formar nuevas vesiculas también estan activados por calcio.

Combinando de forma simultanea, medidas de capacidad de
membrana para monitorizar la fusién de una vesicula, con la medida de
liberacién de transmisor por amperometria, se observa que existe un retraso
variable entre la fusion vesicular y la liberaciéon del contenido, sugiriendo la
idea de que las vesiculas tienen mecanismos de regulacién que restringen
la liberacion, incluso después de que la fusion de la membrana haya

ocurrido.

1.1. La dilatacién del poro refleja una etapa limitante en la liberacion.

El tamafio de un poro determinara su capacidad para permitir el paso
difusional de los productos secretores hacia el espacio extracelular. De
hecho, en ocasiones es posible observar un pequefio “pie” amperomeétrico
que representa la lenta liberacion a través de un poro que aun no se ha
expandido completamente. A altas concentraciones de Ca 2* intracelular se
observan latencias entre la fusion y la liberacién vesicular mas cortas que
cuando se utilizan concentraciones de calcio inferiores. Fernandez-Chacon

y Alvarez de Toledo en 1995 junto con Hartmann y Lindau demostraron que
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el calcio esta afectando a la cinética del poro de fusiéon. Se puso de
manifiesto una nueva etapa de control por calcio en el ciclo de las vesiculas
secretoras.

Con objeto de conocer cual es el responsable molecular que subyace
al proceso de dilatacion del poro de fusién, estudiamos el efecto de la
concentracion de calcio citosélico sobre el tiempo de latencias entre la fusion
y la liberacion y que nos sirve como medida indirecta del tiempo requerido
para la expansiéon y por tanto para que tenga lugar la liberacion del
transmisor. Hallamos que la regulacion de la expansién del poro tiene una
dependencia sigmoidal de la concentracion de calcio intracelular, indicando
que la proteina de unién de calcio en esta etapa del proceso secretor une
calcio de forma cooperativa. La saturacién media ocurrié a 0.3 mM de Ca .
El conocimiento de la afinidad del receptor de calcio puede ayudar a
determinar que proteina regula la expansion del poro de fusién. En el caso
mas simple, el sitio de accion del calcio que afecta a la evolucion del poro
puede ser el mismo que dispara la fusion y podria implicar la
sinaptotagmina. Sin embargo, hay otras posibilidades. El calcio puede
activar sistemas de segundos mensajeros que pueden conducir a
fosforilacién u otras modificaciones covalentes de proteinas relevantes
produciendo cambios conformacionales. También el calcio podria modificar
o influenciar la composicién lipidica de las membranas de la vesicula y/o
plasmatica, activando fosfolipasas o proteinas de transferencia fosfolipidica.
La composicidn lipidica de la membrana en muchos casos ejerce grandes
cambios en la curvatura de la membrana y por tanto en la dinamica del

proceso de fusiéon (Zimmerberg y col.,1991).

1.2. Etapas en el proceso de expansion del poro de fusién

Durante el “pie” existe una alta correlacion temporal entre las sefiales
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amperométricas y la conductancia del poro de fusién (Alvarez de Toledoy *~
col.,1993), indicando el papel que ejerce el poro, durante las etapas iniciales
de su evolucion, en la liberaciéon. Sin embargo, ain se desconoce de que
manera durante la espiga amperométrica, es decir durante el grueso de la
liberacion, el poro esta limitando con su tamario el paso de transmisor a su
través.

Inicialmente, estudios ultraestructurales mostraron que un pequefio
poro conecta el interior de la vesicula secretora al medio extracelular
(Chandler y Heuser,1980; Knoll y col.,1991; Ornberg y Reese,1981; Schmidt
y col.,1983). Posteriormente vinieron los estudios electrofisiolégicos. Debido
a la limitada resolucion para estimar la conductancia de poros en registros
de célula entera, s6lo se han podido conocer las etapas iniciales de
formacién del poro de fusion (Breckenridge y Almers,1987b; Zimmerberg y
col.,1987). El poro de fusién se forma con una conductancia media de 300
pS (Almers y Tse,1990) aunque conductancias de tan sé6lo 40 pS se han
podido medir en neutréfilos humanos usando la configuracion de registro “in
situ” (Lollike y col.,1995). Estas medidas permitieron conocer que el poro
presenta estados semi-estables de conductancias y se dilata hasta alcanzar
unos pocos nS (Curran y col.,1993; Melykian y col.,1995). Lo que le ocurre
después, no se ha podido determinar a causa de la limitada resolucion de

éstas medidas.

Nosotros utilizando la técnica de amperometria en parche hemos
podido, por su bajo ruido, cuantificar con muy buena resolucion, la
conductancia de poros de fusion, en células cebadas de rata, desde la
formacién del poro (varios pS) hasta etapas Ultimas de la expansion
(centenas de nS). Al mismo tiempo, hemos correlacionado los valores de
poro con la liberacién de los productos secretores.
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Distinguimos tres fases en la formacién y expansién del poro. En la
primera fase, se forma una conexion eléctrica de alrededor de 500 pS y
permanece estable durante un tiempo relativamente largo. Durante esta fase
cabria esperar sefial amperométrica en forma de “pie”. En los ejemplos
mostrados de la figura 37 no se han detectado, posiblemente porque la fibra
de carbono se encontraba demasiado alejada de la superficie celular. Luego,
se produce una expansion abrupta por encima de los 10 nS. Esta fase
coincide con la fase de subida de la espiga amperométrica, sugiriendo que
esta porcién de la espiga puede reflejar el tiempo para que el poro de fusién
se expanda desde sus dimensiones iniciales a una estructura mayor que

permite su maxima liberacién (figura 63).

Los valores de conductancia medidos en estas etapas se
corresponden con aquellos valores medidos con la técnica de “patch-clamp”
en la configuracion de célula entera en células cebadas de ratén “beige”
(Curran y col.,1993). Como la resolucion para medir conductancias de poros
depende del producto de ®.C, estos ratones, que poseen granos
excepcionalmente gigantes fueron hasta ahora los que permitian un
conocimiento mas exacto sobre el poro de fusiéon. Sin embargo la técnica de
amperometria en parche permite ampliar el estudio de los poros a otros
sistemas celulares. Asi, hemos puesto de manifiesto una nueva fase en la
evolucién del poro en ratas silvestres (figura 64), donde el poro se dilata
gradualmente hasta valores que superan los 100 nS de conductancia y que
se corresponde con la fase de caida de la espiga amperomeétrica. La
naturaleza exponencial del flujo decayente durante la porcién final de la
espiga predice una fase limitante de la difusion del transmisor e
independiente del tamario del poro (Schroeder y col.,1996). Sin embargo,
por ahora, han sido vanos los esfuerzos realizados para ajustar por simple
difusion, utilizando simulaciones de Montecarlo, la fase final de la espiga

amperomeétrica.
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Figura 64. A) Evento secretor de una vesicula de una célula cebada. Se representan la
conductancia del poro de fusién y la sefial amperométrica asociada. B) Se proponen varias
etapas para la exocitosis. Una vesicula se funde con la membrana plasmética, resultando
en un poro que conecla el contenido vesicular con el medio externo. El flujo de serotonina
libre durante el estado que denominamos « esta restringido por el tamafio del poro. Luego
el poro se expande rapidamente resultando un flujo desde la vesicula caracterizado por p.
La velocidad de disociacién de serotonina de la matriz proteica retarda la liberacion y esta

reflejada por el parametro .
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Estos descubrimientos pueden arrojar nuevas ideas sobre el
mecanismo de expansion del poro de fusién. El poro de fusion proporciona
una via de entrada de agua dentro de la matriz del granulo secretor que
causa descondensacion del contenido secretor e hinchamiento de la matriz
(Verdugo,1991). La inhibicién del hinchamiento no cambia la expansion del
poro de fusién en células cebadas de ratéon “beige” (Monck y col.,1991), ni
inhibe, como hemos mostrado en el apartado de resultados, la liberacion.
Esto sugiere que la expansiéon del poro de fusién es independiente del
hinchamiento de la matriz. Sin embargo, existe la posibilidad de que el
hinchamiento esté relacionado con la fase tardia de expansion del poro y
conduzca a la incorporaciéon completa de la membrana del granulo a la
membrana plasmatica y a acelerar la velocidad de expulsion del contenido
del granulo secretor, una vez que el poro se ha abierto lo suficiente para

exponer el contenido de la vesicula al medio extracelular.

1.3. La matriz del granulo secretor en la liberacién

La liberacién durante el “pie” amperométrico o eventos de fusion
transitorios es proporcional a la conductancia del poro de fusion (Alvarez de
Toledo y col., 1993) , indicando como ya se ha mencionado que la liberacion
esta limitada por el poro de fusion. Sin embargo, en células cebadas de
ratén “beige”, la cantidad de serotonina que difunde de la vesicula durante
el pie fué sélo una pequeria fraccién de la cantidad total almacenada en la
vesicula (1-2%), y la velocidad de liberacion fue significativamente menor
que la predicha si toda la serotonina estuviese disponible para liberar
(Alvarez de Toledo y col., 1993). Y aunque la liberacién fuera proporcional
a la conductancia del poro para cada granulo, la velocidad fue muy variable
incluso cuando el contenido total fuera similar, indicando que otros eventos
gobiernan la velocidad de liberacién de los productos secretores a través del
poro de fusién. Ademas, si se compara los cursos temporales de liberacion
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de los granulos secretores de células cebadas de ratén “beige” (2 : 4.5 um),
células cebadas de rata (0.7 um) y células cromafines adrenales bovinas
(0,2 um) se observa una clara dependencia del tamafio de la vesicula, y la
anchura media del transiente de liberacion depende 1,5 veces del radio de
la vesicula (Alvarez de Toledo y col, 1993). Ya que un mecanismo
puramente difusional predice una dependencia de tercer orden, la gran
espiga de liberacién que sigue a la expansion del poro de fusion esta
también limitada por un mecanismo no difusional (Alvarez de Toledo y col.,
1993). Una probable explicacion es que la mayoria de la serotonina esta
atrapada dentro de la matriz del granulo secretor y es por tanto
osmoticamente inactiva e incapaz de liberarse a través del poro de fusion
durante la etapa temprana de liberacién. Asi, el mecanismo que determina
como los productos secretores estan atrapados controlara la velocidad de

secrecion.

Cuando el poro de fusién se abre y expone el contenido del granulo
secretor al medio extracelular, el contenido no esta disponible para la
inmediata liberacion difusional. En células cebadas, la histamina y la
serotonina estan atrapadas en un gel de proteoglicano de heparina (Uvnas
y Aborg,1983). El gel de proteoglicano actiia como una “trampa” molecular
para la histamina cuando se condensa durante la formacién del granulo
maduro en condiciones acidicas. La histamina y serotonina son liberadas en
la descondensacion e hinchamiento. La composicién e hinchamiento de
estos geles son dependientes de la composicion iénica del medio que los
bafa. Cationes divalentes y pH acido favorecen la condensacion; iones
monovalentes y pH neutro favorecen el hinchamiento (Curran y
Brodwick,1991; Fernandez y col.,1991). Estas propiedades sugieren que la
matriz sufre una transicién de fase de gel polimérico, similar a la demostrada
para mucinas de granulos secretores de células caliciformes
(Verdugo,1991).
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Nosotros hemos estudiado el efecto de factores que afectan a la
descondensacion de la matriz en células cebadas y por tanto a la liberacion,
midiendo el tiempo de latencias entre la fusién del granulo y la liberacion,
utilizando de forma simultanea la medida de la capacidad de membrana y
la amperometria.

La condensacion de histamina en los granulos de células cebadas
conduce a su propio secuestro dentro de la red de proteoglicano de
heparina. La condensacioén se produce del efecto cooperativo de al menos
4 moléculas de histamina con doble valencia unidos a las cargas negativas
fijas de la matriz a pH 5.5. La matriz del granulo secretor puede
rapidamente descondensarse por soluciones salinas que contienen Na* a
concentraciones iguales o inferiores a las del fluido extracelular y a pH
neutro (Fernandez y col.,1991). La sustitucién de una histamina por un ién
sodio puede ser suficiente para descondensar una unidad polimérica
individual. Asi, parece que bajo exocitosis, la sustitucién de histamina por
sodio extracelular, por un mecanismo de intercambio i6nico (Uvnas vy
Aborg,1983), dispara la descondensacion explosiva de la matriz de heparina,

liberando el contenido secretor de su trampa polimérica.

En primer lugar, nosotros hemos utilizado una solucién a pH acido,
similar al pH observado en el interior vesicular. A este pH la histamina se
almacena de forma divalente y la serotonina en forma monovalente y son
atraidas por las cargas negativas de la matriz vesicular (Johnson vy
col.,1980). En nuestras condiciones experimentales, a pH extracelular 5.5
observamos que la liberacion esta retrasada (= = 169 ms; 8,6 uM de Ca *)
respecto a las condiciones control ( t = 81 ms), ademas la anchura media de
la espiga, un parametro cinético que puede ser indicativo de como la
liberacion se produce, aumenta (151 ms a pH 5.5 frente a 73 ms en
condiciones control), indicando que la liberacién no sélo puede retrasar el
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momento en que se produce sino mientras ésta se esta produciendo. Este
comportamiento probablemente se debe a que la serotonina, sustancia que
estamos detectando por amperometria y posiblemente la histamina, estan
siendo fuertemente atraidas por la matriz y tienden a soltarse mas
lentamente que en las condiciones control.

La posibilidad de que el hinchamiento de la matriz del granulo debido
a la entrada de agua a través del poro de fusién juegue un papel en la
liberacion es bastante convincente. Para probar esta idea nosotros
establecimos condiciones que inhiben el hinchamiento del granulo secretor.
La matriz de proteoglicano contenida en los granulos secretores de las
células cebadas sufren en condiciones normales un incremento de 2 a 3
veces su volumen cuando se exponen a medio extracelular con Na* (Monk
y col., 1991). Ya que la matriz del granulo secretor puede ser recondensada
por histamina acidica (Curran y Brodwick,1985; Villalon y col.,1990),
nosotros usamos un medio de histamina isoténica a pH 5,5 para inhibir el
hinchamiento de la matriz de proteoglicano. La alta concentracién de
histamina a pH acido mimetiza el medio ambiente de granulos secretores
intactos (Alter y Schwartz,1989) e inhibe la velocidad de hinchamiento del
granulo después de la fusién un 95% (Monck y col.,1991), proporcionando
un método simple experimental para perturbar el hinchamiento del grano y
estudiar su efecto sobre la liberacion. Asi, cuando utilizamos soluciones que
enlentecen o inhiben el hinchamiento de la matriz, bien se trate de
soluciones hiperosméticas o con alta histamina, la latencia entre la fusién y
liberacion se hace mayor (t = 240 y © = 292 ms respectivamente). En ningln
caso, parece que la liberacion esté inhibida, indicandonos o bien, que el
hinchamiento de la matriz aunque juega un papel en la liberacién no es el
factor desecadenante de la liberacion o bien el 5% restante que no se inhibe
en condiciones de alta histamina es suficiente para disparar la liberacion. En

cualquier caso, parece evidente que substituciones de soluciones i6nicas
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simples, que afecten la disociacion de la matriz de proteoglicano son
suficientes para controlar la liberacion de transmisor, y por tanto el
mecanismo de regulacion de la liberacién a este nivel no parece depender
de actividad enzimatica o fuente de energia metabdlica.

2. LA RESPUESTA SECRETORA DE VESICULAS AISLADAS EN
CELULAS CROMAFINES DE RATA.

Nuestro estudio se ha centrado en la caracterizacion de la exocitosis
a nivel de vesiculas individuales, utilizando la técnica de amperometria en
parche sin aplicacién de estimulo. Teniendo en cuenta las caracteristicas y
la respuesta secretora que han presentado las células, este estudio se ha
realizado en excelentes condiciones experimentales. Un pequefio porcentaje
(~25%) de las células que sellaron respondieron con al menos un evento de
fusion y liberacién. El nimero medio de eventos de fusién y liberacién de un
granulo por célula fué de 12, aunque un s6lo evento por célula fué el caso
mas frecuente (6 células) seguidas por 2 y 3 eventos (5 células), aunque
también se observé el extremo opuesto de hasta 124 eventos por célula. Se
ha descrito en células cromafines bovinas (Robinson y col.,1995), utilizando
técnicas de imagen de Ca # junto con deteccion electroquimica con fibras
de carbono, que los sitios de entrada de calcio y de liberacion de
catecolaminas estan colocalizados, sugiriendo la idea que la secrecion
ocurre en “zonas activas” . Esto puede proporcionar una hipétesis razonable
que explique porque no todos los parches de membrana aislados tuvieron
éxito en la respuesta secretora, aun con la aplicacién de un estimulo
despolarizante. Ademas, una peculiaridad observada bajo el microscopio
optico que apoya esta idea es la presencia de focos de desgranulacién
distribuidos aleatoriamente por la superficie celular. Asimismo, utilizando
quinacrina, un colorante fluorescente que tifie los compartimentos acidos en

células cebadas, se ha demostrado igualmente que éstas células también
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sufren de forma focalizada exocitosis de vesiculas secretoras (Valero,1998).

La distribucion de tamafios de granulos exocitéticos procede de
medidas morfométricos de micrografias electrénicas. El radio medio de una
vesicula cromafin de rata calculado por estos métodos es de 114,5 nm. Sin
embargo, estas medidas son bastantes indirectas al estar los perfiles de los
granulos analizados en delgadas secciones, que no son ecuatoriales y
requerir asunciones que permiten su conversion a distribucion de tamario de
granulo. La medida de capacidad de membrana puede ser utilizada para
determinar la superficie de granulos individuales independientemente de la
forma que el granulo pueda tener. Los datos presentados en este trabajo
muestran que la capacidad eléctrica y por tanto el area de la superficie de
granulos secretores de células cromafines de rata se distribuye de forma
unimodal. El valor medio de capacidad es de 1.13 fF (radio de la vesicula:
92 nm) similar al valor estimado (1.3 fF) por analisis de ruido en medidas de
capacidad en célula entera (Moser y Neher,1997b) pero mas pequefio que
el calculado en células cromafines bovinas (2.1 fF; Albillos y col., 1997).
Diferencias de tamafio de un mismo tipo celular entre especies se han
observado también en eosinéfilos equinos y humanos (Hartmann vy
col.,1995b). El valor mas pequefio de capacidad correspondié a 0.1 fF que
corresponde a una vesicula de 51 nm de radio, comparable a tamarios de
vesiculas sinapticas y evidenciando por tanto que la técnica de
amperometria en parche puede ser también utilizada para resolver fusiones

de vesiculas sinapticas aisladas.

La amperometria es muy Gtil para cuantificar la cantidad de sustancia
liberada pero si ademas estamos limitando la contaminacién de moléculas
de transmisor liberadas en puntos distantes del detector, acotando un
parche de membrana, podemos obtener una medida muy exacta de la

cantidad de catecolaminas que se esta liberando de una Unica vesicula
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cromafin. La carga media total de los eventos analizados es de 1,51 £ 0,1pC
(media t e.e; n = 265), que corresponde aproximadamente con 4,7 millones
de moléculas. Ya que cada espiga amperométrica se asocia a un incremento
de capacidad, hemos calculado el volumen de cada vesicula y lo hemos
comparado con la carga de la espiga correspondiente, obteniendose una
relacién entre la carga y el volumen vesicular. La relacién entre la carga y el
volumen de los eventos para una misma célula se ajusta a una linea recta
(figura 47), lo que sugiere que la concentracion por vesicula es bastante
homogénea. Se obtiene un valor de concentraciéon medio de 2,5 + 0,15 M
(te.e). Esta concentracion es 5 veces superior a la obtenida en estudios
realizados en grandes poblaciones de células cromafines de rata (Tomlinson
y col.,1987). Este aumento en parte se debe a la diferencia en volumen
calculado por métodos morfométricos y posiblemente a que en los estudios
realizados con grandes poblaciones celulares se infraestime la cantidad se
catecolaminas. Estimaciones previas en células cebadas (Fernandez
Chacén y Alvarez de Toledo,1995) utilizando amperometria (analizando para
una mayor exactitud en la medida sélo aquellos eventos amperométricos
procedentes de vesiculas fundidas cerca del detector) indican que la carga
media por vesicula es de 3,01 pC y la concentracién de 91 mM . En células
cromafines bovinas la concentracidon estimada por la técnica de
amperometria parche (Albillos y col.,1997) es préoxima a 1M. La
concentracion de neurotransmisor en neuronas aun no ha podido ser
estimada por métodos electroquimicos. Sin embargo, es probable que las
vesiculas sinapticas, debido a su pequefio tamario y siguiendo la tendencia
observada presenten una concentraciéon de transmisor superior a la que
nosotros hemos estimado para los granulos cromafines de rata. Estos
valores de concentracién, que son muy altos en comparacion con la
concentracién de solutos en el medio citosélico, son incompatibles con la
estabilidad de la vesicula secretora ya que favoreceria una entrada de agua

hacia el lumen vesicular. La apariencia electro-licida de las vesiculas claras
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sugiere que el contenido se mantiene en solucién. Sin embargo, parece
improbable que los productos secretores esten simplemente en solucion,
generando grandes gradientes osmoéticos y necesitando de un continuo
consumo de energia.

En ocasiones, hemos observado la aparicion de incrementos
discretos en el registro de capacidad que no se asocian con sefial
amperométrica. Estos eventos “en blanco”, no se deben a fusiones de
vesiculas alejadas del detector electroquimico cuya sefial de liberacién no
pueda llegar a detectarse. Esta no puede ser la causa, al limitar, con la
técnica de amperometria en parche, la deteccion de la exocitosis a aquellas
vesiculas que se funden en el parche de membrana aislado, cercanas a la
fibra de carbono. Tampoco se debe a una posible pérdida de sensibilidad del
detector, puesto que durante un mismo registro pueden observarse
alternativamente eventos “en blanco” con otros con liberacién
amperométrica. Mas bien parece tratarse de vesiculas con escaso o nulo
contenido en catecolaminas. El vaciamiento de estas vesiculas puede
haberse producido por fusiones previas de tipo reversible. Otra posibilidad
es que para las condiciones experimentales utilizadas (alta concentracién
de calcio y ninguin sodio en la solucién de la pipeta) en el registro de la figura
52, la descondensacion de la matriz de cromogranina esta inhibida (Curran
y Brodwick, 1991; Fernandez y col., 1991) y esta inhibicién puede estar
impidiendo la liberacién del contenido de catecolaminas atrapado en el
interior de la matriz. Este hecho confirmaria una accién directa de la
descondensacién e hinchamiento de la matriz de granulo secretor en el
proceso de liberacién del transmisor, pero no sobre la formacién ni dilatacion
del poro de fusién. Como se discutira mas adelante, también se observé un
numero significativo de “blancos” durante los eventos de fusion transitorios.
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3. FUSIONES TRANSITORIAS EN CELULAS CROMAFINES DE RATA

Parece un auténtico derroche para la economia celular que durante
la liberacién de hormonas y neurotransmisores de una célula, la membrana
de una vesicula deba incluirse y formar parte de la membrana plasmatica
para ser recaptada sélo segundos o minutos mas tarde. Actualmente, la
fusidn vesicular transitoria y la liberacién parcial estan experimentalmente
bien establecidos (Fernandez y col., 1984; Spruce y col., 1990; Alvarez de
Toledo y col., 1993; Albillos y col., 1997). Sin embargo, uno de los rasgos
mas llamativos de la liberacién durante las inusuales fusiones transitorias
observadas suele ser la lenta (Albillos y col., 1993) y escasa (Alvarez de
Toledo y col., 1993) cantidad liberada de productos de secrecion al medio
externo. Por esta razén, aunque ha habido mucha especulacion, se
considera que este tipo de eventos podria no ser mas que un fallo azaroso
en el proceso normal de fusion de algunas vesiculas y carecerian de un

significado funcional relevante,

Sin embargo, nuestros resultados indican que las fusiones transitorias
pueden ser inducidas en determinadas condiciones y la cantidad de
transmisor liberada durante las mismas es igual de importante que la
liberada durante una fusién irreversible. Ademas, el tamario de la vesicula,
las propiedades del poro de fusion y las caracteristicas cinéticas de la
liberacién son también similares a las que se producen durante las fusiones
irreversibles, indicando que un tipico granulo cromafin de rata puede, segin
qué estimulos, sufrir fusion irreversible con la membrana plasmatica o formar
durante escasos milisegundos, un poro para liberar totalmente su contenido,
manteniendo su integridad sin necesidad de sintetizar nueva vesicula a partir

del aparato de Golgi.
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En células cromafines de rata nosotros observamos los dos tipos de
eventos de fusion transitorio mencionados: fusiones transitorias con escasa
y lenta liberacion y fusiones transitorias con liberacién total y rapida, en
forma de espiga amperométrica tipica.

3.1. Fusiones transitorias con liberaciéon total y rapida.

Hasta ahora, el porcentaje de los eventos de fusién transitoria en
células que tienen vesiculas pequefias no era conocido debido a que la
mayoria de los eventos estaban por debajo de la resolucién de la medidas
de capacidad. Utilizando la metodologia desarrollada en este trabajo hemos
demostrado que las fusiones transitorias es una forma significativa de
exocitosis en células cromafines y posiblemente también lo sea en
neuronas, como parecen sugerir los recientes trabajos basados en técnicas
de imagen utilizando el colorante fluorescente FM1- 43 (Murthy y Stevens,
1998; Miesenbdk y col.,1998).

El mismo grupo de vesiculas que se exocita por fusion irreversible es
capaz de hacerlo por fusién transitoria. Esto es evidente ante la gran
semejanza de las distribuciones del tamario del grano y de carga de las
espigas amperomeétricas, asi como por la similitud del valor medio de

concentracion de trasnmisor.

La anchura media de las espigas amperométricas detectadas
depende de la distancia de difusion (Jankowski y col.,1992; Poyato,1998).
Asi, cuanto mas cerca se encuentra el electrodo de carbono del punto de
liberacién, mas pequefa sera la anchura media de la espiga amperométrica.
Si  normalizamos y superponemos para comparar las espigas
amperomeétricas observadas durante el registro de una célula, observamos

que en general, los perfiles de los transientes se sobreponen perfectamente,
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debido a que la técnica de amperometria en parche establece y mantiene los
mismos parametros espaciales (distancia al detector y angulo de la pipeta)
durante todo el registro. No obstante, como ya se ha mencionado, otros
mecanismos, como las propiedades del poro o la matriz pueden afectar
durante la liberacién, modificando la duracién y cinética de las espigas. Sin
embargo, cuando en un mismo registro, observamos eventos de liberacién
procedentes de fusiones irreversibles y reversibles y los comparamos (Figura
51), observamos que las espigas tienen una cinética idéntica, indicando que
no sélo es que el mismo tipo de vesicula pueda fundirse de forma
irreversible o reversible sino que independientemente de como tenga lugar
la fusién, el proceso de liberacion del transmisor es igual de eficaz para la
célula. Ademas cabria esperar que los mecanismos por los que se produce
la liberacion durante las fusiones reversibles, sean los mismos que durante
las fusiones irreversibles. Este hecho sugiere dos cosas: primero, que a
diferencia de los poros observados durante las fusiones transitorias descritas
en la literatura, donde el poro de fusiéon formado, limitaba por su pequefio
tamario la velocidad de liberacién (Alvarez de Toledo y col., 1993; Albillos y
col., 1997), el poro de fusién formado en este tipo de eventos debe tener
propiedades semejantes al poro de fusién formado durante las tipicas
fusiones irreversibles. Los datos expuestos en el apartado de resultados
sobre el poro de fusién indican que realmente esto ocurre asi. En segundo
lugar, que la disociacién de la matriz intravesicular tampoco afecta a la
cinética de la liberacion y es independiente de si con posterioridad, el poro
vuelve a cerrarse 0 a expandirse definitvamente en la membrana
plasmatica. Posiblemente porque como ya se discutid, la disociacion de la
matriz dependa fundamentalmente de las condiciones idnicas del
experimento. De todas formas, como luego se discutira, precisamente son
las condiciones i6nicas del experimento las que determinan la profusién de

los eventos reversibles.
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En células cromafines, el 20-50 % de los eventos de liberacién son
precedidos por un “pie” frente a < 1% en células cebadas (Spruce y col.,
1990). En nuestros registros, no observamos durante los eventos de fusién
irreversibles, espigas con “pies”, seguramente porque el poro se expande
rapidamente y no limita la liberacion. Sin embargo, es frecuente observar
‘pies” en aquellos eventos transitorios durante las etapas iniciales de

expansion del poro, cuando éste alin es estrecho.

La primera diferencia significativa que llama la atencién en los
eventos reversibles que hemos descrito, es la corta duracion de los
transitorios capacitativos (r = 62,5 ms). Frecuentemente tan rapidos, que
pasan desapercibidos por nuestro sistema de registro que adquiere a una
velocidad de muestreo de 5 y 2,5 ms/pto. En estos casos, es el registro
amperomeétrico el que hace constar que se estan produciendo eventos
exocitoticos, por lo que resulta imprescindible el combinar ambas medidas
para la evaluacion de los resultados. Ademas, observamos que existe una
tendencia a que los granulos mas pequefios unicamente se abran durante
periodos de tiempo muy cortos (figura 54), lo que consiguientemente sugiere
la pregunta de que pueda estar ocurriendo en tipos celulares con granulos
aun de menor tamafio que los cromafines de rata.

Existen ocasiones en que se observan transientes amperométricas
tan rapidos (anchura media menor de 5 ms) y sin correlato visible en el trazo
capacitativo (no mostrado), que es imposible tener plena certeza acerca de
la naturaleza meramente biolégica de la sefial. Sin embargo, cabe destacar
que en células del cuerpo carotideo que liberan dopamina (Urefia y
col.,1994) y en neuronas dopaminérgicas del caracol Planorbis coreus
(Chen y col.,1996), las espigas amperométricas observadas son muy
rapidas (anchura media < 4 ms) y pequefias, semejantes a éstas que
nosotros en ocasiones observamos. Una interpretacion para explicar este
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Figura 65. A) Evento de fusion transitorio con liberacién en forma de espiga en una vesicula
cromafin de rata. Se aprecia el correlato temporal entre la conductancia o tamafio del poro
de fusion y la liberacién. B) A semejanza de los eventos irreversibles, el pie («) se produce
durante la etapa inicial de expansién més lenta del poro. La fase de expansion rapida se
corresponde con la fase ascendente () de la espiga amperométrica. A diferencia de los
evenlos ireversibles, la fase decayente (), coincide con el cierre rapido del poro de fusion,

lo que refleja una etapa de liberacién independiente de éste.
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tipo sefales es que durante la fusion se produce la liberacién de una
cantidad de neurotransmisor menor al contenido total de la vesicula. Un
pequefio poro podria regulando la duracién de una fusion transitoria,

controlar la cantidad de neurotransmisor liberada.

Por otra parte, la técnica de amperometria en parche también ha
podido poner de manifiesto que en ocasiones se producen fusiones
transitorias, observados como “parpadeos” en el trazo de capacidad, sin
respuesta amperométrica alguna. El histograma de duracién de estos
eventos tiene una constante de tiempo similar a la de los transitorios con
liberacion y la distribucién de tamarfios también es similar, lo que sugiere que
son el mismo tipo de vesiculas las responsables de ambos tipos de eventos.
Por otro lado, es frecuente observar que una misma vesicula, de forma
repetida se funde de forma transitoria con la membrana plasmatica, como
demuestra la similitud en los tamafios de los transitorios de capacidad (figura
53). Es posible que una vesicula se funda de forma transitoria con la
membrana plasmatica y libere su contenido, y después esa misma vesicula
vuelva a fundirse nuevamente, aun sin haberse recargado con nuevo
neurotrasmisor. Una hipétesis interesante seria que los eventos transitorios
lentos y con escasa liberacion descritos en la literatura (Alvarez de Toledo
y col., 1993; Albillos y col., 1997) y que nosotros, a veces, también
observamos, no sean mas que producto de vesiculas en un proceso
intermedio de reciclado, en el que ain no han terminado de rellenarse con
nuevo neurotransmisor, después de haberse vaciado en una ronda anterior
de exocitosis por fusion transitoria. Sin embargo, como con posterioridad se
discutira, el tamafo del poro que se forma durante estos eventos es
bastante menor al tamafo medido durante los transitorios rapidos y puede

ser esta la causa que realmente limite el contenido de transmisor liberado.
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En todas las fusiones transitorias con liberacién, enseguida después
de la fase de subida de la espiga se produce el cierre del poro de fusion, lo
que plantea la hipétesis de que la salida de catecolaminas dispara el
proceso de oclusion del poro. Las fuerzas que pueden ser responsables de
este hecho son por ahora desconocidas, pero una posible explicacién es la
tension a la que puede estar sometido la membrana del granulo secretor.
El hinchamiento del granulo secretor debido a la entrada de agua a través
del poro de fusién no puede ser el origen de la tensién de la membrana del
granulo ya que ademas tiende a ejercer fuerzas en el sentido de expansion
de la membrana del granulo. Pero una posibilidad es que la asociacién de
los granulos secretores con componentes del citoesqueleto (Burgoyne y
Cheek,1987; Linstedt y Kelly,1987) incremente la tensién del granulo a un
nivel critico. Posiblemente, una tensién entre membranas debe existir para
explicar la transferencia de membranas, de la membrana del granulo a la
membrana plasmatica, que a veces observamos durante una fusién
transitoria (figura 61).

3.2. Fusiones transitorias con liberacion lenta

En células cromafines de rata se pueden observar fusiones
transitorias semejantes a las descritas en células cebadas (Alvarez de
Toledo y col., 1993) y en cromafines bovinas (Albillos y col., 1997), donde
la cinética de liberacion es lenta. El poro de fusioén es el que limita con su
pequefio tamafo (conductancia media: 129 pS) la liberacion de
catecolaminas. Se ha propuesto que el transmisor liberado se debe al
contenido que se encuentra en disolucion (Alvarez de Toledo y col., 1993).
El poro de fusién no se expande, con lo que el contenido atrapado en la
matriz permanece en el interior de la vesicula sin liberarse. Existe una
relacion lineal entre la conductancia del poro y la liberacién amperométrica

La pendiente de esta regresion lineal (1,8 pA/nS) corresponde a un flujo de
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5,6 millones de moléculas por nS. Este valor es semejante al flujo de
liberacion de serotonina en células cebadas (Alvarez de Toledo y col., 1993),
aunque 10 veces mas lento que el flujo de catecolaminas en células
cromafines bovinas (Albillos y col., 1997) durante el poro formado durante
una fusion irreversible. Aparentemente estos datos parecen revocar la idea
de que la secrecion es tanto mas rapida cuanto mas pequefo es el tamafio
del granulo secretor del tipo celular del que se trate (Neher,1993). El lento
flujo de liberacién de catecolaminas puede deberse a que la cantidad de
transmisor almacenada sea muy pequefia. Son posibles dos propuestas.
Bien, que el contenido disuelto en la vesicula y habilitado para liberarse a
través del poro formado sea muy pequefio. O bien, puede tratarse de
vesiculas que previamente se han fundido y liberado su contenido y ain no

estan completamente recargadas de transmisor.

3.3. Papel del calcio y sodio en los eventos de fusion reversible.

La sensibilidad de los eventos de fusién transitorios a alteraciones en
las condiciones i6nicas en el medio extracelular puede servir para
comprender la naturaleza del proceso que subyace. La observacion de que
altas concentraciones de calcio (90mM) en la solucién de la pipeta
incrementa el numero de fusiones transitorias sugiere que algunas
caracteristicas del proceso de fusion después de la iniciacién de la fusion
son dependientes de calcio. Podria ocurrir que el sitio de calcio que afecta
la evolucién y expansion del poro de fusibn que hemos descrito
anteriormente sea también el responsable del cierre del poro de fusion.
Fluctuaciones amperométricas rapidas debida a fusiones transitorias en
células cromafines (Zhou y col.,1996) mostraron una dependencia de la
concentracién de calcio intracelular en el nimero y frecuencia de éstas
sefiales. Sin embargo, el calcio deberia actuar desde el interior celular y

aunque el alto calcio extracelular puede incrementar la concentraciéon de
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calcio citosolico existen otras posibilidades mas claras. En las condiciones
experimentales empleadas, las fuerzas implicadas en la expansion final de
la matriz intravesicular tienden a ser pequefias. Como anteriormente se ha
citado, una alta concentracion de Ca ?* y nada de Na * en la solucién de Ia
pipeta inhibe el hinchamiento de la matriz del granulo secretor. lones Ca**
son responsables de la condensacion de las matrices en granulos de mucina
y en células cebadas, mientras que la ausencia de iones Na* impide el
mecanismo de intercambio i6nico para el hinchamiento de la matriz (figura
66). A pesar de que el hinchamiento de la matriz esta siendo total o
parcialmente inhibido, la liberacion de catecolaminas se produce. Este
resultado, aunque sorprendente, esta de acuerdo, con nuestros resultados
previos en células cebadas, donde la inhibicién de la matriz por histamina
acidica o soluciones hiperosméticas no refrena la liberacién de serotonina.
Sin embargo, en células cebadas no observamos en estas condiciones
fusiones transitorias con liberacién en forma de espiga. Una explicacion
puede estar en el tamafio del granulo secretor. En vesiculas mas pequeiias,
la relacién superficie/volumen es mayor y la contribucién de la matriz seria
menor. Ademas, conforme la ley de Laplace, la tensién (T) de una esfera de
paredes finas de, diametro d, viene dado por T = Pd/4. Por tanto, la
membrana de una vesicula cromafin de rata desarroliaria una tensiéon 35
veces menor que la membrana de una vesicula cebada, aunque 4 veces
superior a la tensidbn en una vesicula sinaptica, si consideramos los

diametros de éstas vesiculas.

3.4. Implicaciones de las fusiones transitorias en el ciclo vesicular
Una vesicula que se funda transitoriamente, después de cerrarse

podria reusarse y recargarse con catecolaminas a alta concentracién. Sin

embargo, el acopio de nuevo neurotransmisor probablemente sélo sera
factible si las proteinas de la matriz estan presentes. La conductancia de los
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Figura 66. Esquema ilustrativo que muestra el intercambio i6nico entre el medio extracelular

y la mafriz polimérica para las condiciones experimentales inductoras de eventos de fusién
ireversibles (A) y reversibles (B). En ambos casos, el transmisor (NT) es liberado con igual
eficacia, pero mientras, que en presencia de sodio, se produce el hinchamiento de la matriz

por el flujo de agua que acompafia, probablemente, en alfo calcio y ausencia de sodio, la

matriz permanece condensada, deteniendo la expansién final irreversible.
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poros de fusién transitorios tienen un valor medio de 400 pS, aunque pueden
llegar a superar los 700 pS durante el proceso de expansion. A un poro de
fusion de 2 nm de radio le corresponderia una conductancia menor de 1 nS.
Este tamarfio de poro durante tan sélo escasos milisegundos es posible
que limite la permeacién de proteinas de alto peso molecular (77 K) y por
tanto la pérdida de proteinas de la matriz granular.

Existe evidencia de endocitosis asociada a exocitosis en diferentes
tipos celulares. Medidas de capacidad mostraron endocitosis rapida en
neuronas bipolares (von Gersdorff y Matthews,1994a), melanétrofos
(Thomas y col.,1994) y células cromafines (Heinemann y col., 1994). Este
tipo de endocitosis es mas rapida que la endocitosis mediada por clatrina
(Hsu y Jackson,1996; Smith y Neher,1997; Thomas y col.,1994). Se ha
sugerido (Artalejo y col.,1995; Henkel y Almers,1996) que esta forma de
endocitosis es responsable del reciclaje de membranas en células
neuroendocrinas a causa de que es el proceso de endocitosis mas rapido
conocido que ocurre después de la secrecién y probablemente no depende
de vesiculas revestidas. Este tipo de endocitosis es dependiente de calcio
y calmodulina. Una exocitosis seguida por una endocitosis rapida de la
vesicula podria subyacer a los eventos de fusiones transitorias que nosotros
observamos. Asi, la regulacién de la endocitosis por calcio puede contribuir
al reciclado de membrana durante la secrecién en diferentes tipos celulares.

La trascendencia fisiolégica de la liberacion durante una fusién
reversible reside en que evita que la membrana vesicular colapse con la
membrana celular, quedando tras la liberacion de los productos de
secrecion, la vesicula integra en el citosol. La membrana vesicular posee
proteinas especificas encargadas de sensar segundos mensajeros y mediar
la fusién (Jahn y Sidhof,1994; Sidhof y col.,1993), que pasan a la
membrana celular cuando ocurre una fusién completa. El reciclaje selectivo
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de estas proteinas es un mecanismo poco conocido (Kelly y Grote,1993). Si
bien durante las fusiones reversibles (t = 62,5 ms) pueden mezclarse los
lipidos (Monck y col.,1990), las proteinas vesiculares no llegan a difundir a
la membrana plasmatica manteniendo la vesicula, su integridad y su
funcionalidad. Datos recientes (Otto y col.,1997) muestran que en vesiculas
sinapticas aisladas, ademas de la proteina de fusion de la vesicula,
sinaptobrevina, se pueden encontrar también proteinas de membrana
plasmatica, la sintaxina y SNAP-25, ensambladas formando complejo. Esto
podria explicarse por ciclos previos de exo-endocitosis rapida, donde la
vesicula puede sufrir fusion reversible, durante la cual se forma el complejo
proteico de fusion que es atraido a la membrana de la vesicula cuando ésta
se endocita. La relacion sinaptobrevina a sintaxina y SNAP-25 es de
6:1(Walch-Solimena y col.,1995) en vesiculas sinapticas purificadas, lo que
indicaria que las vesiculas pueden disponer de mas oportunidades para
fundirse transitoriamente antes de tener que reciclarse a través de un ciclo

completo, por intermediarios endosomales (Figura 67).

Betz y Bewick (1992) mostraron que el uso de una clase de
colorantes lipofilicos, que incluye el FM1-43, son sondas muy Utiles para el
estudio del trafico vesicular. Cuando estan presente en medio acuoso, estos
colorantes se unen muy favorablemente a la parte extracelular de la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica e incrementa su fluorescencia. Cuando
se produce la exocitosis, mas colorante es absorbido debido a la
membrana vesicular incorporada a la superficie celular. Cuando la
membrana es captada por endocitosis, el colorante es internalizado junto
con la membrana, produciendo un conjunto de vesiculas de endocitosis
tefidas. Cuando subsiguientemente, el colorante es eliminado del medio
extracelular, el colorante atrapado es el mayor contribuyente de la
fluorescencia. Betz y colaboradores siguieron el destino de las vesiculas
endociticas durante ciclos de exocitosis y endocitosis en la union
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Figura 67. Etapas del ciclo vesicular en una célula cromafin de rata. Inicialmente, las
vesiculas se originan del aparato de Golgi (1), son recargadas de catecolaminas (CAT), a
través de transportadores especificos (2). Varias etapas dependientes de calcio (3 y 4)
transloca las vesiculas a la membrana plasmética y provoca la fusién de membranas. La
expansién del poro es también dependiente de caicio (5). Generalmente la endocitosis
mediada por clatrina (7, 8), también dependiente de calcio, es la via “clasica” para el reciclaje
de vesiculas. La fusién reversible (“Kiss and Run”) puede ser una ruta opcional (6) para la
sintesis rapida de nuevas vesiculas.
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neuromuscular y mostraron que las vesiculas estan listas en
aproximadamente 1 minuto para una nueva ronda de exocitosis (Betz y
Bewick,1992; Betz y Bewick,1993). Mas recientemente, el método ha sido
aplicado extensamente para estudiar el trafico vesicular en botones
sinapticos y se ha mejorado al punto de poder resolver eventos endocitoticos
y exocitéticos unicos. Se ha observado endocitosis y exocitosis cuantal
(Murthy y Stevens,1998; Ryan y col.,1997) y la cantidad de colorante tomada
por endocitosis cuantal iguala la cantidad de colorante perdida por evento
de liberacién, indicando que debe existir un estricto acoplamiento de
exocitosis y endocitosis para una gran poblacién de vesiculas. El tiempo
necesario para un ciclo completo (desde que las vesiculas se endocitan
hasta que estan listas para liberar) es de 90s (Ryan y col.,1993). En botones
sinapticos, un conjunto de 5-20 vesiculas pueden ser liberadas mucho mas
rapidamente que la gran mayoria y una vez depletadas estan nuevamente
listas para liberar con una constante de tiempo de 5-12 s (Dobrunz y
Stevens,1997; Stevens y Tsujimoto,1995). Recientemente, apoyando
nuestro trabajo se ha observado que el alto calcio extracelular o la
estaurosporina aumentan la velocidad de endocitosis rapida de vesiculas en

terminales nerviosos de hipocampo (Klingauf y col., 1998).

Todos estos datos apoyan la hipétesis de exocitosis por fusion
transitoria, conocida como “Kiss and Run”, propuesta inicialmente por
Meldolesi y Ceccarelli en 1981 y demostrada por Alvarez de Toledo y
colaboradores afios mas tarde. El uso de la técnica de amperometria en
parche pone en evidencia de forma mas directa que esta forma de
exocitosis, no solamente se produce con gran eficacia sino que puede tener
gran trascendencia en determinados sistemas biolégicos en especificas
condiciones, probablemente cuando la velocidad en la liberacion del

transmisor sea clave para la funcién celular.
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APENDICE 1

CALCULO DE LA IMPEDANCIA DEL CIRCUITO EQUIVALENTE DE UNA
CELULA EN LA CONFIGURACION DE CELULA ENTERA:

En primer lugar, en paralelo Rm y Cm (figura 4), la inversa de la
impedancia de membrana (Z,,, ) es la suma de las inversas de la resistencia
de membrana e impedancia capacitativa (1/ jwC,,):

1 1 .. :
—=—+juC, =G, +joC

donde w = 2 x 11 x f. (f= frecuencia)

Y en serie Rs con el circuito, la impedancia total (Z ;) es la suma de
la impedancia de membrana y la resistencia en serie (R,):

14 Cm  19C, 5
pZy Rt 1 G Oy 1 Gnrie
G,+jwC,6 G, G, +jwc, Z; 1+Gm+j(1)C
G G,
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CONCLUSIONES

1) Se ha utilizado un sistema de medida de la superficie celular mediante la
técnica de “patch-clamp” que permite medir el incremento neto de superficie
que tiene lugar dura‘nte la fusion de un granulo de secrecion. Se ha
empleado también una técnica de detecciéon de los productos liberados
conocida como amperometria. La utilizacion conjunta de ambos métodos se
ha aplicado al estudio de la exocitosis en células cebadas permitiendo la
monitorizaciéon conjunta de dos etapas de un mismo proceso: la fusion y la

liberacién de un granulo secretor.

2) Se ha desarrollado una nueva técnica, la amperometria en parche, que
al combinar la amperometria con la técnica de “patch-clamp”, en la
configuracién de registro “in situ” permite una resolucion mejorada de la
fusion de pequefias vesiculas y de la medida de los poros de fusion

exocitéticos. N
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3) La aplicacion de esta técnica en células cebadas peritoneales permitié
definir tres fases en la formacién y expansion del poro de fusién. En la
primera fase, se forma una conexién de aproximadamente 500 pS, la
segunda fase corresponde con una expansién abrupta por encima de los 10
nS que coincide con la fase de subida de la espiga de liberacién y en la
tercera fase el poro se expande hasta un tamafio mayor que permite su

maxima liberacién.

4) El tiempo de expansién del poro de fusién muestra una dependencia
sigmoidal de la concentracién citosélica de calcio. Una proteina que une
calcio de manera cooperativa, con una saturacion media de 300 nM parece
ser la responsable de la dilatacién del poro de fusién y por tanto de regular

la liberacion.

5) La utilizaciobn de soluciones extracelulares que afectan a la
descondensacién de la matriz intravesicular, como el pH acido, la alta
osmolaridad y la alta concentracion de histamina, retrasa el momento en que
la liberacién se produce, implicando un mecanismo de regulacion a este

nivel.

6) La amperometria en parche ha permitido estudiar la respuesta secretora
de vesiculas aisladas en células cromafines de rata, demostrando que los
granulos cromafines de rata pueden liberar su contenido bien por fusion

reversible o irreversible con la membrana plasmatica.

7) Hemos podido medir el tamario medio de una vesicula cromafin de rata,
y hemos estimado un radio de 92 nm. La concentracién de catecolaminas
por vesicula para una misma célula es bastante homogénea y se calcula en
25+0,15 M.
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8) La liberacién del contenido total de catecolaminas a través de una fusion
reversible resulta en una espiga rapida semejante a la que se produce
durante una fusién irreversible, indicando que no sélo el mismo tipo de
vesicula puede fundirse de manera reversible o irreversible, sino que
independientemente de como tenga lugar la fusién, el proceso de liberacion

del transmisor es igual de eficaz para la célula.

9) En eventos de fusién transitorios, el poro de fusién permanece abierto
durante pocos milisegundos (t = 62.5 ms). Este tiempo es suficiente para

permitir la liberacién total de catecolaminas.

10) El tamaiio del poro en que la espiga amperométrica es detectada en los
eventos de fusion reversible supera los 700 pS y aparentemente no limita la

liberacion.

11) Las fuerzas implicadas en la expansion final del poro de fusién pueden
estar reducidas en 90 Ca®'y 0 Na*y pueden favorecer los eventos de fusion

reversibles.

12) Nuestros resultados muestran que la liberacién del contenido de los
granos secretores puede ser completo durante las fusiones transitorias. Este
mecanismo representa un nuevo proceso celular durante la exocitosis, con

implicaciones directas sobre la liberacion de neurotransmisores.
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