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INTRODUCCION

1. El cuerpo carotideo como quimiorreceptor arterial

El cuerpo carotideo es un pequefio érgano ovoide localizado
bilateralmente en la bifurcacién de la arteria carétida (Fig. 1A) y constituye
el quiomiorreceptor arterial més importante en los mamiferos, siendo su
funcién principal la deteccién de la tensién de oxigeno (pO,) de la sangre.
El cuerpo carotideo esta conectado al centro respiratorio sobre el que actta
para provocar las respuestas ventilatorias adecuadas en diferentes
condiciones fisiolégicas y ambientales. El conocimiento actual acerca de la
estructura y la fisiologfa del cuerpo carotideo se sustenta sobre los trabajos
pioneros de De Castro y Heymans (De Castro, 1926; Heymans y cols., 1930).
De hecho, fue el espafiol Fernando de Castro quien, basdndose en un
minucioso estudio morfolégico, propuso la naturaleza quimiorreceptora
del érgano. Aunque el estimulo principal del cuerpo carotideo es un
descenso en la pO, arterial, éste también responde a otras variables

fisicoquimicas de la sangre tales como la pCO,, el pH, la temperatura, el
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flujo y la presién arteriales o la osmolaridad (Heymans y cols., 1930;
Bernthal y Weeks, 1939; Landgren y Neil, 1951; Hornbein y cols., 1961;
Hornbein y Roos, 1963; Gallego y Belmonte, 1979; para revisiones mas

recientes ver Fidone y Gonzélez, 1986; Fitgerald y Lahiri, 1986).
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Figura 1. A. Localizacién del cuerpo carotideo en la bifurcacién de la arteria
carétida principal. B. Tasa ventilatoria en un perro anestesiado en funcién de la
presién arterial de oxigeno (modificado de Fitzgerald y Lahiri, 1986).

La respuesta hiperventilatoria a la hipoxia sistémica se ilustra en la
figura 1B. La actividad ventilatoria se relaciona con la pO, mediante una
curva hipérbolica tipica que es similar a la que se observa cuando se mide
la frecuencia de impulsos aferentes en el nervio del seno carotideo (ver més
adelante) en funcién de los cambios de pO, (Biscoe y cols., 1970). De hecho,
el reflejo hiperventilatorio a la hipoxemia desaparece o se deprime de forma
muy marcada al seccionar el nervio glosofaringeo (Fitzgerald y Labhiri,
1986).

Debido a la participacién del cuerpo carotideo en el mantenimiento
de las constantes del medio interno, algunos autores han propuesto que
este 6rgano podria estar también implicado en la regulacién de la

glucemia, variable que junto a la pO, es critica para la viabilidad de las



Introduccion

neuronas del sistema nervioso central (SNC). La estimulacién del cuerpo
carotideo parece provocar una hiperglucemia refleja y una mayor retencion
de glucosa en el cerebro (Alvarez-Buylla y de Alvarez-Buylla, 1988;
Alvarez-Buylla y cols., 1997). El mecanismo propuesto para esta accién
hipérglucemiante es la activaciéon de la secrecién de catecolaminas en la
médula adrenal, lo que a su vez aumentaria la glucogenolisis. Dado que los
procesos celulares que podrian estar implicados en la deteccién por el
cuerpo carotideo de los cambios plasmaticos de glucosa se desconocen, su
estudio ha sido uno de los objetivos fundamentales del presente trabajo (ver

“Objetivos”).

2. Morfologia y estructura del cuerpo carotideo

El cuerpo carotideo de rata posee un didmetro medio de unos 0.4 mm
y un peso de menos de 1 mg, aunque, naturalmente, estas caracteristicas
varfan entre las distintas especies. El cuerpo carotideo es el érgano mas
vascularizado del organismo y estd ricamente inervado por fibras
sensoriales aferentes y por fibras del sistema nervioso auténomo. La
inervacién principal es a través del nervio del seno carotideo, rama del
nervio glosofaringeo (IX par craneal), que contiene fibras que proceden
fundamentalmente de neuronas sensoriales primarias localizadas en el
ganglio petroso. Ademdas de la inervacién sensorial, el cuerpo carotideo
recibe inervacion eferente parasimpatica y simpatica, esta tltima a través
de pequefios nervios ganglio-glomerulares procedentes del ganglio cervical
superior que se encuentra muy préximo (Fidone y Gonzélez, 1986).

A comienzos de siglo se empezé a estudiar la estructura interna del
cuerpo carotideo (Gémez, 1908). En estos trabajos se hace ya una distincién
clara, atendiendo a la morfologia, entre células tipo I y células tipo II como
células mayoritarias del 6rgano. El estudio morfolégico detallado llevado a
cabo por De Castro mostré que las células en el cuerpo carotideo se

disponen formando glomérulos (De Castro, 1926). Estos glomérulos
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constan de células esféricas de unas 10 a 12 um de didmetro, ricas en
vesiculas claras y sobre todo en vesiculas de centro denso y didmetro entre
70 y 180 nm (Fig. 2B). Estas células, llamadas células glémicas o tipo I,
tienen el aspecto tipico de células neurosecretoras, y recuerdan en
morfologia, aunque mas pequenas, a las células cromafines de la médula
adrenal. Rodeando a las células glémicas se encuentran otras células
menores y con forma alargada llamadas células sustentaculares o tipo II
(Fig. 2B). Estas tltimas no poseen vesiculas en su interior y recuerdan en
morfologia a las células de la glia del sistema nervioso periférico, de la glia
vascular y de la glia envolvente, Las células tipo I y tipo II del cuerpo
carotideo son de origen ectodérmico, es decir, derivan de la cresta neural. Si
se tifien especificamente las células tipo I presentes en un corte transversal
de la bifurcacién carotidea (Fig. 2A) se observa la localizacién del cuerpo
carotideo y su estructuracién en glomérulos (cada una de las pequefias
manchas oscuras mostradas en el panel A de la figura 2). Un cuerpo
carotideo sano de rata tiene aproximadamente unas 5000 a 8000 células
distribuidas en unos 100 glomérulos, con 20 a 100 células tipo I y la cuarta

parte de células tipo Il en cada uno de ellos (Fidone y Gonzalez, 1986).

Figura 2. A. Fotografia al microscopio Optico de un corte transversal de la
bifurcacién carotidea a la altura del cuerpo carotideo (cc) y tincién especifica de
las células tipo I. B. Esquema de un glomérulo del cuerpo carotideo mostrando la
disposicion de las células tipo I (1), las células tipo II (2), los capilares sanguineos
(3) y los terminales nerviosos (4).
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Ademas de estos dos tipos celulares principales, en el cuerpo
carotideo se encuentran células endoteliales y miocitos vasculares
formando parte de los numerosos capilares sanguineos. Por tltimo, existe
también cierto nimero, aunque pequeiio, de neuronas simpadticas y
parasimpaticas cuyos somas se disponen interglomerularmente y cuyos
axones suelen estar inervando a capilares y arteriolas (Fidone y Gonzélez,
1986). Por lo tanto el glomérulo tipico del cuerpo carotideo, que constituye
la unidad funcional del érgano, estd formado por células tipo I, células tipo

II, capilares intraglomerulares y terminales de las aferencias nerviosas (Fig.
2B).

3. Las células tipo I como sensores de oxigeno

El estudio de la fisiologia celular del cuerpo carotideo y de la
naturaleza quimiorreceptora de las células tipo I ha experimentado un
desarrollo especial en la tltima década debido a la aplicacién de técnicas
electrofisiolégicas, como el patch-clamp, y microfluorimétricas al estudio del
organo. La hipdtesis mas aceptada actualmente es que la sinapsis glémico-
neural funciona como un receptor sensorial secundario, en el que un
elemento sensor de las variables bioldgicas (la célula glémica) se antepone
al elemento aferente del sistema nervioso (el terminal nervioso). La
hipétesis se basa en una serie de evidencias experimentales que se resumen
a continuacion.

Un hallazgo que fue clave para comprender los mecanismos de la
quimiotransduccién fue el observar que las células tipo I del cuerpo
carotideo de conejo son excitables, es decir, tienen conductancias voltaje-
dependientes en sus membranas y, por lo tanto, son capaces de generar
potenciales de accién (Fig. 3A; Duchen y cols., 1988; Lépez-Barneo y cols.,
1988). Ademds, de entre los canales i6nicos dependientes de voltaje, se
descubrié un canal de potasio modulado por cambios en la tensiéon de

oxigeno (Lépez-Barneo y cols., 1988; Delpiano y Hescheler, 1989; Peers,
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1990; Stea y Nurse, 1991). El descenso en la pO, de la solucién externa que
bafia a las células glémicas genera una disminucién de la probabilidad de
apertura del canal sensible a O, estudiado tanto en corrientes
macroscépicas como en corrientes unitarias (Fig. 3B; Ganfornina y Lépez-
Barneo, 1992). Esta inhibicién de la corriente de potasio tiene un efecto
rapido en la frecuencia de potenciales de accién, produciendo un aumento
en la pendiente del potencial marcapasos y por tanto un acortamiento del
intervalo entre potenciales de accién (Fig. 3C; Lépez-Lopez y cols., 1989;
Montoro y cols., 1996). En el animal completo, el descenso en la pO,
produce en el nervio del seno carotideo un aumento similar en la frecuencia
de potenciales de accién que viajan hacia el sistema nervioso central

(Biscoe y cols., 1970; Pepper y cols., 1995).
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Figura 3. A. Monitorizacién del potencial de membrana de una célula glémica de
conejo mediante la técnica de patch-clamp en su configuracién whole-cell. Flecha:
cambio desde el modo fijacién de voltaje al modo fijacién de corriente (modificado
de Urefia y cols., 1989). B. Registros de canal tinico en un parche escindido de una
célula glémica de conejo, en condiciones normdxica (pO,=160 mmHg) e hipéxica
(pO,~20 mmHg), y probabilidad de apertura resultante en ambas condiciones
(modificado de Ganfornina y Lépez-Barneo, 1992). C. Monitorizacién de la pO, y
registro simultdneo de corrientes de accién en una célula tipo I de conejo
utilizando la técnica de patch-clamp en su configuracién cell-attached (modificado de
Montoro y cols., 1996).
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Figura 4. A. Monitorizacién simultdnea de la pO,, el nivel de calcio intracelular
mediante técnicas fluorimétricas con fura-2, y la secrecién de vesiculas de
catecolaminas mediante técnicas amperométricas (modificado de Montoro y cols.,
1996). B. Monitorizacion del nivel de calcio intracelular mediante el uso de fura-2,
en respuesta a pulsos de hipoxia (H) en presencia o no de 0.2 mM cadmio, un
potente inhibidor de los canales de calcio dependientes de voltaje (modificado de
Urefia y cols., 1994). C. Relacién entre la concentracién de calcio intracelular
medida con técnicas fluorimétricas y la pO,, en una célula glémica de conejo
(modificado de Montoro y cols., 1996).

El acoplamiento funcional entre la célula glémica y el terminal
nervioso es un proceso dependiente de calcio. El aumento en la frecuencia
de potenciales de accién en la célula glémica induce una elevacién de la
concentracién citoplasmética de calcio (Fig. 4A). Los iones calcio actdan
como detonantes del proceso de exocitosis, dando lugar a la liberacién de
neurotransmisores al espacio sindptico (Fig. 4A; Buckler y Vaughan-Jones,
1994; Urenia y cols., 1994; Carpenter y cols., 2000). Los transmisores més
abundantes liberados por las células glémicas son dopamina, ATP y
acetilcolina. Mientras que la dopamina posiblemente produce un efecto
autocrino y paracrino, regulando los canales de Ca* y la secrecién cuando

las células estan activas (Zapata, 1975; Docherty y McQueen, 1978; Benot y
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Lopez-Barneo, 1990; Bairam y cols., 2000), recientemente se ha demostrado
que el ATP, y en menor importancia, la acetilcolina, son los transmisores
que activan las fibras nerviosas aferentes que transmiten la informacién
quimiosensorial al sistema nervioso central (Zhang y cols., 2000).

Como se ilustra en la figura 4B, el calcio necesario para activar la
exocitosis entra en la célula desde el exterior a través de canales de calcio
voltaje-dependientes. El incremento de calcio inducido por la hipoxia no
ocurre al bloquear los canales de calcio con cadmio. En la figura 4C se
muestra la relacién entre la concentracién citoplasmaética de calcio y la pO,
en la solucién externa. Esta relacion hiperbdlica es muy similar a la que
describe el reflejo hiperventilatorio a la hipoxemia en el animal anestesiado
(ver Fig. 1B), lo que indica claramente el papel fundamental de las células
glémicas como elementos sensores de oxigeno en el cuerpo carotideo. La
dependencia de calcio extracelular de la respuesta secretora de las células
glémicas a la hipoxia muestra de forma inequivoca la importancia de los
fenémenos eléctricos de la membrana en el proceso quimiotransductor.

Celula

Capilar giémica
sanguineo

hacia el S.N.C.

Figura 5. Esquema ilustrativo del mecanismo de quimiotransduccién en un
glomérulo del cuerpo carotideo. Para explicacién ver texto.

El mecanismo celular de quimiotransduccién, basado en los
hallazgos resumidos en parrafos anteriores y aceptado por la mayoria de

los autores se presenta de forma esquematica en la figura 5. La deteccién de
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la pO, por la célula glémica se lleva a cabo por la inhibicién de canales de
K* de la membrana, lo que determina que la célula si estd silente se
despolarice y si estd electricamente activa incremente la frecuencia de
disparo de potenciales de accién (fase 1 en la figura 5). La despolarizacién
de la membrana induce la apertura de canales de calcio voltaje-
dependientes y en consecuencia se produce la entrada de calcio desde el
medio extracelular (fase 2). Este hecho incrementra la concentracién
citosolica de calcio, lo que induce la secrecién de vesiculas con
neurotransmisores al espacio sinaptico (fase 3) y la activacién de las fibras
nerviosas aferentes que transmiten la informaciéon al SNC codificada en
frecuencia de potenciales de accién (fase 4; para revisiones sobre la
fisiologia celular del cuerpo carotideo ver Biscoe y Duchen, 1990; Lépez-
Barneo y cols., 1993; Gonzélez y cols., 1994; Peers y Buckler, 1995).

El modelo de quimiotransduccién anteriormente expuesto vy
mayoritariamente estudiado en el conejo se ha corroborado en otras
especies también muy utilizadas como el gato o la rata. Algunas de estas
especies presentan pequefias variaciones electrofisiolégicas del modelo,
como por ejemplo el tipo de canal implicado en la despolarizacién por
hipoxia. En las células tipo I de rata es un canal de potasio voltaje- y calcio-
dependiente de gran conductancia (maxi K¢,) que se inhibe reversiblemente
por la hipoxia (Peers, 1990). Otra diferencia importante es que las células
tipo I del cuerpo carotideo de rata no parecen tener actividad espontanea en
forma de potenciales de accién (Stea y Nurse, 1991; Peers y Buckler, 1995).
La expresién de canales de sodio dependientes de voltaje en estas células es
minima, tan solo un 10% de ellas poseen corrientes de entrada
considerables (Lopez-Lépez y cols., 1997). Esta cicunstancia llevé a
algunos autores a cuestionar la participacién del canal de potasio
dependiente de voltaje en el inicio de la despolarizacién en células
electricamente silentes (Buckler, 1997). En este tiltimo trabajo se muestra la

ausencia de despolarizacién en células glémicas dispersas tras la
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aplicacién de bloqueantes de canales de potasio voltaje-dependientes como
el tetraetilamonio (TEA) o la caribdotoxina (CTX). Ademéas se describe un
canal de potasio tipo leak sensible al oxigeno, insensible a los bloqueantes y
abierto en reposo (Buckler, 1997). Se propone por ultimo la inhibicién por
hipoxia de este canal como paso obligatorio en las células tipo I de rata en
el proceso de quimiotransduccién.

Una controversia mas general en cuanto a la participacion de los
fenémenos eléctricos de la membrana en la quimiotransduccién ha surgido
de autores que utilizan como modelo de estudio preparaciones de cuerpo
carotideo completo. Se ha descrito que en estas preparaciones la perfusion
del cuerpo carotideo con solucién externa que contiene bloqueantes de
canales de potasio voltaje-dependientes no origina un aumento en la
frecuencia de descarga del nervio del seno carotideo como hace la hipoxia
(Doyle y Donnelly, 1994; Donnelly, 1995; Osanai y cols., 1997; Lahiri y cols.,
1998).

De las discrepancias en la literatura con nuestro modelo general de
quimiotransduccién surgio la necesidad de comprobar la validez de dicho
modelo en una preparacién de células glémicas que, manteniendo la
integridad histolégica, permitiese la accesibilidad inmediata a las células
de ligandos y bloqueantes y evitase el dafio general producido por la
dispersién enzimaética del tejido. Como se indica mds adelante, dentro de
los objetivos iniciales de nuestro proyecto estuvo el poner a punto dicha
preparacion y el comparar la respuesta secretora de las células glémicas a
la hipoxia con la producida por los bloqueantes de canales de potasio

sensibles al oxigeno.

4. Naturaleza del sensor de oxigeno
Desde que se describi6 el primer canal de potasio sensible a oxigeno
en el cuerpo carotideo de conejo (Lépez-Barneo y cols., 1988) se han

descrito otros canales iénicos (no sélo de potasio sino también de sodio y

10
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calcio) cuya actividad se regula por los cambios de la pO, (para una
revision ver Lopez-Barneo, 1996; Lépez-Barneo y cols., 1998). En células
neurosecretoras con actividad quimiorreceptora, como las de los cuerpos
neuroepiteliales del pulmén, las cromafines de la médula adrenal o las
clonales PC12, que responden de forma aguda a la hipoxia se han
identificado canales de potasio que, como los del cuerpo carotideo, se
inhiben por la disminucién de la pO, (Youngson y cols., 1993; Zhu y cols.,
1996; Thompson y cols.,, 1997). También existen canales de potasio
inhibidos por la disminuicién de la pO, en las células musculares lisas de
las ramas finas de la arteria pulmonar, donde participan en la respuesta
vasoconstrictora a la hipoxia (Post y cols., 1992; Yuan y cols., 1993).
Aunque la sensibilidad de los canales iénicos a la hipoxia parece ser
un fenémeno mds general de lo que se crey6 inicialmente (ver Lépez-
Barneo, 1994), los mecanismos moleculares subyacentes se desconocen. Es
muy probable que existan moléculas sensoras capaces de combinarse
reversiblemente con el O, y como consecuencia de su unién o no al O,
actien directa o indirectamente sobre canales iénicos especificos. En el
esquema de la figura 6 se muestran dos de las hipétesis mds aceptadas
acerca del mecanismo de acoplamiento entre el canal i6nico y la molécula
sensora de oxigeno. En el panel A se indica la posibilidad de que el sensor
de O, forme parte de la estructura supramolecular oligomérica del canal,
uniéndose no a la subunidad principal formadora del poro, sino a una
subunidad asociada (como por ejemplo la subunidad B de los canales de
potasio). El sensor en su conformacién “desoxi” modificaria
alostéricamente la estructura de los canales inhibiendo su probabilidad de
apertura. Aunque en varias preparaciones se ha descrito que la regulacién
de los canales de potasio por O, se mantiene en parches de membrana
escindidos (Ganfornina y Lépez-Barneo, 1991; Jiang y Haddad, 1994) no se
puede afirmar con certeza que esta hipétesis sea correcta ya que se sabe que

los parches escindidos arrastran consigo componentes citoplasmaticos, e
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incluso orgénulos completos, unidos a la cara interna de la membrana

(Rustenbeck y cols., 1999), y en éstos podria encontrarse el sensor.

normoxia hipoxia

sensor asociado
¢subunidad del canal?
/

canal

sensor independiente

™ mediador

Figura 6. Esquema ilustrativo de dos hipétesis acerca de la naturaleza del sensor
de oxigeno.

La otra hipétesis planteada en la figura (panel B) propone que el
sensor de O, sea una molécula independiente de los canales, que mediante
la produccién de intermediarios regule el funcionamiento de éstos. El
sensor podria estar asociado a la membrana (como se indica en la figura) o
encontrarse en el citosol o inlcuso en algtin orgénulo cercano a los canales
iénicos. Se ha sugerido que una NADPH-oxidasa, capaz de producir
radical superéxido en proporcién con la tensién de O, podria actuar como
elemento sensor en algunas células quimiorreceptoras (Acker y cols., 1989).
En los cuerpos neuroepiteliales pulmonares este mecanismo parece ser
posible, ya que los ratones con knock-out de algiin componente de la
NADPH-oxidasa muestran alteraciones en la regulacién de la corriente de

potasio por hipoxia (Wang y cols., 1996; O’Kelly y cols., 2000). Sin embargo,
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es poco probable que éste sea un mecanismo general ya que en los mismos
ratones con knock-out de la NADPH-oxidasa las respuestas a la hipoxia de
otros tejidos (como el arbol arterial pulmonar e incluso el cuerpo carotideo)
se mantienen intactas (Archer y cols., 1999). La idea mds generalizada es
que no existe un tnico sensor de O, sino diferentes mecanismos de
deteccién de los cambios de pO, que pueden actuar en paralelo en
diferentes células y tejidos (ver Bunn y Poyton, 1996; Lépez-Barneo y cols.,
1998).

Dentro del campo de la fisiologia del cuerpo carotideo se propuso
hace afios que la mitocondria (y especificamente la citocromo c oxidasa de
la cadena de transporte de electrones) podria ser el elemento sensor de O,
(Mills y Jobsis, 1972; Biscoe y Duchen, 1989). Las observaciones
experimentales que mds favorecian este idea derivaban de estudios con
microelectrodos sugiriendo que las células glémicas eran no excitables y
del efecto estimulador sobre la actividad quimiosensorial de sustancias,
como el cianuro (CN), que inhiben el transporte de electrones (ver Fidone y
Gonzalez, 1986; Biscoe y Duchen, 1990). Segtn la hipétesis mitocondrial o
metabdlica la falta de oxigeno o la aplicacién de CN (estimulos que se han
considerado equivalentes y que se denominan respectivamente hipoxia
hipéxica e hipoxia histotdxica) inhibiria a la oxidasa, lo que darfa lugar,
entre otras alteraciones, a interrupcién de la produccién de ATP y al
colapso del potencial de membrana mitocondrial. Todos estos efectos
tendrian como resultado una liberacién de iones calcio desde el interior
mitocondrial hacia el citoplasma, activdndose el proceso de secrecién de
vesiculas con neurotransmisor. El descubrimiento de la excitabilidad de las
células glémicas y de los canales regulados por el O,, y la demostracién de
la procedencia extracelular del calcio necesario para la respuesta secretora
a la hipoxia (ver Figs. 3-5) son netamente opuestos a la hipétesis
mitocondrial. Adema4s, se sabe que el cuerpo carotideo responde a niveles

de pO, que no afectan al funcionamiento de la cadena de transporte de
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electrones. Sin embargo, y dado que la naturaleza del elemento sensor de
oxigeno permanece oscura, es posible que alguna proteina mitocondrial
actie como sensor de la hipoxia o que especies reactivas de oxigeno,
producidas de forma dependiente de la pO, en varios sitios de la
mitocondria, acttien como intermediarios que regulen el estado redox de los
canales i6nicos (Archer y cols., 1993; Lépez-Barneo, 1996; Chandel y cols.,
1997; Wang y cols., 1997). En estas circunstancias, la regulacién de la
actividad eléctrica y secretora celular por la hipoxia dependeria de algunos
aspectos del funcionamiento mitocondrial aunque éstos no implicasen
necesariamente alteracién de la sintesis de ATP. Dadas estas premisas, uno
de los objetivos de nuestro trabajo ha sido el estudiar el papel de
bloqueantes mitocondriales que actian selectivamente a diferentes niveles
de la cadena de transporte electrénico sobre el proceso quimiotransductor
en células glémicas en rodajas. Nuestro interés fundamental ha sido el
estudiar las relaciones que existen entre hipoxia e inhibicién metabdlica y
analizar si la disminucién de la pO, y la intoxicacién mitocondrial son

estimulos equivalentes.
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OBJETIVOS

Los objetivos generales del presente trabajo fueron los siguientes:

1. Puesta a punto de la preparacién de rodajas finas de cuerpo
carotideo. Nos parececié importante el desarrollo de esta nueva técnica
porque, al igual que ocurre con las rodajas finas de tejido cerebral, esta
preparacién permitiria el estudio de la actividad secretora y de las
caracteristicas electrofisioldgicas en células individuales identificadas en
las rodajas bajo control visual. Por otra parte, la preparacién evitaria el
trauma que supone para las células el tratamiento enzimdtico y la

dispersién mecénica.

2. Caracterizacién electrofisiolégica general de las células glémicas
en las rodajas y comparacién de sus propiedades (tipos de corrientes,
actividad secretora, sensibilidad a hipoxia, etc) con las descritas en células

dispersas enziméaticamente.
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3. Estudio del efecto de bloqueantes de canales de potasio sobre la
actividad secretora de las células glémicas en las rodajas. Con este andlisis
se pretendié demostrar si, como predice el modelo de la membrana descrito
en “Introduccién”, la inhibicién de la actividad de los canales de potasio
voltaje-dependientes participa de forma determinante en el mecanismo de

quimiotransduccién de la hipoxia en el cuerpo carotideo de rata.

4. Andlisis sistematico del efecto del bloqueo mitocondrial a
diferentes niveles sobre la actividad secretora de células glémicas intactas y
relaciones entre la sensibilidad a la hipoxia y la intoxicacién mitocondrial.
Se pretendi6 explorar si algtin componente de la cadena de transporte de
electrones podria actuar como sensor de O, y si la hipoxia debida a la
disminucién de la pO, es equivalente a la estimulacién celular resultante

de la intoxicacion metabdlica.

5. Estudio del posible papel glucosensor del cuerpo carotideo,
analizando la sensibilidad de las células glémicas a la hipoglucemia y el
posible mecanismo de la deteccién de glucosa. Nos planteamos este
objetivo dado el importante papel como quimiorreceptor arterial del cuerpo
carotideo y la extremada sensibilidad de las neuronas centrales a la
isquemia (hipoxia mas hipoglucemia). Se postuld, por tanto, que el cuerpo

carotideo podria participar en la regulacién de la glucemia.
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MATERIALES Y METODOS

1. Preparaciones celulares

1. 1. Cultivo de rodajas finas de cuerpo carotideo

Para la realizacién de los experimentos se utilizaron ratas de 5
a 20 dias de vida y de ambos sexos. En animales de esta edad es més
sencilla la disecciéon del cuerpo carotideo debido a que poseen menor
cantidad de tejido conjuntivo y grasa. Sin embargo es edad suficiente para
que haya concluido la maduracién postnatal de las respuestas a hipoxia
del cuerpo carotideo. Varios autores han descrito que la capacidad
quimiotransductora del cuerpo carotideo estd muy atenuada en los
primeros dias de vida, y que su sensibilidad a hipoxia no es atn la
méaxima. A partir de los dias postnatales 8 a 10 los mecanismos de
quimiorrecepcion estdn completamente maduros, y por lo tanto el cuerpo

carotideo es capaz de procesar con eficacia las variaciones en la pO,
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sanguinea (Eden y Hanson, 1987; Kholwadwala y Donnelly, 1992; Hatton y
cols., 1997; Wasicko y cols., 1999).

Los animales se anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal de
pentobarbital sédico (Euta-Lender, Esparia), a una dosis aproximada de 0.2
mg/kg. Una vez fijada la rata en dectibito supino se limpié y desinfecté la
zona del cuello. Se practicé una incisién longitudinal y se desgarré la
musculatura junto a la trdquea. Posteriormente se procedié a retirar
completa la bifurcacion de la arteria carétida, la cual se introdujo
rédpidamente en solucién 0 Ca®* fria y saturada con 100% O,. Esta solucién,
utilizada en toda la diseccion y corte de los cuerpos carotideos, es una
modificacién de la solucién Tyrode con la siguiente composicion en mM:
148 NaCl, 2 KCl, 3 MgCl,, 10 Hepes y 10 glucosa. El pH se ajust6 a 7.4 con
NaOH, y previamente a su uso y durante la diseccién la solucion se saturd
mediante burbujeo con 100% O,.

Para la diseccién del cuerpo carotideo la bifurcacién se fijé al fondo
de una placa de Petri con Sylgard (Dow Corning Corporation, EE. UU.) y se
mantuvo siempre cubierta por solucién 0 Ca® fria. Se retir6 el ganglio
simpatico situado en la parte superior de la bifurcacién y posteriormente el
cuerpo carotideo, que se separé del resto de tejido para limpiarlo de grasa y
tejido conjuntivo. Una vez limpio se introdujo en otro recipiente con
solucién 0 Ca* fria y saturada de O,.

Una vez obtenidos todos los cuerpos carotideos (generalmente de 4 a
6) se incluyeron en agarosa de bajo punto de fusién (FMC Bioproducts,
EE.UU.) al 3% (peso/volumen) en agua. La agarosa, contenida en pequefios
recipientes hechos con fragmentos de una jeringa de insulina, no superaba
los 45°C al ser incluidos los cuerpos carotideos. De esta forma evitamos el
posible dafio que la alta temperatura podria ocasionar en el tejido glémico.
Los recipientes se colocaron rapidamente en hielo para que la agarosa se

enfriase lo antes posible.
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Para proceder al corte de los cuerpos carotideos se sacaron los
bloques solidificados de agarosa de sus recipientes y se pegaron con
cianoacrilato al fondo de la cdmara de un vibratomo. La preparacién se
cubrié rapidamente con solucién 0 Ca* fria y se colocé hielo alrededor de
la cdmara para mantener la baja temperatura. Las rodajas se cortaron de un
espesor de 150 pm, obteniéndose unas 3 6 4 por cada cuerpo carotideo. Tras
el corte éstas se colocaron en un recipente enfriado con hielo.

Una vez obtenidas todas las rodajas (generalmente de 10 a 25) se
pasaron a una placa de Petri de 35 mm donde se lavaron hasta 3 veces con
PBS estéril y frio. Posteriormente se les afiadié medio de cultivo DMEM
(Gibco BRL, EE.UU.) suplementado con 1% (vol./vol.) de Penicilina-
Estreptomicina (Gibco BRL) y 10% (vol./vol.) de suero bovino fetal (Bio-
Whittaker, Bélgica). La placa se introdujo en un incubador a 37°C, con 5%
de CO, y saturacién de humedad durante 48 a 72 horas previamente al uso
de las rodajas para el registro electrofisiol6gico. Este tiempo de incubacién
es el que se observé necesario para que el tejido glémico se recuperase del
trauma producido por la diseccién y el corte. En la figura 7 se muestran
fotografias de dos rodajas distintas, una recien cortada (panel A), y otra
depués de 48 horas en cultivo (panel B). Se observa el aspecto recuperado
del tejido en la rodaja cultivada, con la aparicién de acimulos de células
glémicas que sobresalen del resto. Estos agregados celulares se asemejan
mucho a los glomérulos de células tipo I del cuerpo carotideo descritos en
los trabajos histoldgicos cldsicos (Gémez, 1908; De Castro, 1926). Uno de
estos acimulos se muestra a mayor aumento en la figura 8. La flecha
indica una célula algo mds aislada que serfa apropiada para los
experimentos electrofisiol6gicos.

En general las rodajas se mantuvieron en cultivo entre dos y cuatro
dias tras su obtencién. Aunque dentro del presente trabajo no se consideré
la realizacién de cultivos organotipicos de larga duracién, de ser necesario

no parece que esta preparacion presente problemas insalvables.
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Figura 7. Fotografias en campo claro de dos rodajas de cuerpo carotideo fijadas
durante 12 horas en paraformaldehido (PFD) al 4% (vol./vol.) en PBS y montadas
en portas con cubres. A. Rodaja fijada tras el corte. B. Rodaja fijada tras 48 horas
en el incubador.
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Figura 8. Fotografia en campo claro y a mayor aumento de uno de los
glomérulos que se observan en la rodaja cultivada de la figura 7. La flecha indica
una célula aislada y facilmente identificable, apropiada para los experimentos
electrofisiolégicos.

1. 2. Técnicas histoldgicas
Para identificar la presencia de células glémicas en las rodajas

se utiliz6 un protocolo de inmunohistoquimica con anticuerpos frente a
Tirosina Hidroxilasa (TH). Esta enzima cataliza el paso limitante en la ruta
de sintesis de la dopamina. La TH constituye por tanto un buen marcador
para la deteccién de células dopaminérgicas como las células tipo I del
cuerpo carotideo. El protocolo de inmunohistoquimica utilizado se detalla
a continuacion:

- Fijacién de las rodajas de cuerpo carotideo, una vez cultivadas,
durante toda la noche a 4°C en PBS + paraformaldehido al 4% (peso/vol.).

- Lavado doble con PBS + 0.1% (vol./vol.) Triton X-100 (PBTx 0.1%).
Los lavados fueron siempre de cinco minutos en el agitador orbital.

- Deshidratacién con cantidades crecientes de metanol en PBTx 0.1%,

es decir, cinco minutos en 25, 50, 75 y 100% metanol.
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- Rehidrataciéon con cinco minutos en cada una de las mismas
soluciones pero en el orden inverso, es decir, 100, 75, 50 y 25% metanol en
PBTx 0.1%.

- Doble lavado con PBTx 0.1% y permeabilizacion durante 15
minutos con PBTx 0.3% en el agitador orbital.

- De nuevo lavado doble de 5 minutos cada uno con PBS, y
tratamiento con agua oxigenada 0.3% en PBS durante 2 horas y a 4°C en el
agitador orbital.

- Lavado con PBTx 0.1% y bloqueo de sitios inespecificos con PBTx
0.1% + 10% FCS (suero fetal de ternera) + 1 mg/ml de BSA (albiimina
bovina). Se mantuvieron en esta solucién bloqueante de 2 a 6 horas a 4°C en
el agitador orbital.

- Incubacién con el anticuerpo primario anti-TH policlonal (1:1000,
Chemicon, EEUU) en solucién bloqueante, de 12 a 16 horas a 4°C y en el
agitador orbital.

- Lavados durante 8 horas, cada hora, en PBTx 0.1% en el agitador
orbital, y posteriormente incubacién con el anticuerpo secundario anti-
conejo biotinilado (1:200, Pierce, EEUU). Esta incubacién se hace también
en solucién bloqueante, de 12 a 16 horas agitandose a 4°C.

- Lavados de nuevo durante 8 horas, cada hora, en PBTx 0.1%, y
posterior tratamiento durante 1 hora en PBS + 2 mg/ml de BSA a 4°C.

- Preparacién en oscuridad del kit ABC (Pierce) para el revelado, de
30 a 45 minutos antes de su utilizacién.

- Incubacién de las rodajas en el kit ABC durante 2 horas en
oscuridad y en el agitador orbital.

- Dos lavados de 5 minutos cada uno con PBTx 0.1%, y posterior
mantenimiento de las rodajas durante toda la noche con PBTx 0.1% en el
agitador orbital.

- Al dia siguiente de nuevo doble lavado con PBTx 0.1% e incubacién

con DAB (diaminobencidina, Sigma) + 0.3% (vol./vol.) de agua oxigenada,
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de 30 minutos a 1 hora en pocillos de cristal protegidos de la luz y en el
agitador.

- Lavados con PBS al observar la reaccién del cromégeno y antes de
que aparezca sefial de fondo, y mantenimiento a 4°C hasta el momento del
montaje.

- Montaje en portas. Para ello las rodajas se extendieron, se secaron,
se les afiadi6 50% glicerol en PBS + 0.02% (vol./vol.) azida y se cubrieron.
Las rodajas una vez montadas se observaron al microscopio Optico y se
fotografiaron con una cdmara digital acoplada al mismo. En la figura 9 se
observa el resultado de una de estas tinciones con anticuerpos anti TH. Las
células que aparecen marcadas son células dopaminérgicas tipo I, que se
disponen formando glomérulos muy similares en tamafio y forma a los

observados en las rodajas cultivadas (Fig. 7).

Figura 9: Rodaja de cuerpo carotideo tefiida mediante inmunohistoquimica con
un anticuerpo frente a Tirosina Hidroxilasa.
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2. Registro de las corrientes i6nicas mediante la técnica de

patch-clamp

Para estudiar las conductancias iénicas de la membrana en las
células glémicas en las rodajas se realizaron experimentos aplicando la
técnica de patch-clamp adaptada a nuestro laboratorio (Hamill y cols., 1981;
Loépez-Barneo, 1991). Esta técnica consiste en establecer una unién muy
estable, del orden de gigaohmios de resistencia eléctrica, entre la punta de
una pipeta de vidrio y la membrana de la célula. De esta forma puede
controlarse el potencial en el microparche de membrana de la célula y
estudiar las corrientes idnicas debidas a la apertura de los canales voltaje-
dependientes incluidos en la pequefia drea de membrana delimitada por la
pipeta (configuracién cell-attached).

Si una vez realizado el sello se aplica una ligera succién en la
micropipeta se consigue romper el parche de membrana que delimita la
punta de la pipeta. Asi se obtiene contacto eléctrico con el interior celular
que ademds se equilibra en pocos minutos con la solucién interna de la
pipeta. Esta configuracién de la técnica de patch-clamp se denomina whole-
cell pues con ella pueden medirse las corrientes idénicas debidas a la

apertura de todos los canales presentes en la célula.

2. 1. Dispositivo electrénico

El esquema general del dispositivo electrénico utilizado para
los registros de corrientes i6nicas transmembrana se muestra en la figura
10. El sistema permite aplicar un pulso de voltaje a la membrana celular a
la vez que registrar las corrientes generadas debido a la apertura de canales
iénicos voltaje-dependientes. La medida de esta corriente se realiza por
medio de un amplificador operacional configurado como convertidor
corriente/voltaje (Fig. 10). El voltaje de salida del amplificador V, es

proporcional a la corriente transmembrana I, segiin la férmula:
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Vs = (Rr ) Im,) + Vref

donde R, es la resistencia de retroalimentacién del amplificador, I\’ (igual a
-1,,) la corriente generada por el amplificador para anular la corriente de la
membrana I, y V, el valor del pulso de voltaje aplicado a la célula (para

mayor detalle ver Lépez-Barneo, 1991; Sakmann y Neher, 1996).

I R,
I, -
7 oV,
+
micropipeta (L
de registro \_ % Vet
L
célula

Figura 10. Esquema del amplificador configurado como convertidor
corriente/voltaje para el registro de corrientes iénicas transmembrana.

2. 2. Equipamiento

El esquema general del dispositivo experimental utilizado
para el registro de las corrientes iénicas se muestra en la figura 11. La
corriente fluye por el electrodo hacia el preamplificador o head-stage, y de
éste a un amplificador EPC-8 (HEKA, Alemania). El filtro utilizado para el
registro de corrientes iénicas es interno del amplificador y se fija a una
frecuencia de corte de 3 Khz. Posteriormente se digitaliza la sefial a 250 Hz
con ayuda de una tarjeta conversora analdgico-digital (ITC-16, Instrutech
Corporation, EE. UU.). Por 1ltimo, la corriente se graba y almacena en un
ordenador Macintosh Performa con 48 Mb de RAM. La adquisicién en el

ordenador se hace mediante el programa Pulse/PulseFit (versién 8.11,
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HEKA, Alemania) y el andlisis de los datos con el programa Igor Pro
(WaveMetrics, EE. UU.).

convertidor solucién externa
D/ A-A/D EPC 8

pre-
amplificador

............

microscopio

Figura 11. Esquema del equipamiento utilizado para el registro de corrientes
iénicas transmembrana.

2. 3. Fabricacién de las micropipetas de registro
Los microelectrodos se fabricaron a partir de capilares para
hematocrito (Hirschmann Laborgerdte, Alemania). Estos capilares de
vidrio se estiraron por calor en un estirador vertical (List Electronics,
Alemania), y se les puli6 la punta también con calor en una microforja. Este
pulido final consigue que el didmetro se reduzca un poco maés, y que la
superficie de la punta quede més lisa para facilitar el sello. Se utilizaron
electrodos que presentaron una resistencia al paso de la corriente de 1-2
MQ.
Previamente a su utilizacién los electrodos se rellenaron con solucién
interna que contenia en mM: 125 KCl, 4 MgCl,, 4 MgATP, 10 Hepes y 1
EGTA, a la cual se le ajustaba el pH a 7.2 con KOH concentrado, y se

mantenia en hielo hasta su utilizacién.
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2. 4. Proceder experimental

En muchos aspectos las rodajas de cuerpo carotideo fueron
manipuladas segtin los procedimientos descritos previamente para rodajas
finas de cerebro (Edwards y cols., 1989; Schneggenburger y cols., 1992).
Para la realizacién de los experimentos se transfiri6 una rodaja desde el
incubador hasta la cdmara de registro de un microscopio no invertido
Axioskop (Zeiss, Alemania). Este microscopio estd equipado con objetivos
de inmersién y de larga distancia focal, lo que permite enfocar la rodaja con
suficiente aumento pero conservando cierta amplitud del espacio de
trabajo. La rodaja se fijé al fondo de la cdmara situando encima una lira de
platino con varios hilos finos pegados a sus extremos, de forma que los
hilos sujetan a la agarosa de la rodaja en el fondo.

La jaula de Faraday utilizada para reducir las interferencias
electromagnéticas estd conectada a tierra y cubierta por un tejido opaco y
grueso que permite calentar todo el set-up a una temperatura de
aproximadamente 35-37°C. En ocasiones este valor se monitorizé en la
propia cdmara de registro mediante una fina sonda de temperatura.

Una vez en la cimara la rodaja de cuerpo carotideo se perfundi6 de
forma continua con solucién externa a una tasa de 1 6 2 ml por minuto. La
solucién control contenia en mM, 117 NaCl, 4.5 KCl, 23 NaHCO,, 1 Mg(Cl,,
2.5 CaCl, y 10 Glucosa. La presencia del bicarbonato hace que esta solucién
tenga pH 7.4 al ser burbujeada con 5 % CO,, 20 % O, y resto N,, lo que
ademds consigue una situacién norméxica de aproximadamente 140 mm
de Hg de pO,. La solucién hip6xica se conseguia en un recipiente
independiente que contenia la misma solucién pero burbujeada con 5 %
CO, y resto N,, dando como resultado una pO, aproximada de 20 a 30 mm
de Hg.

La pO, en la cdmara (Fig. 12) se monitorizé en ocasiones con una
fibra de carbono polarizada a -800 mV y con un dispositivo experimental

idéntico al utilizado para el registro de las corrientes amperométricas (ver
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més adelante). La tinica diferencia fue que la sefial se filtré a 1 Hz en lugar
de 100 Hz. Para conocer los valores aproximados de pO, en la cdmara se
llevé a cabo una calibracién que se muestra en la figura 12. La anoxia, 0 0
mm de Hg de pO,, se consiguié con la solucién burbujeada con nitrégeno
vigorosamente durante més de 10 minutos, y en presencia de 1 mM

ditionito sédico, un potente agente secuestrador de oxigeno.

160 -
120
80
401

0_

N2 N2+1 mM DT N2

pO, (MmHg)

Figura 12. Medida de la pO, en la cdmara de registro del microscopio mediante
una fibra de carbono utilizada como electrodo de oxigeno. Se indican con barras
los cambios a las soluciones hipéxica (N,) y anéxica (N, + ImM ditionito sédico,
DT).

La osmolaridad de la solucién externa correspondié al valor
esperado de 290 6 300 mOsm/Kg, y se mantuvo estable a lo largo de todo el
experimento debido a que el burbujeo no era nunca excesivamente intenso.
Ademas los recipientes no contenian nunca menos de 100 6 150 ml de
solucién, lo que minimizaba el riesgo de cambio de la osmolaridad debido
a evaporacién. Los bloqueantes y otras drogas utilizadas (todos obtenidos
de Sigma, EE. UU.) eran disueltos en pequefios volimenes de solucién
externa burbujeada algo més suavemente para que la evaporacién no
llegase a modificar la osmolaridad. Los niveles de hipoxia alcanzados con
este burbujeo eran idénticos a los obtenidos en los recipientes grandes.

Una vez colocada la rodaja en la cAmara de registro se observé su
aspecto con el objetivo de inmersién de mayor aumento. En caso de no
tener glomérulos como los mostrados en la figura 7, se sustituy6 por otra.

Una micropipeta de vidrio se rellen6 de solucién interna, se monté en el
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preamplificador y se aproximé a una célula de un glomérulo bajo control
visual (Fig. 13). Una vez establecido el sello (para detalles ver Hamill y
cols., 1981), se ejercié una suave succién al interior de la pipeta para pasar
a la configuracién whole-cell, y asi poder estudiar las conductancias iénicas

de la membrana.

Figura 13. Fotografia en campo claro de una rodaja colocada en la cdmara de
registro y con una micropipeta tras haber realizado un sello en una célula glémica
dentro de un glomérulo.

2. 5. Configuracion de registro whole-cell y calculo de los
parametros eléctricos de la membrana celular
El establecimiento de la configuracion de whole-cell se
monitorizé midiendo la capacidad de la membrana (C,). Esta variable
eléctrica es directamente proporcional a la superficie de la célula. Su valor
permite por tanto estimar el tamafio celular y estudiar la presencia o no de
uniones tipo nexus entre células vecinas, es decir, el grado de acoplamiento
eléctrico.
El uso de la técnica de patch-clamp en su configuracion whole-cell para

la medida de la capacidad de membrana fue descrita por Neher y
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colaboradores (Neher y Marty, 1982; Lindau y Neher, 1988), y consiste en
aprovechar las propiedades de la membrana como circuito RC en paralelo.
Este modelo eléctrico de membrana se esquematiza en la figura 14B. Los
iones s6lo pueden atravesar la bicapa a través de canales i6nicos, los cuales
presentan a su vez una resistencia a este paso segiin estén o no abiertos.
Ademads la bicapa lipidica se comporta como un condensador, es decir,
acumula cargas a ambos lados, cargdndose y descargidndose tras cada
estimulo eléctrico. Esto origina que la membrana se comporte como un
circuito RC en paralelo.

Para estudiar inicamente la capacidad, sin contaminacién debida a
la resistencia de membrana, se aplica un pulso a la célula de tan solo 20
mV de amplitud desde el potencial de reposo. Con este tipo de pulsos se
ponen de manifiesto las corrientes capacitativas sin activar canales voltaje-
dependientes, por tanto se evita la génesis de corrientes i6nicas.

Como se observa en la figura 14A, el paso a la configuracion whole-
cell de la técnica de patch-clamp se manifiesta mediante la aparicién de dos
transientes capacitativos debidos a la carga y descarga del condensador de
la membrana. El transiente capacitativo puede ajustarse a una exponencial

simple (Fig. 14B) con la siguiente ecuacién:

I(t) = (Io - Iss) -e't/T + Iss

donde I; es la amplitud de la corriente inicial, I la corriente estacionaria, y
T la constante de tiempo de la exponencial. Esta ultima constante es
directamente proporcional a la capacidad de la membrana segin las

siguientes ecuaciones:

Viref
To
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siendo R, la resistencia de acceso, V, el voltaje aplicado, R, la resistencia
de la membrana y C,, la capacidad de la membrana. Esta forma de medir la
capacidad sélo es cuantitativamente correcta si la resistencia del sello es
suficientemente alta como para poder despreciar la fuga de corriente que

escaparia por la zona de unién de la membrana con la pipeta.

A

5 nA
1 ms

B 1
l

ISS

— NS~ }L

R,
Cm - = 2 nA

l m | 2 ms
= Vie=20 mV

Figura 14. A. Pulsos de voltaje aplicados a la célula para monitorizar el paso a la
configuracién whole-cell. B. Esquema del circuito RC de la membrana celular, y del
ajuste exponencial del transiente capacitativo para el célculo de la capacidad de la
membrana.
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3. Registro de la actividad secretora celular mediante

amperometria

La técnica de registro amperométrico se utiliza para detectar la
secrecion celular mediante la oxidacién de las catecolaminas u otros
transmisores oxidables con un electrodo situado préximo a la célula. Este
electrodo, que puede ser de platino o bien una fibra de carbono como en
nuestro caso, se polariza con un voltaje fijo que supere al potencial redox de
la molécula a detectar. De esta forma se consigue la oxidacién completa de
las moléculas que vayan llegando a la superficie del electrodo.

Al contactar una de estas moléculas el potencial del electrodo hace
que se oxide cediendo electrones que generan una corriente. Cuando la
liberacién es de una vesicula completa llena de catecolaminas, la corriente
inducida en la fibra es facilmente medible con el dispositivo electrénico que

a continuacion se describe.

3. 1. Dispositivo electrénico de amplificacion y registro
El dispositivo electrénico que permite medir la corriente
generada en la fibra se ilustra en la figura 15A, y consiste en un
amplificador operacional configurado como convertidor corriente/voltaje
de forma muy similar a como se explicé para el caso de las corrientes
i6nicas. La polarizacién de la fibra se consigue mediante un voltametro
(npi electronic GmbH, Alemania) conectado al amplificador operacional.
En este caso el voltaje de salida del amplificador V, es proporcional a la
corriente en la fibra I segtin la misma ecuacién, siendo ahora V, el voltaje
de polarizacién del electrodo (para mayor detalle ver Chow y Von Riiden,
1996).
El equipo utilizado para el registro amperométrico es idéntico al que
se esquematiz6 para el caso de los registros mediante la técnica de patch-

clamp (Fig. 11), salvo que en el primero hace falta una fuente de voltaje
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conectada directamente al amplificador que suministre los 750 mV
necesarios para la polarizacién. Ademds, en el caso de los registros
amperométricos la conexién entre el amplificador EPC-8 y el convertidor
analégico-digital es a través de un filtro analégico de paso bajo con

frecuencia de corte fijada en 100 Hz.

A I R,

MWW
|  >lov
fibra de + S
carbono s
Vref
gL
célula
B
5 pA
0.5s

Figura 15. A. Esquema del amplificador configurado como convertidor
corriente/voltaje para el registro de corrientes amperométricas. B. Registro
amperométrico con eventos tinicos de secrecidn.

La catecolamina mayoritariamente detectada por oxidacién con un
potencial de polarizacién de la fibra de +750 mV es la dopamina (Urefia y
cols., 1994). Aunque no parece que la dopamina sea el neurotransmisor en
la sinapsis glémico-neural (Zhang y cols., 2000), si es coliberada en las
mismas vesiculas para ejercer una funcién posiblemente autorreguladora

de la secrecién (Benot y Lépez-Barneo, 1990; Bairam y cols., 2000).
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3. 2. Sefial amperométrica y eventos tnicos de secrecién
En la figura 15B se muestra un ejemplo de un registro
amperométrico donde se observan eventos discretos de corriente. Cada uno
de estos eventos corresponde a la fusién de una sola vesicula con la
membrana plasmatica (Whightman y cols., 1991; Chow y cols., 1992;
Alvarez de Toledo y cols., 1993; Urefia y cols., 1994). A estas corrientes se
les denomina espigas amperométricas, y expandidas tienen el aspecto que

se muestra en la figura 16.

7%
| R ancho medio
Elo ;
s
= ;
v
e : .
3 5 carga (area
ot bajo la espiga)
s| |
VW\J ..................................................
pA
\tiempo de subida L’s

Figura 16. Parametros caracteristicos de una espiga amperométrica.

Una espiga amperométrica se caracteriza por una serie de
parametros como son el tiempo de subida, el ancho medio y la carga (Fig. 16). El
tiempo de subida es el tiempo que tarda la corriente en alcanzar su valor
méximo. El ancho medio es el tiempo que discurre desde que la corriente
alcanza el 50% de su valor maximo en la fase de subida hasta que lo hace
en la fase de bajada. Y la carga corresponde al area bajo la espiga, es decir a
la integral de la corriente generada. De esta carga podemos estimar el
nimero de moléculas de catecolaminas liberadas en esa vesicula concreta

si aplicamos la siguiente ecuacién:
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Q=[I-dt=z-e-M

donde Q representa la carga total implicada en la reaccién redox, I la
corriente generada, z el nimero de electrones liberados por cada molécula, e
la carga unitaria (1.6 x 10"’ culombios) y M el niimero total de moléculas
oxidadas.

Cuando se calcula la carga de los eventos amperométricos se
descartan todas aquellas espigas que sean excesivamente lentas, es decir,
que tengan un tiempo de subida superior en nuestro caso a 8 ms. Estos
eventos son debidos a fusiones de vesiculas demasiado lejos de la fibra, y
por tanto la deteccién va acompafiada de una gran pérdida de
catecolaminas por difusién en otras direcciones.

El resultado de las mediciones de la carga y de las frecuencias de
secrecion en espigas por minuto, se presentan en “Resultados” como la
media + la desviacion estdndar de la media. La comparacién entre las
distintas medias se realiz6 mediante el test t-Student, asumiendo que las
distribuciones son normales. El valor de o a partir del cual la diferencia se

consider6 significativa fue de 0.05.

3. 3. Fabricacion de los electrodos de fibra de carbono
Los electrodos para los registros amperométricos se elaboraron
segtin el protocolo descrito por Chow y Von Riiden (1996), el cual se detalla
a continuacion:

- Se utilizaron fibras de grafito sintéticas de 12 pum de didmetro
(AMOCO, EE. UU.). El procedimiento consiste en aislar eléctricamente la
fibra y sujetarla firmemente en un electrodo para poder exponer un extremo
a la célula y facilitar la conexién del otro extremo al amplificador.

- Primero se introdujo la fibra en un trozo de tubo de polietileno
(didmetro externo: 0.8 mm, didmetro interno: 0.4 mm, Portex, Inglaterra).

Para ello se usaron unas pinzas con las puntas envueltas en pléstico para
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evitar romper la fibra. También facilité el proceso el llenado previo del tubo
de polietileno con acetona, la cual disminuye la atraccién electrostatica
entre las paredes del tubo y la fibra. Una vez introducida la fibra se elimin6
la acetona apoyando el extremo del tubo sobre un papel absorbente.

- Para fijar la fibra al polietileno y poder exponer un trozo de carbono
hacia el exterior se calenté el tubo en el centro aproximéndolo a una
resistencia incandescente. El calor hace retraerse al polietileno hacia ambos
extremos dejando una zona en el centro con tan solo una fina capa de
polietileno totalmente pegada a la fibra de carbono. Se cort6 justo por el
centro de esta zona dando como resultado dos electrodos independientes.
Se aproximé de nuevo el extremo mas fino del tubo al calor para retraer
algo maés al polietileno y dejar asi un pequefio tramo de fibra al descubierto.

- Por ultimo se fij6 el electrodo a un capilar de vidrio (capilar para
hematocrito como los utilizados para patch-clamp) mediante Sylgard como
pegamento eléctricamente aislante. Tanto el tubo de polietileno como el
capilar de vidrio se rellenaron con una solucién 3 M de KCl previamente a
la utilizacién del electrodo, para permitir el contacto eléctrico entre la fibra
de carbono y el hilo de plata del preamplificador.

El aspecto final de un electrodo de amperometria se muestra en el
esquema de la figura 17.

capilar
de vidrio tubo de

/ s /polietileno

: L ffibra de

3 M KCI sylgard carbono

hilo de
plata

Figura 17. Esquema ilustrativo del aspecto final de un electrodo de fibra de
carbono para registro amperomeétrico.

Para reutilizar un electrodo que ya ha estado en contacto con alguna

rodaja bast6 con retraer un poco por calor el polietileno que cubre a la fibra
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de carbono. Posteriormente se corté el trozo de fibra que contiene restos

celulares que entorpecen la nueva medicion.

3. 4. Proceder experimental
Para la realizacion de los experimentos se transfirié una rodaja
de cuerpo carotideo a la cAmara de registro, de igual forma a como se
indica en el apartado de registro de corrientes mediante la técnica de patch-
clamp. También es idéntica la perfusién de la rodaja con solucién externa, la
composicion de ésta, y el burbujeo de la misma, asi como la temperatura

del set-up conseguida con un calentador bajo la mesa antivibratoria.

Figura 18. Fotografia en campo claro de una rodaja de cuerpo carotideo colocada
en la cdmara de registro y con la fibra de carbono colocada sobre un glomérulo de
células glémicas.

La fibra de carbono se posicioné sobre uno de los glomérulos a la vez
que se activo el sistema de adquisicién. Entonces se desplazé la fibra hasta
contactar con el glomérulo, e incluso se presioné un poco para quedar en

contacto directo con la célula glémica (Fig. 18). En ocasiones la presion
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excesiva sobre el glomérulo di6 lugar a un aumento brusco de la secrecién
en respuesta al estimulo mecénico y a la deplecioén en las células del pool de
vesiculas liberables por la entrada de calcio. Un ejemplo de deplecién
producida por un estimulo mecénico se muestra en la figura 19, donde se
observa la secrecién masiva tras el contacto de la fibra de carbono con la
célula (flecha) y la desaparicion de la respuesta secretora al alto potasio

extracelular (ver més adelante).
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Figura 19. Registro amperométrico obtenido tras el contacto brusco de la fibra de
carbono con un glomérulo, momento indicado por la flecha. Se pone de
manifiesto la deplecién de vesiculas mediante una exposicién a solucién externa
con alto potasio (40 mM KCl sustituyendo equimolarmente a NaCl).
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1. Caracteristicas generales de las células del cuerpo carotideo
en rodajas

El primer objetivo del presente trabajo fue la puesta a punto de una
nueva preparacién de rodajas finas de cuerpo carotideo de rata (presentado
en el capitulo “Materiales y Métodos”), y la caracterizacién general de las
propiedades electrofisiolégicas de las células glémicas (tipo I) dentro de las
rodajas. Este estudio inicial nos permitié contrastar las propiedades

celulares en las rodajas con lo descrito previamente en células aisladas.

1. 1. Propiedades electrofisiolégicas
Las células se estudiaron mediante la técnica de patch-clamp en
su configuracién whole-cell (ver “Materiales y Métodos”). Alrededor de un
23% (n=26) de las 110 células en las que se obtuvieron registros estables no
mostraron corrientes en respuesta a pulsos despolarizantes de voltaje, o

bien tenian tan solo una pequefia corriente transitoria de potasio. Estas
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ultimas son posiblemente células sustentaculares o tipo I presentes en el
cuerpo carotideo (Fidone y Gonzilez, 1986), y cuyas propiedades
electrofisioldgicas han sido descritas previamente (Duchen y cols., 1988;
Ureiay cols., 1989). En la figura 20 (panel de la derecha) se muestran dos
ejemplos de registros obtenidos en células tipo II. Para facilitar la
comparacién se afiaden en el panel de la izquierda registros tipicos en una

célula glémica o tipo I en respuesta a los mismos pulsos despolarizantes.

Registros en Registros en
células tipo | células tipo Il
— el ot —

200 pa

W 10 ms Z;}u:

Figura 20. Corrientes de membrana generadas en tres células distintas en
respuesta a pulsos de voltaje despolarizantes de 50 ms de duracién, desde un
potencial de membrana de -80 mV hasta -20, 0 y +20 mV.

Los pardmetros eléctricos pasivos de las células glémicas se
estudiaron mediante la técnica de patch-clamp (ver “Materiales y Métodos”)
a partir de 32 registros estables, y los resultados se presentan en la tabla 1.
La resistencia de acceso R, mostré6 un valor acorde con lo descrito
previamente, equivalente a dos o tres veces la resistencia del electrodo. La
resistencia de membrana R, resulté ser bastante menor que los valores de
0.7 a 5 GQ descritos en células dispersas (Duchen y cols., 1988). Dado que
R, se mide en paralelo con la resistencia del sello, estos datos podrian
deberse a la alta temperatura (35-37°C) a la que se realizaron los
experimentos, que se sabe decrece la resistencia de la unién de la pipeta con
la membrana. También podria influir la presencia sobre las células
glémicas de fibras o restos celulares que dificulten el sellado. La superficie

celular en la rodaja no es tan lisa y birrefringente como en el caso de las
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células dispersadas enzimaticamente. De hecho, en ocasiones es necesaria
una limpieza previa del tejido mediante succién con microelectrodos de
vidrio para retirar todo ese material. Finalmente, otro factor que ocasionaria
la disminucién en la resistencia de membrana es la posible conexioén entre
células mediante uniones tipo nexus, tal y como ha sido descrito por

algunos autores (Abudara y Eyzaguirre, 1994).

Tabla 1
R, MQ) R, (MQ) C,., (pPF)
n=32 73+5 340 + 200 146 =5

La capacidad de membrana (C,) obtenida a partir de la R, (ver
“Materiales y Métodos”) es mayor a la descrita previamente en células
aisladas (=6-7 pF; Duchen y cols., 1988; Ureiia y cols., 1989). Asumiendo
una capacidad especifica de membrana de 1 pF/ cm? estos valores de
capacidad resultarfan en un didmetro medio para las células glémicas en
las rodajas de 16 + 5.5 um (n=32). Este valor es claramente diferente del
tamafio celular observado al microscopio (ver Fig. 8) y al didmetro descrito
en células aisladas (=10-12 pm; Duchen y cols., 1988). Se puede concluir
por tanto que la técnica de patch-clamp no nos permite hacer un estudio
cuantitativamente preciso de los pardmetros eléctricos pasivos de las
membranas de las células glémicas en rodajas, debido a algunos o todos
los factores expuestos anteriormente.

Se estudiaron las corrientes voltaje-dependientes de 84 células
glémicas en glomérulos dentro de las rodajas. Algunas de estas células
(n=7) mostraron corrientes de entrada considerables, con un valor medio de
amplitud en el pico de la corriente a 0 mV de -1.7 + 0.5 nA. El resto
presentaron corrientes de entrada pequefias en comparacién con las
corrientes de salida. En la figura 21 se muestran registros electrofisioldgicos

de una de las siete células con corrientes de entrada de gran amplitud. A la

41



Resultados

derecha de la figura se representa la curva corriente/voltaje (I/V) medida

en el pico de la corriente entrante.

0471(nA)
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Figura 21. Corrientes de entrada en una célula glémica dentro de un glomérulo,
en respuesta a pulsos despolarizantes de 10 ms de duracién desde -80 mV de
potencial de reposo hasta -40, -20, 0, +20 y +40 mV de potencial de membrana. A
la derecha curva corriente/voltaje, con la amplitud medida en el pico de la
corriente entrante.

Aunque la caracterizaciéon farmacoldgica de las corrientes de entrada
de gran amplitud no fue un objetivo de este trabajo, su forma y la relacién
corriente/voltaje son muy parecidas a las de las corrientes de sodio
descritas en células dispersas del cuerpo carotideo de rata (Stea y cols.,
1995, Loépez-Lopez y cols., 1997). De hecho, el porcentaje resultante de
células glémicas con corrientes de entrada de gran amplitud en las rodajas
(8.5%) es muy similar al porcentaje de células con corrientes de sodio que se
registran en preparaciones de células dispersadas enziméaticamente
(Lépez-Lopez y cols., 1997).

Las células gléomicas estudiadas en las rodajas mostraron todas
corrientes de salida, presumiblemente corrientes de potasio, aunque no
fueron analizadas con detalle. La variabilidad en la forma de las corrientes
de salida generadas en respuesta a pulsos despolarizantes de 50 ms de
duracion es relativamente grande dentro de una misma rodaja. La mayoria

de las células tenian unas corrientes de salida como las que se muestran en
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la figura 22A. En la curva corriente/voltaje representada a la derecha del
panel se observa cémo la corriente decrece a los potenciales de
despolarizacién mds positivos. Esta forma tipica de la curva I/V es
caracteristica de corrientes macroscépicas con un componente importante
debido a la activacién de canales de potasio dependientes de calcio
descritos en células glémicas dispersas de cuerpo carotideo de rata (Wyatt
y Peers, 1995; Lépez-Lopez y cols., 1997).

A +20 mV I(nA)
+40 mV 151

0 mV 1.0

0.5

40-20 0 20 40
500 pA Vm (mV)
10 ms
B | | (nA)
25
+40 mV 2.0
+20 mV 15
0 mV {10
M-zo mV 105
500 pA -40-20 0 20 40
10 ms vm (mV)

Figura 22. Corrientes de salida en dos células glémicas de diferentes glomérulos
en respuesta a pulsos despolarizantes de 50 ms de duracién desde -80 mV de
potencial de reposo hasta el potencial indicado. A la derecha de cada panel se
muestra la correspondiente curva corriente/voltaje.

Cuando la corriente presumiblemente debida a los canales de potasio
dependientes de calcio es menos evidente, se ponen de manifiesto otras
corrientes macroscépicas de potasio. En la figura 22B se muestra un

ejemplo de registros pertenecientes a este otro tipo de células, expresando
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canales de potasio que dan lugar a corrientes con inactivacién mas rapida.
En la curva I/V representada a la derecha del panel se observa claramente

la ausencia del componente dependiente de calcio.

A B

8y
+40 m
+40 mV
-10 mV +20 mV
-20 mV 0OmV
10 ms 10 ms

Figura 23. Corrientes iénicas en dos células glémicas de diferentes rodajas, en
respuesta a pulsos despolarizantes de 50 ms de duracién desde -80 mV de
potencial de reposo hasta el potencial indicado.

La variabilidad antes mencionada determina que muchas células
tengan varios tipos de corrientes distintas. Los registros de la figura 23A
pertenecen a una célula con corrientes de salida que tienen un claro
componente de inactivacién rdpida e independiente de calcio, y otro
componente més lento y con decremento de amplitud a los voltajes mas
positivos. En otras células predomina claramente un solo tipo de corriente,
siendo, en el caso mostrado en la figura 23B, la corriente transitoria de
potasio con inactivacién rdpida. No se estudi6 en este trabajo si la
variabilidad descrita es fruto de heterogeneidad en la poblacién de células
glomicas, o por el contrario es debida a la presencia de otro tipo de células
como neuronas simpaticas y parasimpdaticas, que se sabe existen
interglomerularmente en el cuerpo carotideo (ver “Introduccién”; Fidone y

Gonzalez, 1986).
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1. 2. Actividad secretora

El estudio de la actividad secretora de las células glémicas en
las rodajas se llevd a cabo mediante la deteccién por oxidacién de las
catecolaminas liberadas en diferentes situaciones experimentales. En
general, las células glémicas en las rodajas mostraron poca secrecion
espontdnea, aunque habitualmente no inferior a uno o dos eventos de
secrecion por minuto. Algunas células tuvieron una secrecién basal mucho
mas alta que el resto (Fig. 24), llegando a unas 35-40 espigas
amperométricas por minuto. Esta secrecién espontdnea elevada podria ser
debida simplemente a la estimulacién mecédnica de la célula por un
contacto algo mas brusco de lo normal de la fibra con la célula al inicio del

experimento (flecha en la Fig. 24; ver “Materiales y Métodos”).

5 pA
1 min

Figura 24. Sefial amperométrica generada en la fibra de carbono tras acercarla a
una célula glémica, momento indicado por la flecha. Cada espiga corresponde a la
fusion esponténea de una vesicula de catecolaminas con la membrana.

Las 4 células que tuvieron secrecién basal elevada se utilizaron para
el estudio de las caracteristicas eléctricas de los eventos de secrecién
espontaneos. Se calculd la carga de todos aquellos eventos de secrecion que
cumplian con los criterios de seleccibn marcados en “Materiales y
Métodos”. De esta forma se descartaron los eventos mds lentos debidos a
fusiones que tenian lugar lejos de la fibra, bien en la zona de la membrana

celular més alejada de la fibra, o bien en membranas de células adyacentes.

45



Resultados

Estos eventos no son adecuados para ser incluidos en el célculo de la carga
vesicular pues van acompaifiados de una gran pérdida de catecolaminas
por libre difusién en otras direcciones.

El valor medio estimado de la carga de las espigas amperométricas
de secrecién espontanea es de 44.8 + 30 fC (n=474 espigas en 4 células). Si
se representa el histograma de frecuencias se observa que la variable sigue
una distribucién normal (Fig. 25). El valor medio de la carga, asumiendo
que cada molécula de catecolamina cede dos electrones a la fibra (ver
“Materiales y Métodos”), corresponde a unas 140.000 + 90.000 moléculas
de catecolaminas por vesicula. El resultado es muy similar al descrito
previamente tanto para células glémicas dispersas de conejo (Ureifia y cols.,

1994) como de rata (Carpenter y cols., 2000).
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Figura 25. Histograma de frecuencias de la variable carga medida en eventos
inducidos por secrecién espontanea. Se muestra el ajuste a una normal.

Las células gloémicas son excitables y su secrecién es voltaje-
dependiente. En estas células es de esperar que los estimulos que induzcan
despolarizacién de la membrana provoquen la apertura de canales de
calcio voltaje-dependientes, la entrada de calcio y la activacién de la

secrecion. La sustitucion equimolar de cloruro de sodio por cloruro de
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potasio en la solucién externa desplaza el potencial de equilibrio para el
potasio hacia valores mas despolarizados. Al ser el potasio el i6n que goza
de mayor permeabilidad en reposo, rapidamente el potencial de membrana
tiende hacia el potencial de equilibrio para el potasio, provocando una
despolarizacién. En muchas ocasiones a lo largo del presente trabajo se
utiliz6 la secrecién evocada por alto potasio como medida del estado
general de la maquinaria de secrecién celular. Esta respuesta a alto potasio
extracelular estd anteriormente descrita en células glémicas dispersadas

enzimaticamente (Urefia y cols., 1994; Montoro y cols., 1996).

40 mMK*
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Figura 26. Respuesta secretora de una célula glémica en una rodaja a la aplicacién
de solucién externa con alto contenido de potasio (40 mM KCl).

En la figura 26 se muestra la respuesta secretora de una célula
glomica en una rodaja tras cambiar la solucién externa control por una

solucién que contiene en mM: 77 NaCl, 40 KC], 23 NaHCO,, 1 MgCl,, 2.5
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CaCl, y 10 Glucosa. La célula genera una rafaga de secrecién a partir de
unos 20 segundos tras el cambio de solucién, fenémeno totalmente
reversible tras varios segundos en la solucién externa control. La frecuencia
de eventos de secrecién se hace tan alta que las espigas amperométricas
llegan a fusionarse unas con otras, como se observa en la expansion de la
escala de tiempo de la figura 26. Ademds aparece una onda envolvente en
la linea de base debido a la fusién de los eventos tinicos y a la actividad
secretora de células en otras zonas de la rodaja. Los eventos de secrecién
celular inducidos por alto potasio poseen un valor medio de carga de 40.3 +
17.6 fC (n=293 eventos en 7 células). Este valor es muy similar al obtenido
para el caso de los eventos de secrecién espontaneos, por tanto parece que
el tipo de vesiculas dopaminérgicas secretadas espontdneamente o en

respuesta al alto potasio es el mismo.

2. Respuesta a hipoxia de las células gléomicas en rodajas

2. 1. Corrientes idnicas sensibles a la pO,

Aunque el objetivo principal del presente capitulo fue
caracterizar la respuesta secretora a la hipoxia de las células glémicas en
las rodajas, se realizaron algunos experimentos con la técnica de patch-
clamp para corroborar el efecto inhibitorio de la hipoxia sobre las corrientes
de potasio de células glémicas de rata, fenémeno ampliamente descrito en
células dispersas (Peers, 1990; Stea y Nurse, 1991; Wyatt y Peers, 1995;
Lépez—Lépez y cols., 1997). El cambio de la solucién externa normoxica a
hipéxica (cambio de pO, de 150 a =20 mm de Hg) produjo una inhibicién
reversible de aproximadamente un 20% de las corrientes de potasio (Fig.
27). La curva I/V mostrada a la derecha de la figura sugiere que es el
componente calcio dependiente de la corriente el que se inhibe por la

hipoxia. Este efecto del descenso de la pO, sobre las corrientes de potasio de
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células glémicas en rodajas es por tanto muy similar al descrito

previamente en células aisladas (Peers, 1990).

0 mV +20 mV
control y ' (nA)
recuperacion 0.8
control vy —~
recgperacuon 06 -
h'\ . Ocontrol
\ 'poxia ®hipoxia
hipoxia Arecuperacion
0.2
200 pA | —
10 ms -60-40-20 0 20 40

Vm (mV)

Figura 27. Corrientes de potasio generadas en una célula glémica en respuesta a
pulsos despolarizantes desde -80 mV hasta 0 6 +20 mV, en presencia de soluciones
normoxica e hipéxica. A la derecha se muestra la curva corriente/voltaje que
representa la amplitud de la corriente medida al final del pulso, frente al voltaje de
despolarizacién.

2. 2. Estimulacién de la actividad secretora
La respuesta secretora a la hipoxia de una célula glémica en
una rodaja se ilustra en la figura 28. Se observa cémo al cabo de medio
minuto aproximadamente desde el comienzo del estimulo la célula
comienza a aumentar su frecuencia de secrecion de vesiculas. En este caso
la actividad secretora aument6 desde 4 6 5 espigas por minuto de secrecién
basal hasta unas 50 espigas por minuto en hipoxia. La recuperacién de los
niveles basales de secrecién una vez llegado el oxigeno es muy répida,
necesitando tan solo unos pocos segundos. El promedio de la frecuencia de
eventos de secrecion en respuesta a la hipoxia medida en el minuto tras 90
segundos de exposicién es de 48.6 + 19 espigas por minuto (n=24 células).
Los eventos de secrecion inducidos por la hipoxia presentan un valor
medio de carga de 43 x 26 fC (n=576 eventos en 14 células), lo que,

asumiendo que se ceden a la fibra de carbono dos electrones por molécula
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de catecolamina liberada, corresponde a 135.000 + 80.000 moléculas por
vesicula. Estos valores no son significativamente diferentes a los obtenidos
para eventos espontaneos o eventos inducidos por alto potasio (ver capitulo
anterior). Parece por tanto que la despolarizacién y la exposicién a hipoxia

liberan el mismo tipo de vesicula catecolaminérgica.

160 -
140+
120+
100 1
80 1
601
40
20- —

pO, (mm Hg)

10 pA —

20s

Figura 28. Cambios de la presién parcial de oxigeno en la cdmara de registro
durante un experimento de exposicion a hipoxia, y respuesta secretora registrada
paralelamente en una célula glémica.

Los registros amperométricos permiten también distinguir entre dos
comportamientos distintos de las células glémicas durante la exposicion a
hipoxia. Existen células, como la descrita anteriormente en la figura 28, que
aumentan la actividad secretora (Fig. 29A). Sin embargo algunas células,
aunque activables por la despolarizacién con alto potasio, no aumentan su
secrecion en respuesta al descenso en la pO, (Fig. 29B). Las células
insensibles a la hipoxia podrian tener un mecanismo sensor de oxigeno
alterado o desacoplado de los canales de membrana, ya que se observan
con mayor frecuencia en rodajas que parecieron soportar peor la
manipulacién experimental. Por otra parte las células insensibles a la

hipoxia tienen corrientes i6nicas normales y una maquinaria secretora
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normal. Como se ha descrito previamente (Lépez-Barneo y cols., 1998), la
respuesta a hipoxia depende de mecanismos sensibles y labiles que pueden
alterarse sin dafio aparente que afecte a las corrientes iénicas o a la

actividad secretora celular.

A

hipoxia 40
5 pA
bbbt
1 min
B
hipoxia 40K
M 5 pA
1 min

Figura 29. Respuesta secretora de dos células glémicas de distintas rodajas a los
mismos estimulos hipoxia y alto potasio.

2. 3. Dependencia de la respuesta quimiorreceptora de
calcio extracelular

Para estudiar la dependencia de calcio extracelular de la

respuesta a hipoxia se afiadié a la célula glémica una solucién externa que

contenfa 200 uM de cloruro de cadmio. El ién cadmio (Cd**) es un potente

inhibidor de los canales de calcio voltaje dependientes. En la figura 30A se

muestra un registro amperométrico representativo de este tipo de

experimentos. Se observa cémo en presencia del cadmio se bloquea
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totalmente la respuesta secretora a la hipoxia, que se recupera una vez
lavado el bloqueante. Este mismo bloqueo ocurre si se aplica una solucién
externa sin calcio y con 1 mM EGTA como agente quelante (Fig. 30B). Estos
resultados coinciden con lo descrito por nuestro grupo en células glémicas

dispersas de conejo (Urefia y cols., 1994).

A

L 200 pM Cd2+ L
hipoxia hipoxia
hipoxia
3 pA
N
2 min
B _ . 0Ca?t+1 mMHETA _ _
hipoxia hipoxia
hipoxia
2 pA
2 min

Figura 30. Respuesta secretora de dos células glémicas de dos rodajas a los
distintos estimulos indicados en las barras horizontales.

3. Efecto del bloqueo farmacolégico de canales de potasio en
las células glémicas

Como se indicé en “Introducciéon”, uno de los objetivos principales
del estudio del mecanismo de quimiotransduccién fue comprobar la
importancia de los canales de potasio voltaje-dependientes como efectores
de la respuesta a hipoxia. Si la disminucién de la pO, despolariza a las

células glémicas mediante la inhibicién de canales de potasio voltaje-
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dependientes, entonces la aplicacién de bloqueantes de estos mismos
canales deberia tener un efecto similar al de la hipoxia. Como se mostré en
el apartado 1.1 de este capitulo, las corrientes iénicas de salida registradas
en las células glémicas de rata son debidas mayoritariamente a canales de
potasio voltaje-dependientes y canales de potasio calcio-dependientes.
Ambos tipos de canales son muy sensibles al bloqueo por tetraetilamonio
(TEA), por tanto este agente deberia inducir la despolarizacién de las

células glémicas, entrada de calcio extracelular y aumento de la secrecién.

3. 1. Efecto del TEA sobre las corrientes de potasio
Para comprobar la accesibilidad del TEA a las células
glomicas en las rodajas se aplic6 en la solucién externa a una

concentracion final de 5 mM.

| (nA)
0.7-
control y ocontrol 06-
recuperacion o5 mMTEA

Arecuperacion
0.4

0.3

I I | I
-60 -40-20 0 20 40
Vm (mV)

Figura 31. Corrientes de potasio generadas en una célula glémica en respuesta a
pulsos de voltaje de 100 mV de amplitud desde el potencial de membrana, en
ausencia, presencia y lavado de 5 mM TEA. A la derecha se muestra la curva
corriente/voltaje en esta misma célula y en idénticas condiciones experimentales.
La corriente se midi6 en su punto méximo a cada voltaje.

En la figura 31 se muestran las corrientes generadas en una célula

glémica registrada en la configuracién de whole-cell en respuesta a pulsos

53



Resultados

despolarizantes desde el potencial de membrana hasta +20 mV. Se observa
como el TEA bloquea reversiblemente las corrientes de potasio de esta
célula en casi un 70% al voltaje aplicado. En el panel de la derecha se
muestra la correspondiente curva corriente/voltaje en las tres condiciones
experimentales descritas (control, presencia de 5 mM TEA y lavado o
recuperacion). El bloqueo de las corrientes tiene lugar a todos los voltajes en
los que hay activacién de los canales. Este experimento se repiti6é en cuatro
células glémicas de diferentes rodajas, dando en todas ellas un resultado
muy similar. Por lo tanto no parece que la organizacién histolégica de las
rodajas dificulte la accesibilidad a las células de moléculas, como el TEA,
disueltas en la solucién externa. Nuestras observaciones corroboran
ademas el efecto bloqueante del TEA sobre las corrientes de potasio en

células glomicas de rata (Peers y O’Donnell, 1990).

3. 2. Efecto del TEA sobre la actividad secretora celular
La aplicacién de 5 mM TEA a una célula glémica indujo un
aumento en su actividad secretora muy similar al inducido por la hipoxia
(Fig. 32A). El aumento de la frecuencia de eventos secretores inducido por
TEA se mantiene durante toda la exposicién al bloqueante, y es
rapidamente reversible tras el lavado. La mayor parte de las células
glémicas estudiadas (31 de 32) respondieron de forma similar al TEA,
aumentando su secrecién hasta un nivel maximo medido en el minuto tras
90 segundos de exposicién al bloqueante de 42 + 17 espigas por minuto
(n=6 células). Este valor no es significativamente diferente al obtenido con
las respuestas a hipoxia (test t-Student, 0>0.05), lo que sugiere que, en
cuanto a intensidad del estimulo, la hipoxia y la aplicacién de TEA son
muy similares.
Para detectar posibles diferencias entre las vesiculas liberadas en
respuesta a la hipoxia y las secretadas por la aplicacién de TEA, se estudié

el valor medio y la distribucién de los valores de carga en ambas
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poblaciones de vesiculas. En la figura 32B se muestran los dos histogramas

de frecuencia de los valores de carga para eventos inducidos por hipoxia y

por TEA. El valor medio para el caso de las vesiculas inducidas por hipoxia

fue de 43 + 26 fC (n=576 eventos en 14 células). El valor medio para el caso

de vesiculas secretadas por la aplicacién de TEA fue de 40 + 27 fC (n=258

espigas en 5 células). Ambos valores no resultaron significativamente

diferentes al ser comparados mediante el test de t-Student (0:>0.05). Estos

datos indican que ambos estimulos, la hipoxia y el bloqueo de canales de

potasio por TEA, inducen la liberacién del mismo tipo de vesiculas.

hipoxia 5 mM TEA
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Figura 32. Respuesta secretora de una célula glémica en una rodaja a la aplicacién
de dos estimulos diferentes, la hipoxia y 5 mM TEA. En el panel inferior se
muestran los histogramas de frecuencia de los valores de carga para eventos
inducidos por hipoxia (izquierda) o TEA (derecha).
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Ademads de en la solucién estdndar de 4.7 mM potasio extracelular, el
efecto del TEA se estudié en células bafiadas con soluciones externas que
solo contenfan 2.7 mM potasio. La figura 33 muestra que en estas
condiciones, posiblemente mas cercanas a las fisiolégicas, el TEA también

produce secrecién de forma reversible.

27K

hipoxia

5 mM TEA

L U l JJJL J‘

Figura 33. Respuesta secretora de una célula glémica a la aplicacion de TEA en
presencia de una solucién externa con solo 2.7 mM K.

3. 3. Efecto del TEA sobre células insensibles a hipoxia

Dado que el bloqueo de canales de potasio por TEA produce
secrecion en las células de las rodajas, se estudidé si este tratamiento
también activa a células glémicas insensibles a la hipoxia, que, en
principio, tienen canales iénicos y maquinaria secretora normales. En estas
células la despolarizacién producida por el TEA debe dar lugar a la
entrada de calcio extracelular y a la secrecién. El proceso de excitacién
celular no tiene que estar afectado por la presencia o no de un sistema
sensor de oxigeno. El experimento para comprobarlo se llevé a cabo en
cuatro células glémicas insensibles a hipoxia, con resultados muy
similares en todos los casos al mostrado en el ejemplo de la figura 34. Se
observa claramente el efecto del TEA aunque esta célula glémica parece
tener una capacidad secretora algo mermada, segin se desprende de la

respuesta relativamente débil a 40 mM K*. Este resultado sugiere que
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efectivamente las células que denominamos insensibles a hipoxia tienen
canales voltaje-dependientes y una maquinaria secretora normales, pero
por alguna razén desconocida el sistema sensor de oxigeno se ha

inactivado o desacoplado de los canales de potasio.

hypoxia 40 K 5 mM TEA

2 pA

1 min

Figura 34. Respuesta secretora de una célula glémica insensible a hipoxia, a
estimulos despolarizantes como el alto potasio o el TEA.

3. 4. Potenciacion del efecto de la hipoxia por TEA
Los datos mostrados en los apartados anteriores indican que la
hipoxia y el TEA acttian de igual forma sobre la célula glémica, inhibiendo
canales de potasio voltaje-dependientes. Por tanto, la exposicién
simultdnea a ambos estimulos debe dar lugar a mayor inhibicién de los
canales de potasio, mayor entrada de calcio y a rafagas de secrecién més

acentuadas.

5 mM TEA
hypoxia hypoxia 40K

hypoxia

L L

| |
5 IS pA

2 min

Figura 35. Respuesta secretora de una célula glémica en una rodaja ilustrando la
potenciacién del efecto de la hipoxia por parte del TEA.
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En la figura 35 se muestra un experimento representativo de doble
exposicién a hipoxia y TEA sobre una célula glémica en una rodaja. Se
observa cémo la hipoxia incrementa la frecuencia de secrecién de vesiculas
de forma mucho més eficaz en presencia del bloqueante. Existe un efecto
sumatorio, como cabria esperar al actuar ambos estimulos inhibiendo a los

canales de potasio.

3. 5. Efecto de la iberiotoxina
Ya que en las células glémicas de rata el canal sensible a
oxigeno descrito es el canal de potasio dependiente de calcio (Peers, 1990),
se estudio el efecto de la aplicacién de iberiotoxina (IbTX) pues es un
bloqueante mas especifico que el TEA y es activo en el rango nanomolar
(Gélvez y cols., 1990). La aplicacién a la solucién externa de 200 nM IbTX
indujo en las tres células estudiadas un incremento en la frecuencia de

eventos secretores muy similar al inducido por la hipoxia (Fig. 36).

hypoxia 200 nM IbTX

5 pA

1 min

Figura 36. Respuesta secretora de una célula glémica a la aplicacién en la solucién
externa de 200 nM IbTX.

Por tanto los resultados con los bloqueantes indican, como postula la
hipétesis de la membrana en el cuerpo carotideo de rata, que la hipoxia
podria estar induciendo despolarizacién y secrecién en las células
glomicas mediante la inhibiciébn de canales de potasio, y mas

concretamente los canales de potasio dependientes de calcio o K.

58



Resultados

4. Papel de la mitocondria en el proceso quimiotransductor del
cuerpo carotideo

En este capitulo se utiliz6 la nueva preparaciéon de rodajas de cuerpo
carotideo para determinar si algtin elemento estructural en la mitocondria
podria estar implicado en el sistema quimiotransductor de la pO, del
cuerpo carotideo. Varios autores han considerado a la mitocondria como
elemento sensor de oxigeno no solo en el cuerpo carotideo sino también en
otras células neurosecretoras (Duchen y Biscoe, 1992a; Mojet y cols., 1997;
Inoue y cols., 1998). La mayoria de estos trabajos concluyen que el efecto de
los inhibores potentes de la cadena respiratoria de la mitocondria es
similar al estimulo hipéxico fisiolégico. En el presente trabajo se realiza un
estudio acerca de la accién diferencial de varios inhibores de la cadena
respiratoria sobre la secrecién celular, mostrando cémo afecta cada uno de

ellos a la respuesta a hipoxia en el cuerpo carotideo.

4. 1. Efecto del cianuro sédico
El cianuro (CN), inhibidor de la citocromo ¢ oxidasa de la
cadena de transporte de electrones, es el desacoplante mitocondrial
clasicamente utilizado como agente productor de la llamada hipoxia
histotéxica (Mills y Jobsis, 1972; Biscoe y Duchen, 1989). Sin embargo en
estos trabajos se muestra c6mo el efecto del CN es siempre mds equiparable
a estimulos drésticos como la anoxia, que a cambios moderados de la pO,.
La aplicacién de 2 mM cianuro sédico (concentracién en el rango de
la utilizada por otros autores para producir hipoxia histotéxica) a la
solucién externa que bafia a las células glémicas en las rodajas genera
respuestas secretoras vigorosas similares a la mostrada en la figura 37A. El
incremento de la frecuencia de secrecién vesicular inducido por el
inhibidor mitocondrial es tan fuerte que la célula queda dafiada o
totalmente depletada de vesiculas liberables. La célula es incapaz de

responder a cualquier estimulo posterior incluso tras varios minutos de
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lavado del CN. En todas las células glémicas estudiadas (n=6) el CN

estimul6 de manera mucho mas dréstica que la propia hipoxia fisiologica.

A
2 mMCN
hipoxia m hipoxia 40K
hipoxia
I |3 pA
i N A..M..._L_
5 1 min
B hipoxia 40 K 2 mMCN
5 pA
_l Al J | LLLH. -
1 min
2
C hipoxia 200 pM Cd=
2 mMCN
2 pA
i
1 min

Figura 37. Respuestas secretoras de tres células glémicas de distintas rodajas a los
estimulos indicados sobre las barras horizontales.

Un dato adicional que indica la independencia entre ambos
estimulos, hipoxia y CN, es que la aplicacién del desacoplante
mitocondrial a células glémicas insensibles a hipoxia produce la misma
respuesta secretora (Fig. 37B; ejemplo de n=4 células). Las células glémicas
por tanto son capaces de responder a un estimulo potente como el cianuro

aun sin tener un sensor funcional de oxigeno. La aplicacién de CN en
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presencia de cadmio bloqueando los canales de calcio pone de manifiesto
la dependencia solo parcial de calcio extracelular de la actividad secretora
inducida por el desacoplante mitocondrial (Fig. 37C). Este resultado
contrasta con la dependencia total de calcio extracelular que demostré tener
el proceso de secrecién en respuesta a hipoxia (ver Fig. 30). Nuestros datos
muestran que en el cuerpo carotideo el efecto del CN (hipoxia histotdxica)

es claramente diferente de la hipoxia fisiolégica.

4. 2. Efecto de los protonéforos

Ademads del cianuro, en diferentes estudios se han utilizado
desacoplantes mitocondriales del tipo de los protonéforos asemejandolos
también a la hipoxia fisioldgica (ver, por ejemplo, Buckler y Vaughan-
Jones, 1998). Estos inhibidores transportan de forma inespecifica a los
protones a través de la membrana interna mitocondrial, destruyendo asi el
gradiente de protones y por tanto el funcionamiento general de todo el
organulo (sintesis de ATP, homeostasis del calcio, etc). Existen distintos
desacoplantes mitocondriales de este tipo, siendo los mas utilizados el
FCCP y el CCCP.

En la figura 38 se muestra el efecto de la aplicacién de 2.5 uM CCCP
disuelto en solucién externa sobre una célula glémica en una rodaja
(ejemplo de n=5 células). En este experimento también se usé cadmio,
bloqueante de canales de calcio voltaje-dependientes, para estudiar la
dependencia de calcio extracelular del efecto de la aplicacién de CCCP. El
protonéforo produjo un fuerte incremento en la frecuencia de eventos
secretores, aun en presencia del bloqueante de los canales de calcio. No
obstante, la secrecién inducida por CCCP tiene una dependencia parcial
del calcio extracelular pues, al retirar el cadmio se incrementé atin més la
liberacién de catecolaminas. Tras la estimulacién con CCCP las células
quedaron dafiadas o depletadas de vesiculas liberables, sin poder

responder a la hipoxia en posteriores exposiciones. El efecto del
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protonéforo CCCP sobre el cuerpo carotideo es por tanto muy similar al del
cianuro, siendo en ambos casos el efecto muy distinto del que tienen sobre

estas células los valores fisiol6gicos de hipoxia.

200 pM Cd2+

hipoxia hipoxia

2.5 uM COCP

|5 pA

.

5' 1 min

| IHI " "

Figura 38. Respuesta secretora de una célula glémica a la aplicacién en la solucién
externa del protonéforo CCCP, en presencia de cadmio como bloqueante de
canales de calcio.

4. 3. Efecto de la rotenona
Para progresar en el andlisis del posible papel de la
mitocondria en el mecanismo quimiotransductor se realizaron
experimentos con inhibidores proximales de la cadena respiratoria, que
son estimulos menos potentes y no destruyen rdpidamente la capacidad
secretora de las células glémicas. Se utilizaron rotenona y antimicina A,
inhibidores respectivamente de los complejos mitocondriales I y III.

En la figura 39A se muestra el efecto de la aplicacién de 5 uM
rotenona a la solucién externa en un experimento de registro de la secrecién
celular. La célula glémica sensible a hipoxia incrementa también su
frecuencia de secrecién de vesiculas en respuesta a la presencia de
rotenona, en la mayoria de los casos de forma irreversible (ejemplo de n=19
células). Esta estimulacién por el inhibidor mitocondrial es totalmente
dependiente de calcio extracelular, ya que segundos después de la
aplicaciéon de cadmio desaparecen completa y reversiblemente los eventos

de secrecién. La frecuencia de eventos secretores en respuesta a rotenona,
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medida en el minuto tras 90 s de exposicién al inhibidor fue de 47 + 23
eventos por minuto (n=7 células). Este valor no es significativamente
diferente al obtenido con baja pO, (test t-Student, :>0.05), lo que sugiere que

la hipoxia y la rotenona son estimulos muy similares.

A o S5 uM rotenona
hipoxia
300 uM Cd2+
5 pA
1_ﬁn

B 80
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Figura 39. A. Respuesta secretora de una célula glémica a la aplicaciéon de 5 uM
rotenona, y dependencia de calcio externo. B. Histograma de frecuencias de la
variable carga medida en 245 eventos inducidos por rotenona en 5 células.

En la figura 39B se muestra un histograma de frecuencias de los
valores de carga de eventos inducidos por rotenona, variable cuyo valor
medio fue 40 + 18 fC (n=245 espigas en 5 células). De nuevo, este valor es
muy similar al obtenido con eventos inducidos por hipoxia (t-Student,
0.>0.05), indicando que ambos estimulos liberan el mismo tipo de vesiculas
catecolaminérgicas.

La similitud entre el estimulo hipéxico y la rotenona se puso atin

mds de manifiesto al comprobar que todas las células glémicas insensibles
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a hipoxia a las que se les afiadi6 rotenona fueron también insensibles al
inhibidor mitocondrial. Un registro de la actividad secretora de una de las 6
células insensibles a hipoxia estudiadas se muestra en la figura 40A. Este
tipo de células son despolarizables por alto potasio pero no responden ni a
hipoxia ni a la aplicacién de rotenona, sugiriendo que ambos estimulos

actian a través de la misma via.

A

hipoxia 40K 5 uM rotenona 40K
2 pA
1 min
B
hipoxia 5 uM rotenona hipoxia 40K
hipoxia
5 pA
|
N
1 min

Figura 40. A. Respuesta secretora de una célula glémica insensible a hipoxia a la
aplicacién de 5 uM rotenona. B. Respuesta secretora de una célula glémica de otra
rodaja al doble estimulo, hipoxia y rotenona.

Por otro lado los efectos de hipoxia y rotenona son excluyentes, es
decir, una vez que se aplica rotenona, la célula no responde a la hipoxia
(Fig. 40B), ni en presencia del inhibidor mitocondrial, ni tras el lavado de
éste, pues el efecto de la rotenona es generalmente irreversible. La
frecuencia de secrecién de vesiculas obtenida en el minuto tras 90 s de
doble estimulo fue de 38 + 20 espigas por minuto (n=5 células), valor muy

similar al obtenido con cualquiera de los dos estimulos por separado (t-
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Student, 0>0.05). Sin embargo en las células que han sufrido el doble
estimulo se mantiene la capacidad de responder al alto potasio, es decir, la
maquinaria de secrecién no estd afectada (Fig. 40B). La hipoxia y la
rotenona son por tanto dos estimulos muy similares que parecen estar
compartiendo sus mecanismos de accién sobre las células glomicas.
Ademas, la rotenona, al ser un estimulo con reversibilidad muy lenta,

bloquea el efecto estimulante de la hipoxia.

4. 4. Efecto de la antimicina A
Como se indicé anteriormente, también se utiliz6 como
bloqueante mitocondrial la antimicina A, compuesto que inhibe a la
coenzima Q-citocromo c reductasa (complejo III de la cadena de transporte

de electrones).

A

1 mg/l antimicina A

hipoxia
300 uM Cd2+ 5 pA
1Wn
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Figura 41. A. Respuesta secretora de una célula glémica a la aplicacién de 1 mg/1
de antimicina A, y dependencia de calcio externo. B. Histograma de frecuencias de
la carga de 132 eventos inducidos por antimicina A en 5 células.
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La aplicacién de 1 mg/1 de antimicina A a la solucién externa genera
en las células glémicas un aumento en la frecuencia de secrecién de
vesiculas como el que se ilustra con el ejemplo de la figura 41A (n=11). Se
observa también en ese mismo registro que el efecto de la antimicina A
depende de calcio extracelular. La frecuencia media de eventos secretores
medida tras 90 s de exposicién al inhibidor fue de 49 + 12 espigas por
minuto (n=11 células), también muy similar a lo obtenido con la hipoxia (t-
Student, «>0.05). En la figura 41B se muestra el histograma de frecuencias
de los valores de carga para eventos inducidos por antimicina A. Esta
distribucién posee un valor medio de 40 + 22 fC (n=132 espigas en 5
células), que tampoco resulta significativamente diferente al valor obtenido

con eventos inducidos por hipoxia (test t-Student, 0>0.05).

A

_hipoxia 1 mg/| antimicina A

40K
“)Mmu . mmum §
N " |y "
min

B

1 mg/l antimicina A

hipoxia hipoxia
hipoxia
5 pA
Ml h‘
1 min

Figura 42. A. Respuesta secretora de una célula glémica insensible a hipoxia a la
aplicacién de 1 mg/1 de antimicina A. B. Respuesta secretora de una célula glémica
de otra rodaja al doble estimulo, hipoxia y antimicina A.
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En principio la hipoxia y la antimicina A parecen también estimulos
muy similares que activan a la misma poblacién de vesiculas. Sin embargo
se estudiaron tres células insensibles a hipoxia, y las tres respondieron
perfectamente a la estimulaciéon mediante aplicacién de antimicina A (Fig.
42A). Ademds, como puede observarse en la figura 42B, ambos estimulos se
potencian, con una frecuencia media de secrecién conjunta de 95 + 14
eventos por minuto (n=5 células). Este valor resulta significativamente
superior al obtenido con cualquiera de los dos estimulos por separado (test
t-Student, «=0.001). Por lo tanto parece claro que aunque parecidos, la
hipoxia y la antimicina A son estimulos con distintos mecanismos de
accion, y ademads, al contrario que la rotenona, la antimicina A no bloquea

el efecto posterior de la hipoxia.

4. 5. Efecto del doble estimulo, rotenona y antimicina A
Si el estimulo hipéxico se asemeja al efecto de la rotenona y es
distinto del de la antimicina A, la aplicacién de rotenona en presencia de
antimicina A deberia potenciar la actividad secretora tal y como hace la
hipoxia. En la figura 43A se muestra un registro obtenido de una de las 5
células en las que se realizé este tipo de experimento. Efectivamente, la
presencia de rotenona potencia el efecto que ejerce la aplicaciéon de
antimicina A, llegando a una frecuencia media de secrecién, medida en el
minuto tras 90 s de doble estimulo, de 93 * 10 espigas por minuto (n=5
células). Este valor es significativamente superior al obtenido con
cualquiera de los dos estimulos por separado (test t-Student, 0=0.001), y sin
embargo muy similar al obtenido con el doble estimulo, hipoxia mas
antimicina A (test t-Student, >0.05).
En la figura 43B se resume mediante un diagrama de barras los
efectos estimulantes sobre la frecuencia de eventos secretores que tuvieron

la hipoxia, la rotenona y la antimicina A. Se aprecia claramente la similitud
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entre los estimulos hipoxia y rotenona, y las diferencias entre ambos y la

antimicina A.

1 mg/l antimicina A

hipoxia

5 uM rotenona

5 pA

M&LMMJJL" dessoads

sl

hlpOX rot hipox ant A hipox rot
+ rot +atA +atA

1 min

100+
80+
60
40

eventos / min

20+

Figura 43. A. Respuesta secretora de una célula glémica al doble estimulo, 1 mg/1
antimicina A y 5 pM rotenona. B. Diagrama de barras representando las distintas
frecuencias de secrecién obtenidas con la hipoxia y los dos inhibidores proximales.
Entre paréntesis se muestran el niimero de células, y los asteriscos sefialan los

valores significativamente diferentes comparados a los controles (t-Student,
a=0.001).

4. 6. Efecto de la rotenona sobre las corrientes de potasio
Tras la caracterizacion de los efectos de los inhibidores
mitocondriales sobre la actividad secretora de células glémicas en las
rodajas, se inicié un andlisis de la accién de estos inhibidores sobre las
corrientes de potasio. En esta memoria se resumen solamente datos

preliminares sobre la accién de la rotenona.
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Figura 44. Corrientes voltaje-dependientes de potasio de una célula glémica en
respuesta a pulsos despolarizantes desde el potencial de membrana hasta 0 mV
(izquierda) o + 20 mV (derecha). A. Efecto de la hipoxia sobre las corrientes. B.
Efecto de la aplicacién de 5 uM rotenona a la solucién externa. C. Efecto de la
hipoxia tras la aplicacién del inhibidor mitocondrial.

El efecto de la aplicacién de rotenona sobre las corrientes de potasio
en una célula registrada en la configuracién whole-cell se ilustra en la figura
44. En el panel A se muestra el efecto de la solucién hipéxica sobre las
corrientes de esta célula, es decir, la inhibicion reversible de las corrientes
de potasio voltaje-dependientes en respuesta al descenso en la pO,. En el
panel B se ilustra el efecto que a continuacién tuvo la aplicacién de 5 uM

rotenona sobre las corrientes. Se observa c6mo, al igual que la hipoxia, la
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rotenona inhibi6 las corrientes de potasio, aunque de forma irreversible.
Ademaés en el panel C se muestra una exposicién a hipoxia posterior al
efecto de la rotenona, ilustrando cémo las corrientes de potasio dejan de ser
sensibles a la hipoxia. El comportamiento de las corrientes de potasio de
esta célula frente a rotenona e hipoxia se corresponde con lo obtenido en el
estudio de la secrecién celular. Estos datos preliminares sugieren que la
rotenona podria estar activando a las células glémicas mediante el mismo
mecanismo que la hipoxia, y al hacerlo de forma irreversible impediria que

el sistema sensor de oxigeno permaneciese funcional.

5. Estudio del efecto de la hipoglucemia sobre el cuerpo
carotideo

Una observacién de especial importancia en el presente trabajo y que
podria resultar la mds novedosa ha sido el descubrimiento del posible
papel glucosensor de las células glémicas. El conocimiento de esta nueva
propiedad quimiorreceptora confirmaria atiin més al cuerpo carotideo
como Organo vigilante de la disponibilidad de los sustratos bdsicos
(oxigeno y glucosa) para la supervivencia de las células del SNC y en
general de todo el organismo. La activacién del cuerpo carotideo por falta
de alguno o los dos sustratos esenciales (isquemia) alertaria al SNC que
pondria en marcha los mecanismos adaptativos adecuados.

Se ha utilizado la nueva preparacién de rodajas finas de cuerpo
carotideo para estudiar el efecto sobre las células glémicas del cambio de la
solucién externa normoglucémica (ver “Materiales y Métodos”) por otra
solucién en la que la glucosa se sustituyé por 10 mM sacarosa (solucién
hipoglucémica 6 0 glucosa). Puesto que la sacarosa no es metabolizable, de
esta forma se mantiene la osmolaridad de la solucién deteniendo el

suministro de glucosa a las células glémicas.
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5. 1. Efecto de la ausencia de glucosa sobre la secrecion
celular en rodajas finas de cuerpo carotideo

Al aplicar la solucién hipoglucémica a las células glémicas en

las rodajas se observa un aumento significativo y reversible de la frecuencia

de eventos secretores, muy similar al obtenido con el descenso de la pO,

(Fig. 45A). Esta respuesta indica que en esta nueva preparacién de cuerpo

carotideo las células glémicas son sensibles tanto a la hipoxia como a la

hipoglucemia incrementando su actividad secretora.

A
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Figura 45. A. Respuesta neurosecretora de una célula glémica en una rodaja a la
exposicion de una solucién externa hipdxica y de una solucién externa con 0
glucosa. B. Distribucién de los valores de carga de eventos inducidos por hipoxia
(izquierda) o por hipoglucemia (derecha).
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La respuesta a hipoglucemia fue en todos los casos algo mas lenta
que la respuesta a hipoxia. Si en general las células glémicas necesitan
entre 30 a 60 segundos de exposicién a hipoxia para que se obtenga un
aumento claro de la actividad secretora, en el caso de la hipoglucemia este
tiempo es de al menos 60 a 120 segundos (ver Fig. 45A). Sin embargo
ambas respuestas son tanto mas rdpidas cuanto més exposiciones previas
se realicen. En cuanto a la intensidad de la respuesta las células glémicas
sometidas al estimulo hipoglucémico alcanzan niveles de actividad
secretora muy parecidos a los obtenidos con el estimulo hipéxico. La
frecuencia maxima de secrecidn de vesiculas medida en el minuto tras dos
minutos de exposicién a la solucién con 0 glucosa fue de 55.3 + 7.6 espigas
por minuto (n=10 células). Este valor es comparable a otros valores de
frecuencias de eventos secretores obtenidos con distintos estimulantes del
cuerpo carotideo, como por ejemplo la hipoxia o la rotenona (ver apartados
2.2 y 4.3 de esta seccion). Este resultado indica que la falta de glucosa activa
al cuerpo carotideo hasta niveles similares a los descritos con los estimulos
clasicos utilizados en el estudio de la fisiologia de este 6rgano.

En la figura 45B se muestra la distribucién de la carga estimada en
eventos de secrecién inducidos por hipoxia (izquierda) y por hipoglucemia
(derecha). El valor medio obtenido en la distribucién de los eventos
inducidos por hipoglucemia fue de 45 + 24 fC (n=742 espigas en 12
células). Este valor no es significativamente diferente (test t-Student,
0.>0.05) del obtenido para los eventos inducidos por hipoxia (ver apartado
2.2), lo que sugiere que ambos estimulos estian activando al mismo tipo de
vesiculas catecolaminérgicas.

La aplicacién de cadmio a la solucién externa hipoglucémica que
bafia a una célula glémica pone de manifiesto que la actividad secretora
inducida por falta de glucosa es totalmente dependiente de calcio
extracelular (Fig. 46; ejemplo de n=3 células). Este hecho sugiere que al

igual que ocurre con la estimulacién por baja pO,, la hipoglucemia produce
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apertura de canales de calcio voltaje-dependientes y que la entrada de

calcio es el evento que dispara la secrecién.

hipoxia 0 glucosa
200 uM Cd2+
'10 pA
R | l " e }I j]L.
1 min

Figura 46. Respuesta secretora de una célula glémica a los estimulos indicados
sobre las barras horizontales.

5. 2. El efecto de la hipoglucemia es dosis-dependiente

Para estudiar la sensibilidad del sistema sensor de glucosa del
cuerpo carotideo se analizé el efecto sobre la actividad secretora de las
células glémicas de soluciones con distintos grados de hipoglucemia
(soluciones con 0, 0.5, 1, 2 y 5 mM glucosa, completando el resto, hasta 10
mM, con sacarosa). Un registro representativo obtenido en una de las tres
células glémicas estudiadas, se muestra en la figura 47A. Nétese cémo la
frecuencia de eventos secretores es paulatinamente menor cuanto mayor es
la concentracién de glucosa en la solucién externa. La concentracién de 5
mM glucosa no indujo una actividad secretora significativamente diferente
a la obtenida con la solucién control (10 mM glucosa) en ninguna de las
células estudiadas. Si se considera la secrecién basal en 5 y 10 mM glucosa
como 100% de reduccién de la actividad maxima obtenida con 0 glucosa,
se pueden normalizar los porcentajes de reduccién de la respuesta méxima
a las distintas concentraciones de glucosa. En la figura 47B se representan
los valores promedio obtenidos frente a la concentracién del monosacérido.
Asumiendo que el proceso dependiese de la simple unién de glucosa por

parte de un sensor proteico, el grupo de puntos puede ajustarse a la
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ecuacién de Michaelis-Menten para reacciones enziméticas, cuya férmula
seria:

[glucosa]

[glucosa]+ Ky

donde Y representaria la actividad del hipotético sensor de glucosa, y K, la
concentracién de glucosa a la cual la actividad del sensor es la mitad de la
méxima. El ajuste a los datos experimentales resulta en una K, de 150 uM
glucosa; lo que indica que el sensor que hipotéticamente estarfa mediando
el proceso de deteccién de la glucosa en el cuerpo carotideo tiene una
afinidad relativamente alta por el azticar. Estas observaciones indican que
en condiciones de normoxia el cuerpo carotideo se estimula con niveles de

glucemia inferiores a 1.5-2 mM glucosa (ver més adelante).

A hipoxia 0 gluc 0.5 mMgluc 1 mMgluc 0 gluc

5 pA

1Fin
B

% de reduccion

[glucosa] (mM)

Figura 47. A. Respuesta secretora de una célula glémica a distintos grados de
hipoglucemia en la solucién externa. B. Representacién del porcentaje de
reduccion de la actividad méxima, frente a la concentracién de glucosa, y calculo
de la K, tras el ajuste a la ecuaciéon de Michaelis-Menten.
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5. 3. Relacién entre el efecto activador de la hipoglucemia

y la metabolizacién de la glucosa

Uno de los posibles mecanismos involucrados en el
funcionamiento como glucosensor del cuerpo carotideo podria tener
relacién con el desajuste metabdlico causado por la hipoglucemia. La
inhibicién del metabolismo oxidativo mitocondrial por falta del sustrato
esencial, podria provocar la entrada de calcio extracelular y activar la
secrecién, de forma similar a como actiian los agentes desacoplantes
mitocondriales (ver capitulo anterior). Para contrastar esta hipétesis se
estudiaron células glémicas expuestas a una solucién externa
hipoglucémica (0 glucosa) que llevaba ademas 10 mM piruvato sédico para
garantizar el funcionamiento del metabolismo oxidativo y la produccién de
ATP. En la figura 48A se muestra un registro obtenido en una de las tres
células estudiadas, resultado muy similar al observado en las otras dos. La
soluciéon con 0 glucosa y 10 mM piruvato induce un aumento en la
frecuencia de eventos secretores totalmente comparable al producido por la
solucién hipoglucémica estindar. Al ser el piruvato muy permeable a
través de sus transportadores especificos y fuente rdpida de produccién de
ATP en la mitocondria (Obeso y cols., 1986), este resultado sugiere que el
proceso de activacién del cuerpo carotideo por hipoglucemia no depende
del desajuste metabdlico en la mitocondria, y que ni el ATP ni ningtin otro
derivado del metabolismo mitocondrial actian de intermediarios en el
proceso (ver mds adelante).

Otra posibilidad es que fuese la propia molécula de glucosa la que
gjerce la accién inhibidora sobre la célula glémica, sin necesidad de ser
metabolizada. Para estudiar este punto utilizamos la 2-desoxi-glucosa, un
anédlogo no metabolizable de la glucosa pero estructuralmente muy similar.
Se estudi la aplicacion a 4 células glémicas de una solucién externa
hipoglucémica con 10 mM 2-desoxi-glucosa sustituyendo a la sacarosa. El

resultado en una de esas cuatro células se muestra en la figura 48B. Las
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otras tres células respondieron de igual modo, incrementando su actividad
secretora al exponerlas a la solucién externa sin glucosa y con 2-desoxi-
glucosa. Estos resultados sugieren que no es la propia molécula de glucosa
la que de forma directa modifica la excitabilidad celular y la actividad
secretora, y que productos derivados de la glucosa son necesarios para

inhibir la secrecién celular.

A hipoxia 0 gluc + 10 mM piruvato
5 pA
1 min
B hipoxia 0 gluc + 10 mM 2-desoxi-gluc
5 pA
%s 1 min

Figura 48. A. Respuesta secretora de una célula glémica a una solucién externa
hipoglucémica a la que ademas se le ha sustituido 10 mM NaCl por 10 mM
piruvato sédico. B. Respuesta de otra célula glémica en distinta rodaja a una
solucién hipoglucémica con 10 mM 2-desoxi-glucosa.

5. 4. Interaccién de la hipoxia con la hipoglucemia
Dado que las células glémicas responden a la hipoxia y a la
hipoglucemia, se estudi6 también la relacién existente entre ambos
estimulos. Al provocar un aumento similar en la frecuencia de eventos
secretores, en los dos casos de forma totalmente dependiente de calcio
extracelular, cabria esperar una interacciéon mds o menos estrecha entre
ambos estimulos en la excitacién de las células glémicas. En la figura 49 se

muestra un resumen de las interacciones obtenidas entre los estimulos
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hipoxia e hipoglucemia en la poblacién de células glémicas estudiadas. En
el panel A se muestra, por ejemplo, que la hipoxia ejerce una activacién de
la secrecién mayor en presencia de la solucién con 0 glucosa, lo que indica

que los dos estimulos se potencian.

hipoxia 0_glucosa hipoxia
hipoxia
| |5 pA
- J l
1 min
B hipoxia 40K 0 glucosa
|
[ 5 pA
} 1 min
C hipoxia 0 glucosa 40K
’5 pA
l l [ | L | " oy
1 min
D hipoxia 0 glucosa hipoxia 0 glucosa
hipoxia hipoxia
5 pA
2 min

Figura 49. Respuestas secretoras inducidas en cuatro células glémicas de distintas
rodajas, en respuesta a los distintos estimulos que se sefialan sobre las barras
horizontales.
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Sin embargo el oxigeno y la glucosa parecen tener mecanismos
sensores independientes ya que es posible registrar células que responden
separadamente a ambos estimulos. En el panel B de la figura 49 se muestra
una célula insensible a hipoxia pero capaz de responder a hipoglucemia, y
en el panel C el caso contrario, una célula sensible a hipoxia pero que no
responde al estimulo hipoglucémico. Finalmente existen células que no
responden ni a hipoxia ni a hipoglucemia, pero si lo hacen cuando se
aplican ambos estimulos conjuntamente (Fig. 49C). Estos resultados
sugieren que el incremento de la excitabilidad de las células glémicas
producido por hipoxia e hipoglucemia es aditivo y que determina el
aumento de actividad secretora si la despolarizacién de la membrana
supera el umbral necesario para activar los canales de calcio voltaje-
dependientes. La potenciacién entre los estimulos hipdxico e
hipoglucémico mostrada en los parrafos anteriores podria significar que en
condiciones fisioldgicas la sensibilidad del cuerpo carotideo a la
hipoglucemia es manifiestamente mayor en situaciones de hipoxia. En
estas condiciones la estimulacién adicional del cuerpo carotideo ocurriria
con hipoglucemias moderadas, lo que evitarfa que los cambios en la pO, y

en la glucemia dafiasen al tejido cerebral.

5. 5. Efecto de la hipoglucemia sobre las corrientes de
potasio
Tras la caracterizacién del efecto estimulador de la
hipoglucemia sobre la actividad secretora de las células glémicas y dado
que éste es dependiente de calcio extracelular y parece relacionado con
fenémenos de membrana, se inicié un estudio encaminado a determinar si
los canales i6nicos de la membrana participan en el proceso
quimiotransductor. El objetivo especifico ha sido estudiar si algunas de las
corrientes iénicas se modifica por la aplicacién de la hipoglucemia. Hasta

la fecha, este objetivo s6lo se ha desarrollado parcialmente, por lo que en
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este apartado se exponen Unicamente registros preliminares mostrando la
accién de la hipoglucemia sobre la corriente de potasio macroscépica de las
células glémicas. En la figura 50 se resume uno de tres experimentos
realizados que muestran que la ausencia de glucosa en el medio de
perfusién y en condiciones norméxicas regula la amplitud de la corriente
de potasio. El panel A ilustra cémo la aplicacién de la solucién con 0
glucosa resulta en una inhibicién reversible de las corrientes de potasio de
hasta casi un 50% y en el panel B se muestra una curva corriente/voltaje en

las tres condiciones experimentales.

A +20 mV +40 mV

control y recuperacion
control y recuperacion

[500 pA
B | (nA) 10 ms
3.0

O control 2.5
@® 0 glucosa
Arecuperacion 2.0

110
4.5

-60 -40 -20 0 20 40 60
Vm (mV)
Figura 50. A. Corrientes de potasio registradas en una célula glémica en respuesta
a pulsos despolarizantes de voltaje desde el potencial de membrana al potencial

indicado, y en las distintas condiciones expresadas. B. Curva corriente/voltaje
medida en el punto maximo de la corriente de salida.
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El efecto de la hipoglucemia sobre las corrientes de potasio es
relativamente rdpido y, al igual que la respuesta secretora, se acelera con la
exposicion repetida a 0 glucosa. Un ejemplo del curso temporal de los
cambios de la amplitud de la corriente de potasio con la hipoglucemia se
muestra en la figura 51. Aunque como se indicé mds arriba nuestros datos
son preliminares, no parece que la exposicién a 0 glucosa altere la voltaje-

dependencia o la cinética de activacién de la corriente.

control 0 glucosa recuperacion

10 ms
257 1 0 glucosa 4
2.0 l
z 7 | 000 &0 o0
= 15- OO 2 3 o0®
= 1.0 O O(I)
0.5-

Figura 51. Curso temporal de la respuesta a hipoglucemia de las corrientes de
potasio. Se representa la amplitud maxima de la corriente en respuesta a un tren
de pulsos despolarizantes a +20 mV (un pulso cada 10 s). En el panel superior se
muestran 4 ejemplos de las corrientes obtenidas en las distintas soluciones
externas, control e hipoglucémica.

La curva corriente/voltaje mostrada en la figura 50B parece indicar
que tras la reduccién de la corriente por la hipoglucemia, el componente
restante sigue mostrando la joroba a potenciales positivos caracteristica de
las corriente de potasio activadas por calcio sensibles a la hipoxia (ver Figs.

22y 27, y apartado 2.1). Es posible por lo tanto que la hipoglucemia inhiba
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a un canal rectificador tardio independiente de calcio. Sin embargo, parece
que los niveles de glucosa pueden regular mas de un tipo de canal, ya que
como se ilustra en la figura 52, en alguna célula también produjo inhibicién
de la corriente transitoria de potasio (ver Fig. 23B). Aunque preliminares,
nuestros datos sugieren que la hipoglucemia activa al cuerpo carotideo a
través de un mecanismo que converge con el de la hipoxia a nivel de los
canales voltaje-dependientes de potasio. Ambos estimulos generarian un
aumento de la excitabilidad de la célula con despolarizacién de la
membrana plasmatica, apertura de canales de calcio voltaje-dependientes

y entrada de calcio extracelular como detonante de la exocitosis.

0OmV +20 mV

control vy
ecuperacion

control y
recuperacion

Figura 52. Corrientes de potasio generadas en una célula glémica en respuesta a
pulsos de voltaje despolarizantes desde el potencial de membrana hasta los
potenciales indicados, y en las distintas condiciones expresadas.
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1. La preparacion de rodajas finas de cuerpo carotideo

En este trabajo se describe una nueva preparacion de cuerpo
carotideo de rata consistente en la obtencién de rodajas finas (=150 pm de
grosor) que se cultivan durante 2 a 4 dias. Esta preparacién ha permitido
estudiar las respuestas de las células glémicas a diferentes estimulos sin
haber sido sometidas a tratamiento enzimatico o dispersién mecanica, lo
que representa un paso adelante muy importante para determinar de forma
precisa los mecanismos moleculares que subyacen a la funcién normal del
cuerpo carotideo. La preparacién de rodajas finas ha demostrado ser
particularmente 1til para el estudio de la actividad secretora de
catecolaminas en células tinicas mediante amperometria y para el registro
bajo control visual de corrientes iénicas con la técnica de patch-clamp.

Las propiedades electrofisiolégicas generales de las células glémicas
en las rodajas son parecidas a las descritas previamente para células

glémicas dispersadas enzimaticamente (Peers, 1990; Lépez-Lépez y cols.,

82



Discusion

1997). Sus respuestas a hipoxia, estudiadas tanto con la técnica de patch-
clamp como con el registro de la actividad secretora, son también
cualitativamente similares a las descritas previamente por nuestro grupo
en células glémicas aisladas de conejo (Urefia y cols., 1994; Montoro y cols.,
1996). En ambas especies la liberacién de catecolaminas inducida por
niveles fisiolégicos de hipoxia (pO,=30 mm de Hg) es totalmente
dependiente de entrada de calcio extracelular. Por tanto, nuestros datos
soportan la hipétesis de que las células glémicas se comportan como
elementos neurosecretores sensibles a oxigeno. En ellas la entrada de calcio
inducida por la despolarizacién en respuesta a hipoxia es el evento
fundamental que desencadena la liberacién de neurotransmisores y la
activacion de las fibras sensoriales aferentes (Lépez-Barneo y cols., 1993;
Urefia y col., 1994).

Una vez establecida la viabilidad de la preparacién de rodajas de
cuerpo carotideo y llevada a cabo su caracterizacién general, nuestro
trabajo se ha centrado en contrastar experimentalmente varias hipétesis e
interrogantes que nos parecian de relevancia especial dentro de la fisiologia
del cuerpo carotideo. En primer lugar se comprobé en las condiciones
experimentales de las células en las rodajas (presumiblemente mas
“fisioldgicas” que en células dispersas) si el bloqueo directo de canales de
potasio voltaje-dependientes es suficiente para producir una respuesta
neurosecretora similar a la inducida por la hipoxia. Dada la situacion
actual en el campo (ver “Introduccién”) este experimento nos parecié de
importancia crucial para establecer de forma definitiva el importante papel
de los canales de potasio sensibles al oxigeno como iniciadores del proceso
quimiotransductor.

Posteriormente se han realizado experimentos con inhibidores
mitocondriales para determinar si este organulo (aunque no involucrado
directamente en el proceso secretor) tiene alguna participacién como sensor

de oxigeno y regulador de la permeabilidad i6nica de la membrana.
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Finalmente, la rodaja de cuerpo carotideo nos pareci6 la preparacion
ideal para investigar si este 6rgano participa como glucosensor. Esta tltima
hipétesis, que de forma més o menos implicita ha aparecido en la literatura
especializada durante las tltimas décadas (ver por ejemplo, Alvarez-
Buylla y de Alvarez-Buylla, 1988), no ha sido posible abordarla

experimentalmente de forma rigurosa hasta el momento actual.

2. Participacién de los canales de potasio voltaje-dependientes
en el mecanismo de quimiotransducciéon

Una de las observaciones mdas importantes llevada a cabo en este
trabajo ha sido que la aplicacién de bloqueantes de canales de potasio
como el TEA o la IbTX induce en las células glomicas una respuesta
secretora similar a la evocada por la hipoxia. Esta similitud contrasta con
la falta de efecto del TEA sobre células glémicas de rata dispersadas
enzimdaticamente (Buckler, 1997). Ademas, nuestros resultados sugieren
que el bloqueo directo de los canales de potasio sensibles a oxigeno, que en
estas células son aquellos sensibles a TEA e IbTX (Peers, 1990; Lopez-
Lépez y cols., 1997, ver Gélvez y cols., 1990), puede conducir a un aumento
de la actividad secretora. De hecho se ha descrito que en células dispersas
basta con aplicar el TEA en presencia de solucién con alto potasio para
obtener la respuesta secretora al bloqueante (Carpenter y cols., 2000), lo que
sugiere que las células dispersas mantenidas en cultivo tienen un potencial
de membrana algo hiperpolarizado con respecto al de las células en las
rodajas. Por lo tanto, nuestros datos indican que la inhibicién de canales de
potasio voltaje-dependientes por la hipoxia puede contribuir a la iniciacién
de la respuesta secretora.

Una corriente de potasio tipo leak, insensible al TEA e inhibida
preferentemente por anoxia o hipoxia extrema, ha sido descrita en células
gléomicas dispersadas enzimaticamente de cuerpo carotideo de rata

(Buckler, 1997). La presencia o no de ambos tipos de corrientes (la mediada
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por canales K., y la de tipo leak) en las mismas células glémicas, o si éstas
se regulan de forma diferencial a lo largo del rango de pO, son cuestiones
que deberén ser respondidas con futuros experimentos.

Basdndonos en los datos del presente trabajo, es dificil entender la
insensibilidad del cuerpo carotideo completo al TEA, la caribdotoxina
(CTX) o la 4-aminopiridina (4-AP) descrita por algunos autores (Doyle y
Donnelly, 1994; Osanai y cols., 1997, Lahiri y cols., 1998). Aunque la
identidad molecular de los canales de potasio de la sinapsis glémico-
neural se desconoce, es légico pensar que, independientemente de los
mecanismos involucrados en la transduccién del estimulo hipéxico, deben
existir varios canales de potasio en la propia sinapsis y a lo largo de las
fibras nerviosas aferentes. El bloqueo de estos canales con agentes
farmacolégicos (TEA, CTX, 4-AP, etc) debe por tanto alterar no solo la
liberacién de neurotransmisor por la célula glémica sino ademés la
frecuencia y forma de los potenciales de accién que se propagan por la
fibras nerviosas aferentes. Dado que los bloqueantes de canales de potasio
utilizados (TEA, 4-AP o CTX) son moléculas relativamente grandes y poco
permeables a través de bicapas lipidicas, es posible que en la preparacion
de cuerpo carotideo completo perfundido a través de la arteria carétida,
estas moléculas no alcancen las concentraciones adecuadas en el medio

externo de las células glémicas.

3. Bloqueantes mitocondriales y mecanismo sensor de oxigeno
Como se indicé en “Introducciéon” estd aceptado que el proceso de
quimiotransduccién en el cuerpo carotideo depende fundamentalmente de
eventos eléctricos de la membrana que determinan la entrada de calcio
extracelular (ver Figs. 3 a 5). Sin embargo, la naturaleza y localizacién de
las moléculas sensoras de O, y por tanto encargadas de detectar
primariamente los niveles de pO, se desconoce. Desde hace tiempo varios

grupos han propuesto que la mitocondria tiene una participacién esencial
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en el proceso de quimiotransduccién del cuerpo carotideo, y en muchas
ocasiones la intoxicacién mitocondrial, que activa al cuerpo carotideo, se
ha considerado como estimulo (hipoxia histotéxica) similar al de la
reducciéon de la pO, (hipoxia hipéxica) (Mills y Jobsis, 1972; Biscoe y
Duchen, 1989). En el presente trabajo se han comparado los efectos de
intoxicadores de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
(CTEM) con los producidos por la hipoxia. Ademads, se ha estudiado si
algtin componente de la CTEM podria participar como sensor de O,.

Ya que el O, es el aceptor final de los electrones que se transportan en
la cadena respiratoria mitocondrial es légico pensar que este orgdnulo
tenga una participacién en la deteccién de las situaciones hipéxicas. De
hecho, varios autores han mantenido durante décadas que la citocromo c
oxidasa mitocondrial acttia como sensor de O, en el cuerpo carotideo (Mills
y Jobsis, 1972; Duchen y Biscoe, 1992a y b; Wilson y cols., 1994). Sobre la
base de esta idea se postulé la hipétesis metabdlica segiin la cual la
inhibicién de la oxidasa por descenso de la pO, modificaria el potencial de
membrana mitocondrial, alterando de esta forma el control de la [Ca®]
citosélica por parte de este orgdnulo. La posterior salida de iones calcio
desde la mitocondria al citoplasma activaria el proceso de exocitosis del
neurotransmisor (Biscoe y Duchen, 1990). Como se indicé anteriormente,
basandose en estas ideas algunos autores han considerado que la
intoxicacién de la CTEM es semejante al estimulo hipéxico. Aunque los
experimentos electrofisiolégicos han mostrado que esta hipétesis no es
correcta en su fundamento, es todavia posible que la mitocondria tenga una
participacién importante en el mecanismo quimiosensor generando
especies reactivas de oxigeno (ERO) en funcién de los niveles de pO,. En
varios laboratorios, incluido el nuestro (Archer y cols., 1993; Benot y cols.,
1993; Lépez-Barneo y cols., 1998), se ha sugerido que la hipoxia podria

regular los fenémenos de membrana por un mecanismo de
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reduccién/oxidacién ya que el efecto de agentes reductores sobre los

canales regulados por el O, es muy similar al descenso de la pO,.

rotenona  antimicina A :
: Ht
l !
2e- :
NADH + H+ C)z + HZO
NAD* 2Ht +1/20,
Complejo | Complejo il o

Figura 53. Esquema ilustrativo de la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria. Se muestra el lugar donde actdan los distintos inhibidores utilizados
en este estudio, y la produccién de radicales superéxido a nivel de la ubiquinona.

En la CTEM no todos los electrones se utilizan para la formacién de
agua ya que existen puntos de “fuga” de electrones que dan lugar a la
reduccién parcial del O, y a la produccién de radical superéxido (O;°).
Existe superéxido dismutasa mitocondrial que convierte la especie muy
reactiva O,” en H,0,. Aunque se producen radicales superdxido en
diferentes partes de la mitocondria, es en el complejo III (al nivel de la
semiubiquinona) donde la formacién de O, es mayor (Chandel y cols.,
1997; Duranteau y cols., 1998; ver Fig. 53). Por lo tanto, la inhibicién
mitocondrial a nivel de la citocromo ¢ oxidasa utilizando cianuro produce
un incremento de ERO por acumulacién de ubiquinona reducida. Este
hecho es opuesto, en principio, a lo que se sabe que produce la hipoxia
fisiolégica detectada por el cuerpo carotideo o la arteria pulmonar, e indica
que la hipoxia fisioldgica y la intoxicacién por CN son fenémenos distintos

e incluso opuestos (Archer y cols., 1993). En nuestro tabajo se muestra que
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la estimulacién por CN es sustancialmente diferente a la hipoxia, lo cual
estd de acuerdo con datos de la literatura relacionados con la regulacién de
genes por hipoxia. Se sabe que el gen EPO (que codifica la eritropoyetina) y
otros genes, se inducen por hipoxia y no por cianuro (Necas y Thorling,
1972; Pugh y cols., 1991; Chandel y cols., 1998). Ademas, en genes que se
inducen tanto por la hipoxia como por la inhibicién mitocondrial con CN,
como es el gen que codifica el transportador de glucosa GLUT1, se ha
descrito que ambos mecanismos de regulacién dependen de secuencias
distintas del promotor (Ebert y cols., 1995). En el presente trabajo se
describen diferencias claras entre el incremento de la actividad secretora de
las células glémicas inducido por aplicacién de CN (efecto irreversible y
dependiente en gran parte del calcio mitocondrial), y el inducido por la
hipoxia fisioldgica (efecto reversible y dependiente de forma absoluta del
calcio extracelular).

Aun admitiendo la total separacién entre la aplicaciéon de cianuro y
el estimulo hipéxico, si parecen existir relaciones entre el efecto de la
aplicacién de rotenona, inhibidor proximal de la CTEM, y la baja pO,. La
inhibicién del complejo I mitocondrial por rotenona induce un aumento de
la frecuencia de eventos secretores registrados en las células glémicas muy
similar al evocado por la hipoxia, totalmente dependiente de calcio
extracelular aunque, en el caso del inhibidor, el efecto es generalmente
irreversible. Ademds, durante la aplicacién de rotenona o incluso tras su
lavado, la hipoxia no tiene efecto adicional sobre la secrecién. Existe por
tanto una oclusién entre ambos estimulos, sugiriendo que comparten sus
mecanismos de accién. Esta oclusién de la rotenona sobre el efecto de la
hipoxia estd descrita en otros modelos celulares sensibles a oxigeno como
la arteria pulmonar (Archer y cols., 1993), donde tanto la hipoxia como la
rotenona disminuyen la produccién de ERO consistente con una actuacién
sobre el complejo I mitocondrial (ver Fig. 53). La disminucién de radicales

libres genera un ambiente reductor que disminuye la probabilidad de
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apertura de los canales de potasio, lo que conduce a la despolarizacién. Los
datos obtenidos con rotenona en el presente trabajo también concuerdan
con los resultados recientes que muestran un bloqueo claro por rotenona de
la expresién de genes en respuesta a hipoxia (Chandel y cols., 1998).
Ademas, estd descrito que en células que no poseen ADN mitocondrial (y
por lo tanto no tienen mitocondrias funcionales) no ocurre la activacién de
la expresién de genes por el descenso de la pO, (Chandel y cols., 1998). Sin
embargo en el campo de la expresién de genes inducida por hipoxia existe
una cierta confusion ya que si bien en la mayoria de los casos parece que la
hipoxia da lugar a disminucién de ERO y a estabilizacién de los factores de
transcripcion (HIF1a o factor inducible por la hipoxia) que inducen a los
genes (Huang y cols., 1996, 1998; Salceda y Caro, 1997; ver Semenza, 1999),
en otros casos (sobre todo con hipoxia extrema y mantenida) se ha
postulado que la hipoxia incrementa la produccién de H,O, de origen
mitocondrial, lo que ademés estabiliza a los factores de transcripcién
(Chandel y cols., 1998).

Centrdndonos en los mecanismos de regulacién de canales idnicos,
la mayoria de los datos experimentales indican que la condicién de hipoxia
y los agentes reductores tienen un efecto similar. Ademdas de en la
mitocondria, las especies oxidantes producidas en condiciones de
normoxia también pueden proceder de una NADPH oxidasa de membrana
similar a la de los macréfagos que produce el brote respiratorio. Este tipo de
oxidasa se encuentra en varios tejidos (incluido el cuerpo carotideo) y ha
sido propuesta como sensor de oxigeno (Acker y cols., 1989; Cross y cols.,
1990; Gorlach y cols., 1993). Sin embargo, aunque el modelo de la NADPH
oxidasa parece ser cierto para sistemas celulares como los cuerpos
neuroepiteliales (Wang y cols., 1996; Fu y cols., 2000; O’Kelly y cols., 2000),
el estudio de ratones sin la subunidad principal de la oxidasa y de lineas
celulares derivadas de enfermos que carecen de la enzima funcional, revela

que en otros tejidos la NADPH oxidasa no participa en el proceso sensor de
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la tensién de O, (Wenger y cols., 1996; Archer y cols., 1999). En el cuerpo
carotideo parece que la aplicacién de distintos inhibores de la NADPH
oxidasa no imita la activacién del 6rgano por hipoxia (Obeso y cols., 2000).

El sensor de la pO, y la forma en que éste se acopla a los canales
i6nicos del cuerpo carotideo se desconoce, aunque nuestro trabajo sugiere
que una flavoproteina sensible a rotenona similar al complejo I
mitocondrial participa en el proceso. Es indudable que la intoxicacion
mitocondrial con cianuro u otros agentes provoca una respuesta secretora
en las células glémicas, sin embargo éste parece ser un estimulo
independiente de la hipoxia fisiolégica. La sensibilidad a los cambios de la
pO, es un evento que al menos en células glémicas de conejo estd muy
asociado a la membrana ya que se mantiene inalterado en parches de
membrana escindidos (Ganfornina y Lépez-Barneo, 1991). Podria ocurrir,
por tanto, que el sensor estuviese unido a la cara interna de la membrana
de forma no covalente y que en determinadas circunstancias pueda
disociarse o separarse del complejo oligomérico del canal. Esto explicaria la
labilidad de la sensibilidad a la hipoxia y la existencia de preparaciones de
células glémicas aparentemente normales pero que no responden a los
cambios de pO, (ver Lépez-Barneo y cols. 1998; ver apartado 2.2 de
“Resultados”). Un modelo que podria explicar la sensibilidad a la hipoxia
de las células glémicas se muestra de forma esquemadtica en la figura 54. Se
considera como sensor primario una flavoproteina con un complejo Fe-S
capaz de unir reversiblemente el O, dentro de los rangos fisiolégicos de
pO,. Esta proteina (que en la figura se representa como perteneciente al
complejo I mitocondrial pero que podria estar en otro lugar) estaria
acoplada a los canales iénicos sensibles al O, y en su conformacién
“desoxi” provocaria la disminucién en la probabilidad de apertura del
canal, bien alostéricamente o a través de la liberacién local de algtn
intermediario. Si la proteina sensora es el complejo I mitocondrial, nuestro

modelo llevaria implicito la asociacién entre las mitocondrias y los canales

90



Discusion

sensibles al O,, de modo que la separacién de las mitocondrias de la
membrana tendria como resultado una perdida de la sensibilidad de las
células a la hipoxia. No obstante, es razonable considerar que el sensor
sensible a rotenona no sea necesariamente el complejo I mitocondrial sino
que forme parte de algiin otro complejo molecular, en organulos como por
ejemplo los peroxisomas con cadenas de transporte electrénico de menor
entidad que las mitocondrias (ver Halliwell y Gutteridge, 1999). Visto de
este modo, la intoxicacién mitocondrial (con cianuro o antimicina A) y la
produccién de ERO daria lugar independientemente del estimulo hipéxico
al incremento de la exocitosis (posiblemente por potenciacién de la
actividad de canales de sodio o de calcio, o la liberacién de Ca?
mitocondrial). En células sensibles a la hipoxia, este estimulo seria
selectivo e incrementaria la secrecién por inhibicién de los canales de
potasio sensibles al O, En estas células, la hipoxia y la inhibicién
farmacolégica mitocondrial tendria el efecto aditivo que se muestra en este

trabajo.

célula con respuesta célula sin respuesta
secretora a la hipoxia secretora a la hipoxia

Figura 54. Esquema ilustrativo de la hipdtesis acerca del sensor de oxigeno
inhibible por rotenona en el cuerpo carotideo.

91



Discusion

4. El cuerpo carotideo como glucosensor

Como se indic6 anteriormente, desde hace tiempo se ha sugerido
(sobre todo por Ramén Alvarez-Buylla y cols.) que el cuerpo carotideo
actia como glucosensor y que en respuesta a la hipoglucemia se produce
una activacion del érgano que no sélo da lugar a la liberacién de glucosa a
la sangre sino que genera una mayor retencién de glucosa en el cerebro
(Alvarez-Buylla y de Alvarez-Buylla, 1988; Alvarez-Buylla y cols., 1997).
Sin embargo, y posiblemente por limitaciones metodoldgicas, el papel
glucosensor del cuerpo carotideo y los mecanismos celulares subyacentes
no se han podido demostrar de forma directa.

En este trabajo se muestra que las células glémicas en las rodajas
responden con una actividad secretora importante ante la exposicion a una
solucion externa sin glucosa y que el efecto depende de fenémenos de
membrana ya que no se observa al bloquear los canales de calcio con Cd*.
La curva dosis-respuesta del efecto activador de la hipoglucemia tiene una
K, de 150 uM glucosa, lo que indica que la concentracién de glucosa debe
descender marcadamente para activar de forma méxima al cuerpo
carotideo. Sin embargo, también hemos demostrado que existe una
potenciacién muy marcada entre el estimulo hipéxico y la hipoglucemia, lo
que determina que en condiciones de hipoxia moderada el efecto
estimulador de la hipoglucemia sea mucho mayor. La sensibilidad a la
glucemia de las células glémicas podria tener repercusiones funcionales
muy importantes al favorecer la estimulacion méxima del centro
respiratorio y los centros cerebrales que activan el sistema simpético-
adrenal en condiciones de isquemia (hipoxia e hipoglucemia) y, de este
modo, evitar la muerte neuronal.

El que la respuesta a hipoglucemia no se evite por la aplicacién de
piruvato o de 2-desoxiglucosa indica que el proceso glucosensor no
depende del transporte de glucosa o de la disminucién de ATP intracelular.

De hecho, se sabe que el piruvato a las concentraciones usadas en este
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trabajo es capaz de mantener intactos los niveles de ATP intracelulares en
el cuerpo carotideo (Obeso y cols., 1986). Ademéds, nuestros experimentos
preliminares utilizando la técnica de patch-clamp en células dializadas
muestran que el efecto de la hipoglucemia sobre las corrientes de potasio se
mantiene en presencia de 4 mM Mg-ATP intracelular. Estos datos indican
que la sensibilidad a la glucosa de las células glémicas no depende del
metabolismo oxidativo, al contrario de lo que est4 bien demostrado ocurre
en las células B del pancreas endocrino (Ashcroft y cols., 1984). Sin
embargo, si parece ser necesaria la metabolizacion de la glucosa
posiblemente por una via que no implica la sintesis de ATP (ver mas abajo).
La estimulacién de la actividad secretora de las células glémicas por la
hipoglucemia recuerda a la fisiologia de las células o del pédncreas, que
responden con la liberacién de glucagén cuando disminuye la glucosa
extraceluar. No obstante, el mecanismo de estimulaciéon de estas ultimas
células se desconoce (Bokvist y cols., 1999).

Nuestros datos sugieren de forma que creemos convincente que el
mecanismo sensor de la glucosa tiene relacién directa con el
funcionamiento de los canales de potasio. En células registradas con la
técnica de patch-clamp hemos podido mostrar la inhibicién de corrientes
macroscopicas de potasio por la hipogucemia y, en algin caso, parece
observarse de forma clara que esta inhibicién se debe a la reduccién de la
amplitud de la corriente no dependiente de Ca** (ver Fig. 50). Sobre la base
de estas observaciones es atractivo pensar que la sensibilidad a la glucosa
dependa de algiin sensor metabdlico existente en los canales iénicos
voltaje-dependientes. Las moléculas més adecuadas para llevar a cabo este
papel son las subunidades B de los canales de la familia Kv que se sabe se
unen a las subunidades o por la cara interna de la membrana y forman
parte del complejo multimérico del canal. Se ha descrito que este tipo de
subunidades tienen una secuencia con una homologia alta con los enzimas

de la familia de las aldo/ceto reductasas, capaces de reducir
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reversiblemente grupos aldehidos o ceténicos a sus alcoholes primarios
captando o transfiriendo un protén desde el anillo nicotinamida del NADP
0 el NADPH (McCormack y McCormack, 1994; Jez y cols., 1997). De hecho,
un estudio cristalografico reciente de una subunidad P de canales de
potasio ha mostrado la existencia en su estructura de zonas caracteristicas
de unién de sustratos, como alguna hexosa y el NADPH (ver ilustracién en
portada; Gulbis y cols., 1999).

Sobre ]la base de los datos descritos anteriormente nuestra propuesta
es que exista en las células glémicas alguna aldo/ceto reductasa (bien la
propia subunidad B o asociada a su vez a la subunidad f de los canales de
potasio Kv) capaz de metabolizar la glucosa y de producir una variacion de
los niveles de NADPH en funcién de la glucosa extracelular. La
disminucién del NADPH en condiciones de hipoglucemia causaria
modificacién de la estructura de la subunidad f, lo que a su vez conducirfa
a la inhibicién de los canales de potasio, al aumento de excitabilidad

celular, a la apertura de canales de calcio y a estimulacion de la secrecion
(Fig. 55).

normoglucemia hipoglucemia

glucosa

Ca2+ de K* de Ca2+

Figura 55. Esquema ilustrativo de la hipétesis acerca del mecansimo sensor de
glucosa en las células glémicas del cuerpo carotideo.
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Dentro de las posibles alternativas, parece interesante sugerir, como
se indica en la figura 55, que la molécula que detecta la glucosa sea la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), enzima muy regulada y
limitante en la ruta de las pentosas fosfato, que se sabe oxida un grupo
alcohol de la glucosa y genera NADPH. De hecho, la K; (150 uM glucosa)
del proceso que regula la secrecién en respuesta a la hipoglucemia es muy
similar al valor descrito para la G6PD (Lehninger, 1979). La comprobacién
experimental de esta hipdtesis es parte del trabajo actual de nuestro
laboratorio y, de confirmarse, demostraria el papel de los canales i6nicos de
potasio como moléculas que permiten la interaccién entre la actividad
electrofisiolégica y el metabolismo celular.

Nuestros datos abren un nuevo capitulo en la fisiologia molecular de
las células glémicas, donde variables fisioldgicas como la tensién de O, y la
glucemia convergen para determinar cambios de actividad
electrofisiolégica que ponen en marcha reflejos adaptativos de un valor

fundamental en la homeostasis del organismo.
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Las principales conclusiones de este trabajo son:

1. La preparacién de rodajas finas de cuerpo carotideo permite el estudio de
las células glémicas sin que hayan sufrido el proceso de tratamiento
enzimatico y dispersion mecénica del tejido utilizado en los protocolos
clasicos. El nuevo abordaje experimental permite ademdas el estudio
electrofisiolégico mediante las técnicas de patch-clamp y de registro

amperométrico de células glémicas tinicas bajo control visual directo.

2. Las células glémicas en las rodajas poseen unas caracteristicas
electrofisiolégicas generales (corrientes idnicas, actividad secretora, etc)
similares a las descritas en células dispersadas enziméticamente. Ademas,
sus respuestas a hipoxia son también cualitativamente parecidas a las

obtenidas en células aisladas.
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3. La aplicacién de bloqueantes de canales de potasio voltaje-dependientes
como el TEA o la IbTX induce en las células glémicas un aumento de la
actividad secretora muy similar al evocado por la hipoxia, lo que sugiere
que la inhibicién de canales de potasio por el descenso de la pO, puede ser

un evento crucial en el inicio de la transduccién del estimulo hipéxico.

4. El bloqueo de la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial por cianuro (CN) en
las células glémicas genera una respuesta secretora de caracteristicas muy
distintas a la activacién por hipoxia. Mientras que el descenso de la pO,
produce un aumento de la actividad secretora reversible y totalmente
dependiente de calcio extracelular, la aplicacién de CN induce un aumento
irreversible de la frecuencia de eventos secretores y solo parcialmente
dependiente de calcio extracelular. Ademads, la existencia de células que
responden a la aplicacién de CN siendo insensibles a la falta de oxigeno
confirma que la llamada hipoxia histot6xica (intoxicacién metabdlica por

aplicacién de CN) no es equivalente a la hipoxia fisiolégica.

5. El aumento de la actividad secretora inducido por aplicacién de rotenona
o antimicina A (inhibidores proximales de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial), tiene caracteristicas diferentes a la activacién por
aplicacién de CN. En el caso de los inhibidores proximales la respuesta es
menos intensa y totalmente dependiente de calcio extracelular. Nuestros
datos indican que los efectos inducidos por intoxicacién metabdlica no son

siempre idénticos, sino que dependen del inhibidor mitocondrial utilizado.

6. El efecto de la rotenona sobre la secrecién de las células glémicas en las
rodajas es particularmente interesante, ya que no sélo posee caracteristicas
similares a la activacién por hipoxia sino que ademas ocluye el efecto de
ésta. Este resultado sugiere que ambos estimulos, hipoxia y aplicacion de

rotenona, podrian estar compartiendo el mecanismo de accion.
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7. Las células glémicas en las rodajas responden a la falta de glucosa en el
medio de perfusién incrementando su actividad secretora hasta niveles
equiparables a los alcanzados con un estimulo hipéxico. Esta secrecién en
respuesta a hipoglucemia depende en su totalidad de entrada de calcio
externo, sugiriendo que el proceso glucosensor en el cuerpo carotideo es

voltaje-dependiente y estd asociado a eventos de membrana.

8. Los resultados obtenidos de la aplicacién de piruvato y 2-deoxiglucosa
indican que el proceso de deteccién de la glucosa en el cuerpo carotideo,
aunque requiere algiin paso de metabolizacién del aztcar, no depende del

metabolismo mitocondrial ni de los niveles de ATP celulares.

9. Datos preliminares obtenidos mediante la técnica de patch-clamp indican
que la hipoglucemia disminuye reversiblemente la amplitud de las
corrientes de potasio voltaje-dependientes en las células glémicas. Esta
inhibicién de canales de potasio por falta de glucosa podria conducir a la
despolarizacién, apertura de canales de calcio voltaje-dependientes,

entrada de calcio y activacién de la secrecién.
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