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INTRODUCCION

JPor qué cuando estamos sometidos a situaciones de
estréso simplemente recibimosunsusto, nuestras condiciones
corporales se modifican? Lanaturalezanos ha dotado de
mecanismos para protegemnos ante tales situaciones que el
cuerpo interpretacomo de peligro. Elincremento tantoenla
frecuencia cardiaca como en la presion arterial, asi como en
los niveles de aziicar en lasangre o insensibilidad al dolor,
son algunos ejemplos de lareaccion del organismo y que
tienen lafinalidad de favorecer las respuestas comode huida,
de lucha, etc.,que tienden a preservar nuestra vida'.

Uno de los principales sistemas involucrados en la
integracion de la informacion para responder contra los
estimulos nocivos, es el sistema endocrino. Dicho sistema
estd constituido por glindulas que sintetizan y secretan
hormonas que son vertidasalasangre y de allison distribuidas
haciatodos los tejidos del cuerpo pararealizar su efecto. Tal
es ¢l caso de la médula de la glandula suprarrenal quien
sintetiza y secreta adrenalina, noradrenalinay dopamina (las
llamadas catecolaminas)’. Las células responsables de la
sintesis y liberacion de estas hormonas suprarrenales se les
CONOCE COmo , yaque reaccionan conlassales de
cromo poroxidacion de laadrenalina dando una coloracion
pardo-amarillenta®. El origenembriolégico deestas células
esnervioso y por tanto su comportamiento s similar al de
una neurona, sélo que en lugar de transmitir sefiales
electroquimicas, liberan hormonas *.

Las células cromafines sccretan las catecolaminas cuando
son estimuladas por terminales nerviosas procedentes del
e R . :
llamada acetilcolina. Resumiendo la descripcion de un
evento en situaciones de estrés seria: Nuestros sentidos nos
informan de laexistencia de una situacion determinada, el
sistema nervioso laintegra y posteriormente lainterpreta
como de peligro, entonces enviainformacion através del
nervio esplacnicoquien liberaacetilcolina, la cual, estimula
a las células cromafines para que secreten adrenalina,
noradrenalinay dopamina, a continuacion estas hormonas se
distribuyen por lasangre amiisculos, corazon, higado, etc.,

paradar larespuesta adecuada.

Ahora bien, ;qué s lo que ocurre en ¢l interior de la
célula cromafin cuando se le da una estimulo fisiologico

como loes el de laacetilcolina? A grandes rasgos, al llegar
laacetilcolinaalacélula, éstaes reconocidapor receptores
especificos localizados en lamembrana plasméticay como
consecuenciade estaasociacion (neurotransmisor-receptor),
seproducen cambios en lapermeabilidad de lamembrana
que permiten laentradadeiones comoel sodioy el calcio por
medio de la aperturade canales especificos paraestosiones'”.
Asi, cuando se abren los canales de calcio, el calcioentray
su incremento intracelular tiene diversos efectos que se
traducen finalmenteen lafusion de los grinulosque contienen
alas catecolaminas (granulos cromafines) conlamembrana
plasmatica, para liberarlas hacia el exterior, Este proceso se
CONOCe como exocitosis'',

Los granulos cromafines que almacenan a las
catecolaminas se encuentran en el citoplasma, perono de
manera libreni azarosa, sino queestan asociados a proteinas
estructurales llamadas citoesqueletales; por lo que el
transporte de granulos del sitio de formacion (reticulo
endoplasmico) haciael lugar de anclaje cercadelamembrana,
implicasumovilizacion ordenada.
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delavelocidad con quelos granulos desecrecionse dispongan
en las cercanias de lamembranay se disocien de las proteinas
del citoesqueleto. Estos i0s de desplazamiento y
disociacion estan fuertemente influidos por cambios
morfolégicos de los filamentos del citoesqueleto que se dan
por el ensamblaje-desensamblaje de los mismos’. Este
fenomeno ocurre gracias a laaccion de enzimas llamadas
fosfatasas que incorporan fosfatos a las proteinas
(fosforilacion) para el ensamblaje. Asi mismo, la
desincorporacion de estos fosfatos mediante enzimas
conocidas como quinasas, llamado este proceso
defosforilacion, provocan el desensamblaje delos filamentos
volviéndose asu posicion original®, Por tanto se puede decir
que lasecrecion de adrenalina, noradrenalinay dopamina
porlacélulacromafin, es debidaen gran medidaaprocesos
de fosforilacion-desfosforilacién de proteinas citoesque-
letales; sinembargo este hecho aiinno hasido plenamente
demostrado.
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monal es através de modificarlos niveles de fosforilacion
producidos por alteraciones en las enzimas fosfatasas o
quinasas. Recientemente se ha descubierto una toxina
denominada Caliculina-A producida por unaesponja ma-
rina, la cual actia como un potente inhibidor de las enzimas
fosfatasas®; por lo que un blogueo de estas enzimas permitiria
laaccionsolamente de las quinasas, lo que originariauna
hiperfosforilacion. Ademas se haobservado queesta toxina
produce cambios morfologicos endiferentestipos celulares,
tales como fibroblastos y neuroglia’; implicando
posiblemente laalteracion de laestructuradel citoesqueleto.

OBJETIVO

Elobjetivo fundamental deeste trabajo fue el deestablecer
el efecto de la inhibicion de enzimas fosfatasas sobre la
secrecionde catecolaminas y ladistribucion de los granulos
secretores en células cromafines de la glandula suprarrenal.

MATERIALY METODOS

Las células cromafines fueron obtenidas de glandulas
suprarrenales de bovino extraidas y dispersadas por digestion
con colagenasa y purificadas en gradientes de Percoll. Se
mantuvieronen cultivoen monocapas con medio de cultivo

Dulbecco modificado de Eagle y utilizadas al tercer dia
después de sembradas.

Lavaloracion delasecrecion de catecolaminas serealizo
através delaliberacion porcentual de noradrenalina tnitiada
en condiciones basales, de estimulacion con agentes
despolarizantes como el potasio y en presenciadel inhibidor
de fosfatasas, caliculina-A. Lamedicion se efectuéenun
contador de radiaciones beta empleando como interfase
liquido de centelleo.

Paraestablecer si se produciaun cambioen laformade
las células cromafines debido a una hiperfosforilacion del
citoesqueleto producido porla caliculina-A se incubaron
célulasen presenciade latoxina y se observarondurante 15
minutosa 37°C bajo microscopio de contraste de fase.

Conel objeto de demostrar la fosforilacionde proteinas
del citoesqueleto por efectode lacaliculina-A, las células se
incubaron con fosfororadioactivo (ortofosfato-*P, I mCv/
ml de medio de incubacion). Unahora después las células
fueron sometidas a las siguientes condiciones: basales, de
estimulacion con potasio como referencia durante 1 minuto
y con caliculina-A por 5, 15 y 30 minutos. El analisis de la
fosforilacion de proteinas totales se realizo por electroforesis

monodimensional en geles de

poliacrilamiday autorradiografia.
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Figura 1.- Efecto de lacaliculina-A sobre la secrecion basal de catecolaminas. Las células
mm(m,mmmw)mMcm[ammMywmu
incubadas durante | S minutos en presenciao ausencia de concentraciones crecientes de
caliculina-A. Se midi6 la secrecion basal (B), larespuestacontrol con potasio (K+) y el efecto
de distintas concentraciones de latoxina. Los datos de experimentos individuales fueron
analizados como % de secrecion sobreel total del contenido de catecolaminas y normalizados

alarespuesta basal control (100%) y expresados como lamedia + MES
portriplicado. La diferencia significancia seconsiderd cuando P<0.02 (*) al comparar los

Paradeterminarladistribucion
intracelular de los granulos
secretores, se incubd alas células
durante 15 minutosa 37°Cendos
condiciones: basales y en
presencia de caliculina-A,
Posteriormente se fijaron con una
mezcla de glutaraldehido-
paraformaldehido-cacodilato y se
postfijaron con acido 6smico. Se
- * realizaron cortes finos con
ultramicrotomo y las observa-
ciones fueron hechas con un
microscopio electronico de

El analisis estadistico se
realizo utilizando la pruebade la
tde Student ‘s y los datos fueron
expresados como lamedia + me-
diadel errorestandar.

RESULTADOS

Los resultados muestran que
la incubacion de las células
cromafines con caliculina-A in-
duce una secrecion basal de
noradrenalinade una formadosis-
dependiente. El efecto se observo

de Sexperimentos
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aunaconcentracion de 25 nM alcanzandose unmaximo a
100 nM, siendo este ultimo efecto aproximadamente dos
veces mayor que el control basal y se mantuvo elevado sin
cambios amayores concentraciones (Fig. 1).

Laincubacion con caliculina-A durante 15 minutosa
37°C produjo cambios notables en lamorfologiacelular; las
células pasaron de una forma plana alargada e irregular a
redondeaday esferoidal (Fig.2).

Al realizar el analisis electroforético, se encontré un
incremento en el nivel de fosforilacion de una gran cantidad
deproteinas (Fig. 3 )entre las que destacan en el rango de bajo
peso molecularunade 28 y otra de 20 kilodaltones (kDs) y
enelrango de alto peso molecularunade 64 y otrade 57kDs,
que posteriormente fueron identificadas con anticuerpos
monoclonales como la enzima Tiroxina hidroxilasa (64
kDs)y vimentina (proteina citoesqueletal)de 57kDs.

Enrelacionaladistnbuciondelos granulos secretores de
catecolaminas, el estudiopor microscopiaelectronicareveld
que enun 60% de las células tratadas con lacaliculina-A, los
granulos cromafines aparecen acumulados en la periferia

Figura 2.- Cambiosmorfologicos de células cromafines expuestas
a caliculina-A durante 15 minutos a 37°C y observadas bajo
microscopio de contraste de fases. a) Controles y b) Células
expuestas a 100nM de caliculina-A. Las barras equivalen a 20 um.
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Figura 3.- Efecto de la caliculina-A sobre la fosforilacion de
proteinas. Células cromafines en cultivo (500,000 células/ensayo)
fueron incubadas con [ *?P] ortofosfato durante una hora. Durante
este periodo se mantuvieron en condiciones basales (0), con
estimulacion con potasio (K+) ya diferentes tiemposcon 100 nM de
caliculina-A. Las proteinastotales fueron estudiadas en geles de
poliacrilamidayautorradiografia. Las flechas indican alguna de las
proteinas identificadas (tirosina hidroxilasa).

celular y en un arreglo muy paralelo a la membrana
plasmética, dejando desprovista de granulos a la zona
pmnuclear (Fig. 4). La viabilidad celular para todos los
experimentos seencontré en un 98% evaluadaatravésde la
prueba de exclusion con azul tripan.

DISCUSION

El hecho de encontrar un incremento en la secrecion
basal de catecolaminas por efecto del inhibidor de fosfatasa,
caliculina-A, muestra la posible implicacion del proceso de
fosfonilacion-desfosfonilacion enel fendmeno secretor; hecho
que ademis es apoyado por la obtencion de proteinas
fosforiladas de células tratadas con latoxina®. Los cambios
morfolégicos encontrados en las células tratadas con el
inhibidor de fosfatasas son similares a los observados en
neuronas corticales y células de musculo liso, ambas en
cultivo tratadas con acido okadaico, otro inhibidor de
fosfatasas de menor especificidad (2,9).

Elincremento enel nivel de fosforilacion de proteinas
citoesqueletales, concuerda conlaideade laparticipacion de
estos filamentos en la regulacion de la secrecion de
catecolaminas en células cromafines'”. Los efectos de la
caliculina-A sobre la distribucionde los granulos cromafines
observados con microscopia electronica, indican que la
toxinainduce un incremento en la fosforilacion de proteinas
y su correlacion conlos movimientos de los granulos hacia
la membrana plasmatica y por consiguiente una mayor
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Figura 4.- Cambios en la distribucion delos granulos cromafines
que contienen a las catecolaminas inducidos por la caliculina-A
observados con microscopia electronica. Lascélulas fueron tratadas
con medio basal control (a) o con el mismo medio peroconteniendo
100nM de caliculina-A durante 1 Sminutosa 37°C (b). Obsérvese

laacumulacién periféricade los granulos (esferas negras) (4700 X).

disposicion paralaexocitosis delas catecolaminas, lo que
ademas explicaria el incremento en la secrecion basal de
noradrenalina con lasolaincubacion delatoxina. Quizala
proteinacitoesqueletal vimentinatenga un papel regulador
en el proceso secretor en la célula cromafin, ya que se ha
reportado que esta proteina es capaz de desensamblarse
cuando es fosforiladaen oligodendrocitos incubados con
caliculina-A'.

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo anterior se puede concluir que la
fosforilacion de proteinas inducido por la inhibicion de
fosfatasas por caliculina-A, produce en lacélula cromafin
bovina en cultivo, cambios morfolégicos, distribucion
periféricade los granulos secretores y un incrementoen la
secrecion basal de catecolaminas.

REFERENCIAS

1) Almazan, G.(1993) Phosphorylation and disruption ofinterme-
diate filament protein in oligndendrocyte precursor cultures
treated with calyculin-A J. Neurosci. Res. 36:163-172.

2)  Anas C,, Sharma N., Davies P., Shafit-Zagardo B. (1993).
Okadaic acid induceds early changes in microtubule associated
protein 2 and phosphorylation prior to neurodegeneration in
cultured corticalnevrons. J. Neurochem. 61:673-682.

3) BloomM.yFawcett D.W.(1991). Gldndulas suprarrenales y
paraganglios. pp. 530-540: Tratado de Histologia. 1 1 va.edicion.
Editotial Interamericana. McGraw-Hill, Espafia.

4)  Fujita T.(1988). In “The paraneuron ", Fujita, T. Kanno, T_and
Kobayashi S. (eds.). Springer Verlag, Tokio. 1 15-144,

5)  Gutiérrez, L.M. ViniegraS., Quintanar J.L., Reig LA. and Sala
F.(1994), Calyculin-A blocks bovine chromaffin celle calcium
channels independently ofpho sphatase inhibition. Neuroscience
Lett. 1 78:55-58.

6)  Gutiérrez L.M., Quintanar J.L., Rueda L., Viniegra S. and Reig
LA (1995). The protein phosphatase inhibitor calyculin-A af-
Jects catecholamine secvetion and granular distribution in cul-
tured adrenomedullary chromaffin cells. Buro. 1. Cell Biol,
OB:RR.9S,

7) Guyton A.C.(1992) Sistema Nervioso Autdnomo: Médula
Suprarrenal. pp 706708, Tratado de Fisiologia Médica. 8va.
edicion, Editorial Interamericana-McGraw- Hill. México,

§) Holtz R.W., Rothwell C.E. and Ueda T. (1980). Cholinergic
agonist-stimulated phosphorylations of two specific proteins in
bovine chromaffincells: corvelation with catecholamine secre-
tion, Soc. Neurosci. Abs. 6:177.

9)  HosoyaN. Mitsui M. Yazama F. Ishiham H., Ozaki H., Kamki

H., Harishome D.J. and Mohn H. (1993). Changes in the

eytoskeletal structure of cultures smoothmuscle cells induced

by calyeulin-4 1.Cell Science, 105:88 3-890,

Perlman R.L., Cossi A .F.and Role L.W.(1980). Mechanism of
ionophore-inducedcatecholamine secretion. J. Pharmacol. Exp.
Ther. 213:241-240,

Trfard ) M., Rodriguez del Castillo A, and Vitale M. (1992),
Dynamic changes in chromaffin celle cvtoskeletons as prelude
to exocytosic, Mol Neurobiol. 6(4): 139.358,

12) Trifard, L M. and Vitale M.L. (1993). Cytoskeleton dynamics
during neurotransmitter release. Trens Neurosci. 16:466-472.

10

—_

11

—

Los resultados presentados en este trabajo, fueron parte de latesis
doctoral del autory han sido publicados en la revista: European
Jowrnal of Cell Riology bajo el titulo: The Protein Phosphatase
inhibitor calyculin-A aflects catecholamine secretion and granular
distnbution in culture adrenomedullary chromaffin cells. (1995)
6RIRE-O5 v presentado en el Kth International Symposium on
Chromaflin Cell Biology. Edinbungh, Scotland.




