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RESUMEN

El trifosfato de adenosina (ATP) es la principal molécula que entrega energia a la célula y
desempefia un papel central en la sefializacion celular, actuando como ligando de
receptores purinérgicos. EI ATP se acumula en vesiculas secretoras y se liberan al espacio
extracelular, mediante la exocitosis. Los receptores purinérgicos que responden a
nucledtidos se clasifican en P1, P2Y y P2X. El receptor de nuestro interés, P2X7, se activa
a concentraciones altas de ATP y se encuentra en varios tipos celulares, incluyendo células
cromafines. Estas sintetizan catecolaminas y regulan principalmente la respuesta al estrés.
En este trabajo se propone investigar si los receptores P2X7 estan presentes en la médula
de la glandula adrenal de raton y si estos contribuyen a la liberacion de catecolaminas y a
la autorregulacion de esta. Se propone: (1) identificar este receptor mediante
inmunohistoquimica de la médula adrenal de raton en tejido completo, (2) determinar el
efecto del antagonista selectivo de los P2X7, A74003 (A74), sobre los eventos de exocitosis
y (3) las sefales de Ca?' citosdlico. Ademas, se evaluaran distintos secretagogos en
presencia de este antagonista y de una enzima que hidroliza ATP, Apirasa (Apy). Nuestros
resultados indican que el receptor P2X7 se encuentra presente en el citoplasma de las
células cromafines de ratén. Al evaluar la liberacién de catecolaminas (amperometria) se
pudo observar que en presencia de A74 y Apy hubo una disminucién del nUmero de eventos
de exocitosis, disminuyendo también el area bajo la espiga (Q), los histogramas
acumulativos de espigas y la duracién del pie. Los resultados obtenidos indican que P2X7
estaria regulando la formacidn del poro de fusion, ademas de autorregular positivamente la

exocitosis.
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INTRODUCCION

El ATP es la principal molécula que entrega energia a nivel celular, y que ademas
puede ser liberado en condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas (Bjelobaba et
al, 2015). Su estructura quimica consiste en una base nitrogenada, una ribosa y 3
grupos fosfato unidos en serie. Su importancia biol6gica va mucho més alla de su
rol clasico como metabolito energético. Ademas de proporcionar energia, a través
de su hidrdlisis (liberacion de un grupo fosfato), quedando como adenosin difosfato
(ADP). EI ATP desempefia un papel central en la sefalizacion celular a corto plazo
en la neurotransmisioén, neuromodulacién y neurosecrecion, asi como también tiene
funciones a largo plazo en la proliferacion, diferenciacion y muerte celular
(Burnstock, 2011). También cumple funciones como sustrato para la sintesis de
adenosin monofosfato ciclico (CAMP), un segundo mensajero critico en la
transduccion de sefial o como ligando de receptores purinérgicos (RsPs), tanto

ionotrépicos como metabotrépicos (Rajendran et al, 2016; Dunn, et al, 2021).

En el caso de células neuronales y/o neuroendocrinas, el ATP se acumula en
vesiculas o granulos secretores y se libera al espacio extracelular mediante
exocitosis junto a otros componentes como neurotransmisores u hormonas (Chern

et al, 1987 y 1988; Afework y Burnstock, 1999; Burnstock, 2011; Borges et al, 2013).
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Los RsPs son un grupo de proteinas que se encuentran mayoritariamente en la
membrana plasmatica en casi todos los tejidos de mamiferos. Sin embargo, la
expresion de los distintos tipos subtipos de RsPs varia de un tejido a otro y entre
distintas especies, ademas responden con distinta sensibilidad a ATP y a otros
nucleétidos y su activacién prolongada puede inducir la formacion de poros no
selectivos, que facilmente pueden permear moléculas de gran tamafio (North, 2002;
Tomé et al, 2007; Waxham, 2014; Craigie et al, 2013; Gicquel et al, 2017). La gran
familia de RsPs en mamiferos se clasifica segun criterios farmacoldgicos en: (a)
P1R, que son receptores metabotrépicos activados por adenosina y a su vez estos
se clasifican en 4 subtipos: Al y A3 (acoplados a proteina Gj) y A2a y A2b
(acoplados a proteina Gs) y (b) P2R, que se activan con ATP o ADP (Abbracchio et
al, 1994). Los receptores P2, se subclasifican en receptores metabotropicos, los del
tipo P2Y, que se divide en 8 subtipos (P2YR1; 2; 4; 6; 11; 12; 13 y 14) (Boeynaems
et al, 2005; Burnstock, 2011; Gicquel et al, 2017) y en receptores del tipo
ionotropicos, P2XR, que se activan exclusivamente por ATP (Cattaneo, 2006), y
controlan la entrada de Na* y/o Ca?*, y la salida de K* (Burnstock y Kennedy, 2011;
Park y Kim, 2017). A la fecha, se han descubierto 7 subtipos de P2X (P2X1; 2; 3; 4;

5; 6y 7) (Donnelly-Roberts et al, 2009; Gicquel et al, 2017).

En células endocrinas, la sefializacion purinérgica tiene gran importancia biol6gica
(Burnstock, 2014; Bjelobaba et al, 2015). Un ejemplo de ello es en la hipofisis
posterior bovina donde se observé una actividad de la adenosina trifosfatasa, una
enzima que degrada ATP (Vilhardt y Hope, 2014), sugiriéndose por primera vez una

sefalizacion purinérgica en células del tipo neuroendocrinas (Burnstock, 2014). Con
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anterioridad, se demostré que ATP inducia la liberacion de vasopresina (Overgaard
et al, 1979, Mori et al, 1994; Burnstock, 2014). Otros estudios sobre ATP y RsPs
sefialaron que la liberacion de ATP y la presencia de distintos subtipos del receptor
P2X, incluyendo el receptor P2X7 parecen estar asociados entre si, regulando

procesos fisioldgicos (Li et al, 2011; Burnstock, 2014).

El receptor P2X7 (Figura 1) es activado por altas concentraciones, en un rango
aproximado entre 50 yM y 2.5 mM, de ATP (EC50 = 1 mM) (Karasawa y Kawate,
2016; Sluyter, 2017) y se encuentra formado por 3 subunidades que en su mayoria
forman homotrimeros, aunque también pueden formar receptores heterotriméricos
con otros tipos de RsPs (Boumechache et al, 2009; Craigie et al, 2013). Este
receptor se caracteriza por tener un dominio C-terminal muy largo y se sabe en la
actualidad que este dominio regula su localizacion en los distintos tipos de células,
ademas de la sefializacion celular (Costa-Junior, et al, 2011; Park y Kim, 2017).
P2X7 se encuentra en diversos tipos celulares, incluyendo células gliales, neuronas,
células exocrinas y neuroendocrinas, como las células cromafines de la glandula
adrenal. (Sluyter, 2017). Diversos estudios sefialan que P2X7 seria potencialmente
importante en células neuroendocrinas, tanto en condiciones fisioldgicas como
patolégicas. Un ejemplo de ello es la investigacion del grupo liderado por Tozzi et al
(2018) demostrando que la activacion de los receptores P2X7 en las células 3 del
pancreas de rata potenciaron la secrecion de insulina tanto en condiciones no
estimulantes (2.8 mM de glucosa basal) como a altas concentraciones (25 mM) de
glucosa. Se conoce también que varias enfermedades han sido relacionadas con

RsPs. Especificamente se ha observado que la sobreexpresion de P2X7 se
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encuentra directamente asociado con el dolor neuropatico y en la esclerosis lateral
amiotrdfica, entre otras enfermedades del tipo inflamatorias (Yiangou et al, 2006;

Arulkumaran et al, 2011; Arribas-Blazquez et al, 2019).

.

Intracellular P2X

FIGURA 1: Representacion grafica del receptor purinérgico del tipo P2X7 (P2X7).
Se observa el P2X7 que al ser activado por una molécula de ATP extracelular

provoca una entrada de Ca?* y Na* y una salida de K* (Geraghty et al, 2017).

Las glandulas adrenales, también conocidas como glandulas suprarrenales son
estructuras que se ubican anatbmicamente (en mamiferos) en la parte superior de
los rifiones y pertenecen al eje neuroendocrino hipotalamo — pituitaria — adrenal
(HPA) y su principal funcion es regular la respuesta a estresores predecibles y
estacionales, como la época de reproduccion en animales silvestres, asi como
también estresores impredecibles, lucha y escape de alguna situacién de peligro

(Kempna y Fluck, 2008; Di Lorenzo et al, 2020).
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Para desempefar estas funciones, esta glandula se divide en dos 6rganos
endocrinos completamente diferentes, pero estrechamente relacionados. Por una
parte, tenemos la corteza adrenal, la cual es de origen mesodérmico y tiene células
distribuidas en 3 capas (desde el exterior hacia el interior): zona glomerular,
fasciculada, y reticular, las que sintetizan mineralocorticoides, glucocorticoides y
andrdgenos a partir del colesterol, respectivamente (Miller, 1988; Kempna y Fliick,
2008). En cambio, la médula adrenal en donde se encuentran las células cromafines
es de origen ectodérmico (cresta neural, mismo origen de células neuronales). Estas
células se encuentran distribuidas en pequefios cumulos y se encuentran altamente
inervadas por terminaciones nerviosas Yy tejido conectivo. Las células cromafines
sintetizan diversos neuropéptidos (Cocchia y Michetti, 1981 Berger, et al 2019, Di
Lorenzo et al, 2020), como también noradrenalina y adrenalina, siendo esta Ultima
la principal fuente de adrenalina en el organismo (Wong, 2003; Albillos y MclIntosh,

2018).

La glandula suprarrenal completa se encuentra inervada por las terminaciones
axonicas del nervio esplacnico que libera acetilcolina (ACh). Cuando se estimula el
nervio esplacnico mediante algun estresor, se libera ACh activando los receptores
nicotinicos (NnAChR) de las células cromafines presentes en el interior de la glandula
adrenal (médula adrenal) (Criado, 2017). La activacion de estos receptores
despolariza la membrana plasmatica de las cromafines, llevando a la apertura de
canales de Ca?* dependientes de voltaje, con el consecuente aumento transitorio
de Ca?* citosodlico y, culmina con la liberacion de las moléculas almacenadas en los

granulos cromafines (Weiss, 2012).
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La sintesis de catecolaminas ocurre especificamente en el citoplasma de las células

cromafines y se inicia con la conversion de L-tirosina a levodopa (L-DOPA), gracias

a la tirosina hidroxilasa (TH). Luego L-DOPA se transforma en dopamina gracias a

la descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos (L-AADC) (Figura 2). Ya en el

interior de los granulos cromafines, la dopamina se convierte en noradrenalina

gracias a la dopamina B-hidroxilasa (DBH) y finalmente en adrenalina por medio de

feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT) (Pacak et al,

almacenadas en las vesiculas para su proxima liberacion.

NH2
HO—@W L-Tyrosine
COOH

TH Chromaffin
cell cytoplasm

Y
HO_ ¥ NH,

HO L-DOPA
COOH

L-AADC

6]
NHz Dopamine
HO

Norepinephrine
chromaffin granule

Epinephrine

Epinephrine
chromaffin granule

2016), quedando

FIGURA 2: Diagrama de la biosintesis de catecolaminas en células cromafines. TH:

tirosina hidroxilasa; L-AADC: descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos; DBH:

dopamina B-hidroxilasa; PNMT: feniletanolamina N-metiltransferasa (Pacak et al,

2016).
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Los granulos cromafines ademas de almacenar adrenalina y la noradrenalina
también contienen ATP, Ca?*, cromogranina, aminas y opioides, entre otros
péptidos. Estas vesiculas son electrodensas y rapidamente son transportadas hacia
la superficie para que su contenido sea liberado, mediante el proceso de exocitosis,
mediado previamente por una despolarizacién de la membrana plasmatica (por
ejemplo, una activacion de los receptores nicotinicos o altas concentraciones de K*
en el medio extracelular), que lleva a un aumento transitorio de Ca?* citosélico, por
ende, una despolarizacion de la membrana (Villanueva et al, 2012). Estos granulos
se originan en el reticulo endoplasmico, tienen un diametro entre 100 a 300 nm y
cada vesicula tiene concentraciones aproximadas de 200 mM de ATP, 40 mM Ca?*

y 800 mM de catecolaminas (Brandan et al 2010; Lee y Hook, 2009).

La fusion de los granulos cromafines con la membrana plasmética permite la
descarga del contenido de estos hacia el torrente sanguineo. Este proceso ocurre
mediante exocitosis dependiente de las proteinas SNARE (del inglés Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor) (Marengo y Cardenas, 2018).
Las proteinas SNARE comprenden la proteina v-SNARE que se encuentra en la
membrana de la vesicula y se asocia con las t-SNARES que se encuentra en la cara

interna de la membrana plasmatica (Fathali y Cans, 2018).

Existen distintos tipos de exocitosis: (1) la exocitosis completa, donde la vesicula se
fusiona completamente con la membrana plasmatica de la célula, liberando todo su
contenido al medio extracelular, (2) la exocitosis en donde el poro de fusion de abre

por un tiempo determinado liberando el contenido vesicular y luego se cierra,
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pudiendo quedar o no contenido dentro de la vesicula (llamado del inglés “Extended
Kiss and run") y (3) el ultimo tipo de exocitosis conocido, la vesicula no libera todo
su contenido, mantiene su forma y es reciclada (Figura 3). Este tipo de exocitosis
es llamado “besar y correr” o del inglés “Kiss and run” en donde un poro de fusion
se abre 1-2 nm y permite una minima liberacion del contenido vesicular (Alvarez de
Toledo et al, 1993; Stevens et al, 2011 y Fathali y Cans, 2018). La existencia de
diferentes tipos de exocitosis, permitirian en células cromafines una liberacion
diferencial de catecolaminas, que podrian ejercer diversas funciones en el

organismo.

iv
/7~ \__Full distension

'O v Extended

Kiss-and-Run

Kiss-and-Run

FIGURA 3: Esquema representativo de los 3 mecanismos de exocitosis. (1)
Distension completa de la vesicula en la membrana, (2) formacién del poro de
fusion, ocurriendo la liberacién de vesiculas y (3) en donde ocurre la formacién y
apertura del poro de fusion, pero su fusion es transitoria, para luego desacoplarse

de la membrana y reciclarse dentro de la célula (Mellander et al, 2012).
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La exocitosis en células cromafines es regulada principalmente por las
terminaciones nerviosas del nervio esplacnico, ademas de la regulacion por
moléculas circundantes en el torrente sanguineo. Existe también una
autorregulacion en la liberacion de catecolaminas al medio extracelular, tanto
positiva como negativa, mediante la presencia de autorreceptores. Se han
identificado autorreceptores adrenérgicos del tipo a2z que son activados por
adrenalina y noradrenalina, catecolaminas que son liberadas desde la misma célula
o desde células vecinas, desencadenando una regulacion negativa en la liberacion
de catecolaminas, es decir, disminuye la exocitosis de granulos hacia el medio
extracelular (Artalejo y Olivos-Oré, 2018). En cambio, los receptores del tipo B2
adrenérgicos se activan cuando hay bajas concentraciones de catecolaminas,
activando un mecanismo de regulacién positiva, mediado por adenilato ciclasa

(Harkins y Fox, 2000; Brandan, et al, 2010).

También existen otros moduladores autocrinos en células cromafines, como el ATP,
gue actuarian a través de RsPs acoplados a proteina G a través de canales de Ca?*
dependientes de voltaje. Se ha descrito que algunos receptores purinérgicos del tipo
P2Y12 inhiben negativamente la exocitosis en células cromafines de bovino
mediante la participacion de un receptor de pirimidina acoplado a proteina Gi/Go, lo
gue hasta la fecha se define como un componente clave en la retroalimentacién
negativa de la exocitosis en células neuroendocrinas (Tomé et al, 2014; Ennion, et

al, 2004).
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IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

El papel de los receptores P2X7 en la regulacion de la liberacion de catecolaminas
es desconocido, a pesar de haber sido identificados en la médula de la glandula
adrenal de rata (Afework y Burnstock, 1999) y mas recientemente se supo que P2X7
aumenta su expresion en la glandula adrenal, en un modelo de dolor neuropético
(Arribas-Blazquez, et al, 2019) y en otras enfermedades del tipo inflamatorias (Liu y
Liu, 2019). Hasta la fecha se sabe que un subtipo de receptor purinérgico (del tipo
P2Y) presente en las células cromafines de bovino regula de manera negativa la
exocitosis (Hernandez-Guijo et al, 1999; Ennion et al 2004; Tomé et al, 2000; Powell
et al, 2000), pero se desconoce si existe una autorregulacién positiva asociado a
RsPs, especificamente del P2X7. Por lo tanto, es necesario identificar la presencia
de este receptor en la médula de la glandula adrenal de ratdn e investigar qué rol
cumple el receptor P2X7 en la liberacién de catecolaminas inducida por la activacién
de receptores nicotinicos (tal como sucede de manera fisiologica), por una

despolarizacion de la membrana plasmatica y por un aumento de Ca?* intracelular.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Contribuyen los receptores purinérgicos del tipo P2X7 a la liberacién de
catecolaminas desde células cromafines de la glandula adrenal de raton de cultivo

primario?

HIPOTESIS

Los receptores P2X7 contribuyen de manera positiva a la secrecion de catecolaminas
inducida por diversos secretagogos en células cromafines de la glandula adrenal de
ratén, y esta accion estaria mediada por un aumento en las sefiales de Ca?*

citosolico.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar en células cromafines de raton la contribucion del receptor P2X7 a las
sefiales de Ca?* citosolico y a los eventos de exocitosis inducidas por activacion del
receptor nicotinico, despolarizacién de la membrana por altas concentraciones de K*,

0 por un ionéforo de Ca?*.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% ldentificar la presencia del receptor P2X7 en la médula de la glandula adrenal

de raton completa, mediante criosecciones e inmunohistoquimica.

x Evaluar los efectos de la degradacion de ATP (apirasa) y del antagonista
especifico de los receptores P2X7, A74003 sobre el numero de eventos de
exocitosis inducidas por diversos secretagogos, en ceélulas cromafines de

raton en cultivo primario.

= Determinar el efecto del antagonista especifico del receptor P2X7 sobre las
sefiales de Ca?* citosélico inducidas por diversos secretagogos desde células

cromafines de ratén en cultivo.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Modelo experimental: Este trabajo de investigacién se realiz6 con glandulas
adrenales de raton WT (del inglés Wild type) C57BL/6. Los animales fueron
obtenidos bajo previa aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Valparaiso, Chile (codigo de aprobacién CBC11/2021. Ver

Anexo 1).

Tratamiento de portaobjetos y cubreobjetos con poli-L-lisina: Para el
tratamiento de los portaobjetos, estos se limpiaron previamente con alcohol 70%
con el fin de eliminar suciedad y/o grasa que puedan contener los vidrios.
Finalmente, se vertieron 20 pL de poli-L-lisina (directo del stock) que fue extendida
a través de toda la superficie. Se dejo secar por 1 hora para repetir nuevamente el

proceso. Los cubre objetos ya tratados fueron almacenados a 4 °C hasta su uso.

Los cubre objetos fueron tratados con poli-L-lisina 1% (100 yL por cubreobjeto),
fueron colocados en placas multipocillos de 6 e incubados por 1 hora a 37 °C.
Pasado el tiempo, se lavo el pocillo con agua autoclavada y se dejaron secar las

placas por al menos 24 horas en el incubador.
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Cultivo primario de células cromafines a partir de la glandula adrenal de ratén:
El cultivo primario de estas células se realizo extirpando las glandulas adrenales del
animal previamente eutanasiado bajo las estrictas normas de bioética. Las
glandulas se dejan en tampdn estéril Locke/Glucosa/BSA (LGB). Bajo lupa, se
procedi6 a realizar una pequefia incision para extraer con mucho cuidado la médula
adrenal. Cabe destacar que todo este procedimiento se realiz6 en campana de
cultivo apta para cultivos primarios, para evitar contaminacién cruzada. Extraida la
médula se dejé incubando a 37 °C en 50 yL de papaina (0.4 mg/mL) por 15 minutos,
para poder disgregar las células del tejido. Pasado los minutos se lavé
cuidadosamente el tejido con el tampdén LGB y se agregaron 600 uL de medio de
cultivo DMEM-F12, 10% suero bovino fetal (FBS), 1% antibiético/antifungico (A/A),
para sembrar de 6 a 8 pocillos que en su interior tienen un cubreobjetos de 24 mm,
previamente tratados con poli-L-lisina 1%. Se disgreg6 vigorosamente el tejido con
una micropipeta, para finalmente sembrar 50 - 100 pyL de este contenido en la placa
multipocillo. Se esperaron 30 minutos, para que las células decanten y se adhieran.
Finalmente, se rellenan los pocillos 1 mL o hasta que queden completamente
cubiertos de medio de cultivo DMEM-F12. Los experimentos se llevaron a cabo 48

horas después de realizado el cultivo primario.

A continuacion, en la Figura 4 se muestra un esquema representativo de como se

realiz6 el cultivo primario de células cromafines en este trabajo.
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FIGURA 4: Esquema representativo de cultivo primario de células cromafines de
raton. A. llustracion de donde se ubican anatomicamente las glandulas adrenales
en el animal. B. Glandula adrenal extraida completa y limpia de tejidos anexos. C.
La glandula se debe diseccionar por la mitad para exponer la médula de la glandula
adrenal, que es en donde se encuentran las células cromafines. Con mucho
cuidado, se procede a extraer la médula adrenal con material quirdrgico adecuado.
D. La médula se deja en un tubo junto a papaina (0.4 mg/mL) a 37 °C por 15
minutos. E. Lavado previamente el tejido con LGB para quitar la papaina, se
agregan 600 pyL de medio DMEM-F12, se disgrega el tejido y se siembran los
pocillos. Se esperan 30 minutos para que las células decanten y se adhieran al
cubreobjeto pretratado con poli-L-lisina 1%. Se agregan aproximadamente 1 mL
de medio o hasta cubrir generosamente el cubreobjetos. F. Ejemplo representativo
de 3 células cromafines viables pasado 24 horas posterior al cultivo primario de

células cromafines. Imagen D y E obtenidas de Dominguez et al, 2012. Imagen F
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obtenido de Varga et al, 2014.

Criosecciones de glandula adrenal murina: La glandula extraida fue limpiada de
tejidos anexos (principalmente grasa) y fijada en PFA 4% por 12 horas. Posterior a
ello, se lavd generosamente, al menos tres veces, con tampdn fosfato salino al 1%
(PBS) por 5 minutos. A continuacion, el tejido se sometié a un gradiente de sacarosa
en PBS, que cumplié la funcién de crioproteger el tejido de las bajas temperaturas
al cual serd expuesto. Este gradiente se efectu6 de manera creciente, es decir,
sacarosa 10%; 20% y finalmente 30%, cada solucién de sacarosa se dejo toda la
noche. Para realizar los cortes histoldgicos, la muestra se monté en un medio de
montaje apto para bajas temperaturas, Tissue-Tek® O.C.T™ (“Optimal Cutting
Temperature”). Este liquido de montaje preserva las estructuras del tejido frente a
la congelacion, protegiéndolo también de la deshidratacién y los cambios de
temperatura. Se realizaron criosecciones de 25 ym a -30 °C. Esos cortes fueron
adheridos a un portaobjeto previamente tratado con poli-L-lisina, que evité el

desprendimiento del tejido al realizar la inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica de glandula adrenal de ratén: Las criosecciones obtenidas
se lavaron 2 veces por 10 minutos con PBS con el fin de quitar el exceso de medio
de montaje. Luego, las membranas celulares del tejido se permeabilizaron con una
solucién Triton X-100 0.5% en PBS por 30 minutos, se lavaron 3 veces con PBS
para dejarlas durante 1 hora en solucién bloqueo que contiene BSA 3% en PBS, lo

cual evita que el anticuerpo se una a sitios inespecificos. Finalmente, el tejido se
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incubd con un anticuerpo policlonal anti-P2X7 (antirabbit Abcam, 1:500, en solucién
blogueo) por toda la noche a 4°C. Al término de la incubacion, la muestra se lavo
con PBS para quitar excesos del anticuerpo primario y se incub6 con un anticuerpo
secundario (anti-conejo IgG H&L Cy3®, 1:1000 en PBS) por 3 horas a temperatura
ambiente (RT), protegiéndolo de la luz. Posteriormente, se realizaron 3 lavados
antes de incubar por 15 minutos a RT con DAPI (1:1000, en PBS), un marcador
fluorescente que se une al ADN. El procedimiento se termindé con 3 lavados
abundantes de 10 minutos cada uno, para retirar restos de DAPI. Las muestras
fueron montadas en medio de montaje acuoso para fluorescencia (DAKO), el cual
retarda el desvanecimiento de la fluorescencia. Montadas las muestras, fueron

observadas en un microscopio confocal (Nikon C1 Plus, laser 408 nmy 543 nm).

Registros de amperometria en células cromafines en cultivo primario: Esta
técnica nos permitid cuantificar la liberacion de neurotransmisor desde una vesicula
individual. La amperometria, la cual es ampliamente conocida por su sencillez y su
excelente resolucion temporal, nos proporciona informacion de cuéanto
neurotransmisor se libera desde una vesicula cromafin (Fathali y Cans, 2018). Este
método electroquimico consiste en posicionar cerca de la célula cromafin un
microelectrodo que contiene en su interior una fibra de carbono y un alambre de
plata en una solucién de KCI 3 M, el cual actia como un electrodo de referencia,
aplicando un potencial de oxidacion especifico al electrodo, en este caso se aplicé
el potencial de oxidacion para catecolaminas, 680 mV, que sélo permite oxidar
adrenalina y noradrenalina y, no otros compuestos liberados desde los granulos

cromafines. Al oxidarse las moléculas electroactivas se liberan electrones, los
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cuales son detectados por el electrodo de carbono y pueden ser observados,
después de su amplificacion, como espigas individuales de corriente (Figura 5)
(Fathali y Cans, 2018; Ardiles et al, 2006). Gracias a estas condiciones podremos
observar si al inducir la exocitosis con distintos secretagogos en presencia o

ausencia de inhibidores, se ve afectado el proceso de exocitosis.
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FIGURA 5: Técnica de amperometria en célula Unica. A. Esquema de la técnica de
amperometria con una célula cromafin siento estimulada con el microelectrodo de
carbono y estimulada con la pipeta de estimulacion. B. Extremo de una fibra
amperomeétrica observada en un microscopio electronico. C. Esquema de una
respuesta tipica de una célula cromafin tras un estimulo secretor. D. Representacion
de una espiga amperométrica, exhibiendo sus parametros. Q es el area de la espiga
o liberacion cuantal por evento; t1» representa el ancho de la espiga al 50% de su
altura; Imax €s la altura de la espiga; lpie €s la amplitud del pie de la espiga; Tpie €S el

tiempo de duracion de este pie y Qpie €S la liberacion cuantal de catecolaminas
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durante el pie. Calvo Enrique (2015).

Las células fueron cultivadas en cubreobjetos de 12 mm previamente tratados con
poli-L-lisina 1%. La estimulacion se realizé a través de un pulso de 10 segundos de
aire comprimido, con un picospritzer, que se le aplicé a una micropipeta que
contiene el secretagogo, en este caso un agonista de los receptores nicotinicos,
Yoduro de 1,1-dimetil-4-fenilpiperazinio (DMPP) en una concentracién de 50 uM,
KCI en una alta concentracion (70 mM) que inducen despolarizacion de la
membrana, o el ionéforo de Ca?*, ionomicina (lono) a 10 uM que permea Ca?* hacia
el interior de la célula. Todos ellos fueron aplicados en ausencia o presencia del
antagonista del receptor P2X7, A74003 (A74), en una concentracién de 10 uM o de
una enzima que hidroliza ATP, apirasa (Apy) en una concentracion de 2U/mL. El
registro amperométrico tiene una duracion de 100 segundos (Figura 6). Los
resultados fueron analizados en el programa IGOR (Wavemetrics, Lake Oswego,

OR, USA).
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FIGURA 6: Registro de corriente amperomeétrica representativa. Corresponde a un

L

registro de 100 segundos de una célula cromafin de raton estimulada con una

soluciéon de KCI 70 mM.

Para analizar los registros de amperometria, se analizé6 cada espiga, las cuales
debian cumplir con los siguientes criterios: Debe tener una amplitud mayor a 10 pA
y una duracion mayor a 3 ms en la mitad de su altura. También se analizo la
corriente que precede a la espiga, llamada pie. En este caso se consideraron los

pies, con una amplitud igual o mayor a 3 pA y una duracion de 3 ms (Figura 7).
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FIGURA 7: Esquema de una espiga amperométrica individual. A. En la parte
superior podemos observar lo que esté sucediendo al fusionarse una vesicula con
la membrana celular. Podemos notar en primera instancia la formacion del pie, que
nos indica la estabilidad del poro de fusién; la amplitud del pie refleja el flujo de
catecolaminas a través del poro; Q, que es el area bajo la curva de la espiga, que
nos indicaria la cantidad de catecolaminas liberado por evento (coloreado de
amarillo) y t12 que es el ancho medio de la espiga, reflejando la duracion del evento.
Le flecha nos indica los mismos parametros mencionados con anterioridad, pero en
el pie de la espiga. B. Grafica de una espiga individual que representa un evento de

exocitosis de una vesicula individual estimulada con KCI 70 mM. En el costado
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superior derecho se encuentran los parametros Imax estaria siendo la amplitud total
de la espiga (468.69 pA) y tiz que estaria reflejando la duracion del evento (4.5379
ms). Lo que se encuentra encerrado en el circulo rojo es el pie de la espiga. Se
sobreponen cursores para poder medir los parametros a esta espiga. dX (0.0038794
ms) es la duracién del pie en ms y dY (1.0968 e'! pA) estaria siendo la amplitud del

pie (Amatore et al, 2007).

Para realizar el andlisis de histogramas acumulativos de espigas amperométricas
se cuantificaron las espigas que habia en un periodo de tiempo determinado.

Terminado el conteo de espigas, se aplicé la sumatoria de estas.

La estadistica de estos registros se realizo utilizando el programa GraphPad Prisma
5, comparando los distintos agonistas utilizados en este estudio (DMPP 50 uM, KCI
70 mM y lono 10 pM) con sus respectivas condiciones (en ausencia o presencia de
A74 o Apy). Para el numero de eventos, Q y duracién de los pies se utilizé la prueba
t de student, considerando una prueba no paramétrica, asumiendo que los datos no
cumplen con una distribucién Gaussiana (Prueba Mann-Whitney), con un intervalo
de confianza del 95%. Para la gréfica de los histogramas acumulativos de espigas
amperométricas se utiliz6 ANOVA de doble via (Variable tiempo y cantidad de
espigas) con una prueba posterior de Bonferroni, comparando cada columna del
agonista utilizado (en este caso comparamos DMPP 50 uM, KCI 70 mM o lono 10
KM, con las demas condiciones expuestas en este trabajo, ausencia o presencia de

A74 0 Apy).

32



Deteccion de Ca?* citosolico en células cargadas con Fluo4-AM: Este
compuesto se utiliza principalmente para medir los niveles de Ca?* intracelular.
Fluo4-AM fue incubado por alrededor de 5 minutos (concentracion final 3.5 uM) junto
a 1% de &cido pluronico “Pluronic® F-127 (cat # 59004)”, en 600 uL de solucion
salina equilibrada de Hank (HBSS), lo cual ayuda a permeabilizar con mayor
facilidad. Pasado los 5 minutos se agrega la solucién a los cubreobjetos con las
células cromafines y se deja incubando entre 40-45 minutos. Estando dentro de la
célula, el Fluo-4AM se hidroliza a Fluo-4 libre, gracias a esterasas endogenas. Esta
molécula se une al Ca?* libre y es capaz de sensar concentraciones de Ca?*
citosdlico al ser excitado a cierta longitud de onda (488 nm), emitiendo fluorescencia
a 525 nm cuando estd unido a Ca?* (Barreto-Chang y Dolmatsch, 2009). Las
mediciones de Ca?* citosélico se realizaron en un microscopio invertido de
fluorescencia, a través de un protocolo de registro de 4 minutos de duracién con
tiempos de captura de 1 segundo, en donde a los 30 segundos de registro se aplico
el estimulo con los distintos secretagogos: DMPP 50 uM; KCI 70 mM y lono 10 pM,
en presencia o ausencia de A74 10 uM. Se sembraron células en cubreobjeto de 25
mm pretratados con poli-L-lisina 1%. Los resultados fueron analizados en el
programa NIS-Element Advanced Research 4.3 software (Nikon, Tokyo, Japan) e

ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA).

Los resultados se expresaron como promedio y error estandar. La estadistica se
realiz6 utilizando el programa GraphPad Prisma 5, comparando el estimulo con los
agonistas, que en este caso seria: DMPP 50 yM, KCI 70 mM y Iono 10 pM, con el

antagonista selectivo de P2X7, A74 10 uM. Se utilizé la prueba ANOVA de 1 via con
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una prueba estadistica de Kruskall Wallis, seguida de una prueba “post-hoc” de

Dunn, con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

A continuacion, se presentaran los resultados obtenidos durante el desarrollo de

este trabajo de investigacion:

Identificacién inmunohistoquimica de P2X7 en la glandula adrenal de raton.
En la Figura 8 podemos observar la crioseccion de 25 ym de la glandula adrenal de
raton completa, las cuales fueron inmunomarcadas con los anticuerpos de nuestro
interés. EIl color rojo representa los P2X7 y en color azul podemos observar los
nucleos de las células cromafines presentes en la microfotografia. En Figura 8A,
podemos observar el inmunomarcaje rojo, que nos esta sefialando la presencia de
P2X7 en células cromafines de raton. En cuanto a la Figura 8B podemos ver una
magnificacion de la misma zona con un objetivo 100X, en donde podemos observar
con mayor detalle el marcaje del P2X7. El recuadro rojo que se encuentra en esta
parte de la figura corresponde a la amplificacion. Esta amplificacion se muestra en
la Figura 8C, en donde podemos observar pequefios cumulos de P2X7 en el

citoplasma de las células cromafines de raton.
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FIGURA 8: Criosecciones de 25 um del tejido completo de glandula adrenal de
raton. El tejido se encuentra previamente fijado en PFA 4% durante 12 horas. Estas

imagenes fueron obtenidas bajo un microscopio confocal. A. Crioseccion de
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glandula adrenal murina obtenida con un objetivo 40X, en donde podemos observar
el inmunomarcaje rojo, que nos indicaria la presencia de P2X7 en células
cromafines. B. Corte observado con un objetivo de 100X. C. Magnificacion de la
zona en el recuadro de B. El recuadro rojo de la imagen B sefala el lugar en donde
se aplicd el aumento (imagen C). Esta imagen corresponde a un N=3. No fue

aplicada ninguna prueba estadistica en esta imagen.

Efecto de la degradacion de ATP y el antagonismo del receptor P2X7 en la
secrecion inducida por la activacion de los receptores nicotinicos. Al estimular
con un agonista de los receptores nicotinicos en presencia de A74 y Apy, podemos
observar que el nimero de eventos se ve disminuido significativamente cuando
DMPP se encuentra en presencia del antagonista selectivo de P2X7 y también
sucede lo mismo en presencia de la enzima que hidroliza ATP, Apy (Figura 9A). En
la Figura 9B en donde se encuentra graficado el &rea bajo la espiga, podemos
observar que al estimular con DMPP en presencia de A74 hay una disminucién
significativa del area bajo la curva de cada espiga, parametro llamado Q y que refleja
la cantidad de catecolaminas liberadas desde una vesicula. Este resultado nos
podria estar indicando que tanto ATP como el P2X7 son necesarios para que
ocurran los eventos de exocitosis inducidos por la activacion de los receptores

nicotinicos.
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FIGURA 9: Representacion grafica del nimero de eventos amperométricos y de Q,
estimulando con DMPP 50 uM. A. Numero de eventos por condicion. B. Area bajo
la espiga o liberacion cuantal de una vesicula por evento, Q. Se comparo la
condicion DMPP con DMPP + A74 y DMPP + Apy, utilizando la prueba estadistica t
de student. Se considerd una prueba no paramétrica, Prueba Mann-Whitney con un
intervalo de confianza del 95%. Valor P < 0.0001 (***) y Valor P = 0.0295 (*). Los
nameros que aparecen sobre la grafica en A y B. indican el nimero de registros
analizados. Numero muestral de DMPP: 3 animales; DMPP + A74: 3 animales;
DMPP + Apy: 3 animales y DMPP + Ctrl DMSO 1:1000 5 animales (no se muestra

en la grafica).

En la Figura 10 podemos observar los histogramas acumulativos de espigas
amperométricas de cada registro. Cuando se estimula con DMPP, podemos
presenciar una disminucion abrupta de la sumatoria de espigas amperométricas en

presencia de A74, ademas de ver una disminucion similar cuando se estimula con
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DMPP en presencia de Apy (Figura 10A y 10B, respectivamente). Este resultado
nos estaria indicando que, a partir de los 20 segundos de registro, es decir, casi al
comienzo de la estimulacion con DMPP, la célula comienza a sufrir una disminucién
en la liberacién de catecolaminas, probablemente como consecuencia del ATP

liberado de cada evento de exocitosis y la consecuente activacion de P2X7.
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FIGURA 10: Histogramas acumulativos de espigas amperométricas inducidas con
DMPP 50 pM. Se realiz6 esta gréfica contando la cantidad de espigas
amperométricas existentes por cada 10 segundos de registro. A. Se comparoé la
sumatoria de espigas amperomeétricas de las condiciones DMPP (color gris), DMPP
+ A74 (verde agua) y en B. de las condiciones DMPP (color gris) y DMPP + Apy
(rosado oscuro). Para esta gréfica se utilizo la prueba estadistica ANOVA de doble
via (Variables tiempo y cantidad de espigas) con una prueba posterior de Bonferroni,
comparando la columna DMPP 50 uM con las demés condiciones. Valor P < 0.05
(*); Valor P < 0.01 (**) y Valor P < 0.001 (***). NOmero muestral de DMPP: 3
animales; DMPP + A74: 3 animales; DMPP + Apy: 3 animales y DMPP + Ctrl DMSO

1:1000 5 animales (no se muestra en la grafica).
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Se midié ademas la corriente pequefia que precede a la espiga amperométrica, la
cual es llamada “pie” y que representa la salida de catecolaminas a través del poro
de fusion, una estructura intermediaria que se forma durante la exocitosis (Sharme
y Lindau, 2018). La duracion del pie refleja el tiempo en que el poro de fusion se
mantiene como tal antes de expandirse, mientras que la amplitud del pie cuenta de

su conductancia (Sharma y Lindau, 2018).

Podemos observar en la Figura 11 la duracién de los pies, como en amplitud (pA).
Esta sefal que precede a la espiga no se observa cuando su duracion es muy corta,
por lo tanto, cabe destacar que se encuentran graficadas solo las espigas que
cumplian con las medidas sefialadas con anterioridad. Ni A74 ni Apy afectaron la
duracion de los pies (Figura 11A), sugiriéndose que el poro de fusion no varié en
estas condiciones. En cambio, A74 disminuy0 significativamente la amplitud del pie,
lo cual sugiere que los P2X7 podrian estar regulando la geometria del poro de

fusion.
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FIGURA 11: Duracién y amplitud de pies amperométricos, estimulando con DMPP
50 yM. A. duracién (ms) y B. amplitud (pA). Se comparé la condicion DMPP con
DMPP + A74 y DMPP + Apy utilizando la prueba estadistica T de student
considerando una prueba no paramétrica, Prueba Mann-Whitney, con un intervalo
de confianza del 95%. Valor P = 0.0437 (*). Los numeros que aparecen tanto en la
grafica A como en B, representan el nUmero de pies presentes en todos los registros
analizados. Niumero muestral de DMPP: 3 animales; DMPP + A74: 3 animales;
DMPP + Apy: 3 animales y DMPP + Ctrl DMSO 1:1000: 5 animales (no se muestra

en la grafica).
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Efecto de la degradacion de ATP y el antagonismo del receptor P2X7 en la
secrecién inducida por estimulo depolarizante. Al estimular con altas
concentraciones de KCI extracelular, estamos provocando una despolarizacién de
la membrana, culminando con la exocitosis de vesiculas por parte de las células
cromafines. En la Figura 12A podemos observar que al estimular con KCI 70 mM en
presencia de A74 y Apy disminuyen el nUmero de eventos amperométricos. La
presencia de ambas drogas también disminuye la liberacion cuantal Q, indicando

que se liberan menos catecolaminas durante cada evento individual de exocitosis.
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FIGURA 12: Representacion grafica del nimero de eventos amperométricos y de
Q, estimulando con KCI 70 mM. A. Namero de eventos por condicion. B. Area bajo
la espiga o liberacién cuantal por evento, (Q). Se comparo la condicion KCI con KCI
+ A74 y KCI + Apy utilizando la prueba estadistica t de student considerando una
prueba no paramétrica, Prueba Mann-Whitney, con un intervalo de confianza del
95%. Valor P < 0.0001 (***) y Valor P = 0.0453 (*). Los niumeros que aparecen sobre
la grafica en A y B. indican el nimero de registros analizados. Numero muestral de
KCI: 4 animales; KCIl + A74: 3 animales; KCI + Apy: 3 animales y KCI + Ctrl DMSO

1:1000: 3 animales (no se muestra en la grafica).
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Continuando con los resultados, en la Figura 13 se observan los histogramas
acumulativos de espigas amperométricas, observandose una disminucion de la
sumatoria de espigas cuando las células son pretratadas con A74 y Apy (Figura 13A
y 13B, respectivamente). En presencia de A74 el numero de espigas
amperométricas comienza a disminuir a los 50 segundos y con Apy la disminucién
es a partir de los 30 segundos. El resultado de estos analisis podria indicarnos que
el ATP liberado podria estar actuando como un mecanismo de autorregulacion de

la exocitosis.
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FIGURA 13: Histogramas acumulativos de espigas amperométricas inducidas con
KCI 70 mM. Se realiz6 esta grafica contando la cantidad de espigas amperométricas
existentes por cada 10 segundos de registro. A. Se comparé la sumatorio de
espigas amperométricas en las condiciones KCI 70 mM (color verde fluor) con KCI
70 mM + A74 (color fucsia) y en B. las condiciones KCI 70 mM (color verde fluor) +
Apy (amarillo). Para esta gréfica se utilizé la prueba estadistica ANOVA de doble
via (Variables tiempo y cantidad de espigas) con una prueba posterior de Bonferroni,
comparando la columna KCI 70 mM con las demas condiciones. Valor P < 0.001
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(***); Valor P < 0.01 (**) y Valor P < 0.05 (*). Numero muestral de KCI: 4 animales;
KCIl + A74: 3 animales; KCI + Apy: 3 animales y KCI + Ctrl DMSO 1:1000: 3 animales

(no se muestra en la gréfica).

Nuestro analisis también muestra que A74 disminuye significativamente la duracion
de los pies (Figura 14A), sugiriendo que frente a este estimulo (despolarizacién de
la membrana con altas concentraciones de KCI extracelular), el P2X7 regula la
expansion del poro de fusion. Por otra parte, la amplitud de los pies se ve afectada
tanto con A74 y Apy, indicando que tanto el ATP liberado como la activacion de
P2X7 también podria afectar la geometria del poro de fusion y, por ende, su

conductancia.
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FIGURA 14: Duracién y amplitud de pies amperométricos estimulando con KCI 70
mM. A. duracion (ms) y B. amplitud (pA). Se comparé la condicion KCI 70 mM con
KCI 70 mM + A74 y KCI 70 mM + Apy utilizando la prueba estadistica t de student
considerando una prueba no paramétrica, Prueba Mann-Whitney, con un intervalo
de confianza del 95%. Valor P = 0.0244 (*) y Valor P = 0.0006 (***). Los numeros
gue aparecen tanto en la grafica A como en B, representan el nimero de pies
presentes en todos los registros analizados. Numero muestral de KCI: 4 animales;
KCIl + A74: 3 animales; KCI + Apy: 3 animales y KCI + Ctrl DMSO 1:1000: 3 animales

(no se muestra en la gréfica).

45



Efecto del antagonismo del receptor P2X7 sobre las sefiales de Ca?* citosélico
inducido por un ioné6foro de Ca?*. Cuando estimulamos con un ionéforo de Ca?*,
molécula que se intercala en la membrana celular, aumenta la permeabilidad de
Ca?*, por ende, hay un aumento del Ca?* citosdlico (Elzi et al, 2001). Cuando se
estimulé con esta droga se observé que el nimero de eventos disminuye en
presencia del antagonista (A74) y de la enzima que hidroliza ATP (Apy), lo que nos
estaria indicando que, en presencia de estos inhibidores, la cantidad de eventos
amperométricos y la liberacién cuantal (Q) de catecolaminas se ve disminuida

(Figura 15B).
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FIGURA 15: Representacion gréfica del numero de eventos amperométricos y de
Q, estimulando con lonomicina 10 uM. A. Nimero de eventos por condicion. B. Area
bajo la espiga o liberacion cuantal de una vesicula por evento, Q. Se comparo la
condicion lono con lono + A74 y lono + Apy utilizando la prueba estadistica T de
student considerando una prueba no paramétrica, Prueba Mann-Whitney, con un
intervalo de confianza del 95%. Valor P = 0.0005 (***), Valor P = 0.0031 y Valor P =
0.0366 (*). Los numeros que aparecen sobre la grafica en A y B. indican el nimero
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de registros analizados. Niumero muestral de lono: 3 animales; lono + A74: 3
animales; lono + Apy: 3 animales y lono + Ctrl DMSO 1:1000: 4 animales (no se

muestra en la grafica).

En los histogramas de espigas amperométricas podemos observar que la presencia
de A74 y Apy disminuyen la cantidad de espigas acumulativas (Figura 16A y 16B).
Esta disminucion comienza a tener una disminucion significativa a los 40 segundos
de registro en el caso de A74 y con Apy el cambio significativo comenz6 a los 30

segundos.
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FIGURA 16: Histogramas acumulativos de espigas amperométricas inducidas con
lonomicina 10 uM. Se realizé esta grafica contando la cantidad de espigas
amperométricas existentes por cada 10 segundos de registro. A. Se comparo la
sumatorio de espigas acumulativas de las condiciones lono (color blanco) con lono
+ A74 (color rojo) y en B. de las condiciones lono (color blanco) y lono + Apy (color

naranjo). Para esta grafica se utilizod la prueba estadistica ANOVA de doble via
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(Variables tiempo y cantidad de espigas) con una prueba posterior de Bonferroni,
comparando la columna KCI 70 mM con las demas condiciones. Valor P < 0.05 (*);
Valor P < 0.01 (**) y Valor P < 0.001 (***). Numero muestral de lono: 3 animales;
lono + A74: 3 animales; lono + Apy: 3 animales y lono + Ctrl DMSO 1:1000: 4

animales (no se muestra en la gréfica).

Finalmente, para esta condicion, podemos observar en la Figura 17 la duracién de

los pies, tanto en tiempo, como en amplitud al estimular con lono.

Para la duracion de los pies (Figura 17A), podemos observar una disminucion sélo
en presencia de Apy. En cambio, cuando se analiza la amplitud de este parametro
(Figura 17B), se observa una disminucién significativa tanto en presencia de A74
como de Apy. Esto podria sugerir que otros receptores purinérgicos participan en la

regulacion del poro de fusion.
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FIGURA 17: Duracion y amplitud de los pies amperométricos estimulando con
lonomicina 10 yM. Se comparo la condicion lono con lono + A74 y lono + Apy
utilizando la prueba estadistica t de student considerando una prueba no
parameétrica, Prueba Mann-Whitney, con un intervalo de confianza del 95%. Valor P
=0.0012 (**) y Valor P = 0.0177 (*). Los nUmeros que aparecen tanto en la grafica
A como en B, representan el numero de pies presentes en todos los registros
analizados. Numero muestral de lono: 3 animales; lono + A74: 3 animales; lono +
Apy: 3 animales y lono + Ctrl DMSO 1:1000: 4 animales (no se muestra en la

gréfica).
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Mediciéon de sefiales de Ca?* citosélico. En estos experimentos se quiere estudiar
el efecto de la inhibicion del P2X7 sobre las sefiales de Ca?* citosélicas en células
cargadas con Fluo4-AM. Los experimentos se realizaron siguiendo el protocolo

mencionado anteriormente, estimulando a una longitud de onda de 488 nm.

Efecto del antagonismo del receptor P2X7 sobre las sefiales de Ca?* citosélico
inducida por la activacion de los receptores nicotinicos. Al estimular las células
cromafines en cultivo primario con DMPP 50 uM, podemos observar que hay un
aumento transitorio en la concentracion de Ca?* citosélico, el cual no se afecta

significativamente cuando se estimulan las células en presencia de A74 (Figura 18).
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FIGURA 18: Mediciones de Ca?* citosélico en células cargadas con Fluo4-AM,
estimulando con DMPP 50 uM. DMPP (en gris) y DMPP+ A74 (en verde agua). La
flecha negra sefiala cuando fue aplicado el estimulo. Anterior a esto se muestra la
linea base del registro. Se utilizé6 la prueba ANOVA de 1 via con una prueba

estadistica de Kruskall Wallis, seguida de una prueba “post-hoc” de Dunn, con un
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intervalo de confianza del 95%. Numero muestral de DMPP: 5 animales y 14 células;
DMPP + A74: 3 animales y 10 células y DMPP + Ctrl DMSO 1:1000: 5 animales y

12 células (no se muestra en la gréfica).

Efecto del antagonismo del receptor P2X7 sobre las sefales de Ca2+
citosélico inducida por la despolarizacion de la membrana. Al estimular las
células cromafines de cultivo primario con KClI 70 mM, se observa un aumento
transitorio en la concentracion de Ca?* citosoélico, el cual no se afecta

significativamente cuando se estimulan las células en presencia de A74 (Figura 19).

Cambios relativos de Ca*?
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FIGURA 19: Mediciones de Ca?* citosélico en células cargadas con Fluo4-AM,
estimulando con KCI| 70 mM. KCI 70 mM (en verde) y KClI 70 mM + A74 (en fucsia).
La flecha negra sefala en donde fue aplicado el estimulo. Anterior a esto se muestra
la linea base del registro. Se utilizé la prueba ANOVA de 1 via con una prueba

estadistica de Kruskall Wallis, seguida de una prueba “post-hoc” de Dunn, con un
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intervalo de confianza del 95%. NUumero muestral de KCI: 4 animales y 8 células;
KCI + A74: 5 animales y 12 células y KCI + Ctrl DMSO 1:1000: 5 animales y 11

células (no se muestra en la grafica).

Efecto del antagonismo del receptor P2X7 sobre las sefiales de Ca2+
citosoélico inducido por un ion6foro de Ca?*. Al estimular las células cromafines
de cultivo primario con lono, podemos observar un aumento transitorio en la
concentracion de Ca?* citosoélico, el cual se afecta negativamente en presencia de
A74 solo al final del registro, indicAndonos que el P2X7 podria tener algin efecto

“tardio” en la sefial de Ca?* citosoélico (Figura 20).
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FIGURA 20: Mediciones de Ca?* citosélico en células cargadas con Fluo4-AM,
estimulando con lono 10 yM. lono (en blanco) con lono + A74 (en rojo). La flecha
negra sefala en donde fue aplicado el estimulo. Anterior a esto se muestra la linea
base del registro. Se utilizé la prueba ANOVA de 1 via con una prueba estadistica
de Kruskall Wallis, seguida de una prueba “post-hoc” de Dunn, con un intervalo de
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confianza del 95%. Numero muestral de lono: 3 animales y 7 células; lono + A74: 6
animales y 8 células y lono + Ctrl DMSO 1:1000: 4 animales y 9 células (no se

muestra en la gréfica).
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DISCUSION

Identificacién inmunohistoquimica de receptores p2x7 en la glandula adrenal

de ratén.

Los resultados obtenidos dan cuenta que el receptor purinérgico P2X7 se encuentra
presente en células cromafines de la glandula adrenal de raton. Estudios previos
demostraron la presencia de este receptor en células cromafines de rata que
componen la médula adrenal (Arribas-Blazquez et al, 2019), ademas este receptor
se encuentra en parte de la corteza de la glandula adrenal de raton (Afework y
Burnstock, 1999; Arribas-Blazquez et al, 2019). También fue observado este tipo de
receptor en células PC12, una linea celular derivada de un feocromocitoma (tumor)

de la médula adrenal de rata (Fan et al, 2014).

En la Figura 5 podemos observar que el inmunomarcaje de color rojo (P2X7) se
encuentra presente en toda el area de la célula, y en algunos lugares, dentro de la
misma célula, se observan cumulos. Estas poblaciones de P2X7 lograron
identificarse como tal, ya que esta marca solo se ve en el canal rojo y no compone
un artefacto de la técnica, como la auto fluorescencia o mal manejo de la técnica.
Esto nos podria estar indicando que este receptor se encuentra distribuido de
manera heterogénea en el tejido de la médula adrenal, es decir, en ciertos sectores
de la célula hay mayor presencia del receptor que en otras zonas de esta cromafin.

Estudios diversos sefialan que la presencia y densidad de receptores purinérgicos
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es dependiente de la especie (Liu et al, 1999; Dunn et al, 2001). Esto lo pudimos
observar, ya que un estudio realizado en nuestro laboratorio en el presente afio
(Maldifassi et al, 2021) se realizé una inmunocitoquimica de cromafin de bovino
aislada, en donde el receptor se encuentra mayormente confinado a la membrana

plasmética de esta.

Participacion del P2X7 en la liberacién de catecolaminas en cultivo primario

de células cromafines.

Nuestros resultados muestran que tanto la hidrdlisis del ATP liberado con Apy
2U/mL como el antagonismo del P2X7 con A74 disminuyen significativamente el
nuamero de eventos de exocitosis inducidos por DMPP 50 uM, KCI 70 mM o lono 10
MM. Por lo tanto, en este trabajo planteamos que este receptor potencia la actividad
de exocitosis en las células cromafines. Uno de los mecanismos propuestos es que
al liberarse catecolaminas y ATP (en altas concentraciones) de los granulos
cromafines, este ATP se une al receptor en cuestion y mediante una cascada de
sefializaciones que desconocemos o por la entrada de grandes moléculas a través
de la formacion de poros el P2X7 estaria potenciando a que mas vesiculas sean
liberadas a partir de las células cromafines (Pelegrin y Surprenent, 2006; Ugur y

Ugur, 2019).
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Se han propuesto tres mecanismos de accién para P2X7 hasta la fecha: (1) como
un canal i6nico regulado por ligando que, al ser estimulado, aumenta la
permeabilidad a pequefias moléculas catidnicas, llevando a una despolarizacion de
la membrana celular; (2) cuando se estimula de manera prolongada, este receptor
puede aumentar gradualmente su permeabilidad a moléculas grandes, lo que puede
llevar a la absorcién o pérdida de moléculas grandes, como nucleétidos y (3) a
través de interacciones directas con su C-terminal, puede activar proteinas de

transduccion de sefiales y/o procesos celulares (Ugur y Ugur, 2019).

Cuando estimulamos con los diversos secretagogos en presencia de A74, el
antagonista de P2X7 se pueden observar que hay eventos de exocitosis, pero estos
se presentan en menor proporcion que en ausencia de A74 (observado en las
Figuras 9, 12 y 15), ya que se liberan vesiculas desde la célula cromafin hacia el
medio extracelular, pero la autorregulacién positiva mediada por el P2X7 se
encuentra antagonizada por A74. Algo similar sucede cuando incubamos un Apy,
esta enzima degrada gran parte del ATP que se encuentra en el medio extracelular,
se estimula en presencia de Apy y observamos que el nimero de histogramas
acumulativos de espigas amperométricas va disminuyendo, ya que la enzima
degrada las moléculas de ATP que se van liberando mediante la exocitosis,
guedando una concentracion de ATP fuera de la célula por debajo del umbral de

activacion de P2X7.
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Efecto del antagonismo de P2X7 sobre las sefiales de Ca?*

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el antagonismo del P2X7 con
A74 no disminuye significativamente las sefiales de Ca?* citosélico inducidas con
DMPP 50 uM, altas concentraciones de KCI (70 mM) y por un ionéforo de Ca?*, lono
10 uM. Esto nos podria estar indicando que los cambios en las sefiales de Ca?*
medidas con esta técnica no fueron lo suficientemente sensibles para detectar
cambios significativos o bien, este receptor se encuentra en zonas localizadas en la
célula cromafin y autorregula la exocitosis desde zonas especificas. Proponemos
repetir este estudio, pero utilizando otra técnica de microscopia, TIRFm (del inglés
total internal fluorescence microscope), en donde podremos observar una pequefia
region de la célula con un espesor no mayor a 200 nm. Con esta técnica esperamos
observar mayores cambios en las variaciones de Ca?*, ya que estaremos midiendo
variaciones de Ca?* submembranal, enfocAndonos en la membrana de la célula y
podremos obtener més informacion de lo que estd sucediendo exclusivamente en

la membrana de la célula cromafin y no en la célula completa (Oheim et al, 2019).

Un estudio realizado por Tomé et al (2007), en donde se evalué un potencial
agonista de los receptores purinérgicos del tipo P2X, en células cromafines bovinas,
en donde la respuesta a Ca?* al ATP fueron de aproximadamente el 50% y entre
este 50% hubo un 40% que produjo respuestas positivas a 2-MeSATP. Lo que nos
podria indicar este trabajo es que puede suceder algo similar a lo que sucede con
las cromafines bovinas, que sélo una fraccion de cromafines aisladas de raton se

pueda estar inhibiendo con A74 y la otra fraccion restante, puede no estar viéndose
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afectada. Para corroborar esto, se pretende replicar algunas técnicas de este trabajo
con cromafines de ratdn para verificar si se cumple o no el mismo patrén

mencionado en el estudio.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacién nos permiten concluir lo

siguiente:

El receptor purinérgico del tipo P2X7 se encuentra presente en el tejido completo
de la glandula adrenal de raton, especificamente en las células cromafines que se
encuentran en la médula adrenal y tienen una distribucion en cimulos dentro del

citoplasma de la célula.

Al evaluar los efectos de la degradacién de ATP y el antagonismo de los receptores
P2X7 sobre el nUumero de eventos de exocitosis podemos concluir que tanto el ATP,
como los P2X7 son necesarios para que el proceso de exocitosis se autorregule, ya
que, al inducir la liberacion de catecolaminas con los diversos secretagogos en
presencia de Apy y A74 se observd que estos participaron significativamente en la
regulacion del poro de fusién, afectandolo tanto en la duracion, amplitud y en la unién
vesicula-membrana. Ademas, se observéd que la presencia de Apy y A74 afecta la
autorregulacion positiva de la exocitosis, puesto que en presencia de estas moléculas

disminuyen los eventos de exocitosis.

Al determinar el efecto del antagonista A74, sobre las sefiales de Ca?* citosélico no
se vieron afectadas de manera significativa, ya que en ausencia de A74 hubo
aumentos transitorios de Ca?*, pero no representaron cambios significativos. No se
descarta la hipétesis de que esta autorregulacion sea mediada por Ca?*. Se sugiere
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realizar experimentos para observar si las variaciones de Ca?* estarian a nivel de

membrana.
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