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Introduccion

De la lectura de los anteriores articulos de
Gandia et al y Garcia-Sancho se desprende la
importancia del calién calcio {Ca?+) como men-
sajero ubicuo que participa en mdltiples proce-
sos biorreguladores. Asi pues, la elevacién de
las concentraciones citosdlicas de Ca?-,
[Ca2+], tras la activacién de canales de Ca2+
plasmalemales o intracelulares, constituye una
sefal celular que activa distintos procesos fisio-
(Ggicos (fig. 1). €l objetivo de este articulo es re-
saltar el significado fisicldgico de esa sefial ce-
lular y su relevancia para el desarrollo de nuevos
farmacos calciomoduladores. liustraremos es-
tas facetas con un ejemplo en el que poseemos
experiencia directa, la secrecién de neurotrans-
misores. Finalmente, haremos algunas conside-
racianes sobre las posibilidades de desarrallar
rJevos farmacos que modulen la actividad de
cistintes subtipos de canales de Ca?* neurg-
nales.

Gradientes de cakcio y secrecion

Para esclarecer la forma en que se mcdulan
tos fendmenos de Neurcsecrecion por camoios
transitorios de la [Ca2+];, se han seguido dos
estrategias fundamentales. Por una parte, se ha
demostrado que puede inducirse secrecién de
catecolaminas por [Ca2-]; relativamente bajas,
en el orden de 1 uM, en células cromafines bo-
vinas permeabilizadas!. lgualmente, la estimu-
facion de célutas intactas produce cambios de
la [Ca2+]; en torno al uM durante fa activacion
del proceso secretor®, Por otra parte, se han
hecho predicciones tedricas sobre los cambios
espaciotemporales de la [Ca2*], que tendrian

lugar en microdominios citosélicos, en el sub-
plasmalema en donde tiene lugar ia exocitosis.
Se ha calculado que durante la despolarizacion
celufar, la [Ca?+1, puede incrementarse desde
el nivel basal de 0,1 gM hasta 10-100 uM>7. Es-
tas concentraciones son considerablemente ma-
yores que las que se detectan al medir los cam-
bios globales promedio de la [Ca2+]; en una
célula cargada con fura-2.

Una explicacidn plausible para estas opinic-
nes divergentes serfa la propuesta de que des-
de la dptica cuantitativa, la secrecién produci-
da a altas y bajas [Ca®-], podrfa ser similar. Sin
embargg, la velocidad inicial de la secrecién se
acelerarfa de manera considerable por [Ca?*],
elevadas®. De tener lugar sblo en ciertos micro-
dominios celulares, estas concentraciones tan
elevadas no podrfan detectarse con las técnicas
utilizadas para la medicidn promedio ce los
cambios de “Ca2-]; cor: furg-2, depidc a su
baja resclucién espaciotemporal. Por tanto, es
factible que las c2lulas que producen una se-
Crecidn répida en respuesta a estimules fisiold-
gicos, tipo neuronas® célu as cremafines™ o oé-
luias de la hipdfisis anterior-!, puedan hacerlo
porgue las [Ca*+]; gue se alcanzan en domi-
nios exocitSticos son sustancialmente mas ele-
vadas gue las que se han utilizado en células
permeabilizadas.

Augustine y Neher'? estudizron ia Ca?--
dependencia de la secrecién en células croma-
fines individuales, midiendo simultdneamente la
tapacitancia elécirica de la célula como fndice
de exocitosis, y la [Ca?*]; con fura-2. Encontra-
ron que la didlisis intracelular de Ca?- con una
pipeta de patch-clamp disparaba la secrecién.
La secrecidn se incrementd cuando las [Ca?+],
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Fig. 1. Multiplicidad de funciones bioldgicas controladas por senales desencadenadas por incrementos transito-
rios de la concentracion citosdlica del cation Ca®+. En el vértice de la pirdmide destaca la secrecién de neuro-
transmisores porque es la funcion fisiologica elegida para ilustrar la temética de este articulo.

eran mayores de 0,2uM y se saturaba a con-
centraciones mayores de 10uM. La secrecién
tenia un coeficiente de Hill para la [Ca?+]; de 2.
La aplicacién de pulsos despolarizantes breves
produjo incrementos transitorios tanto de la
[Ca?+], como de la secrecidn. La comparacion
de las velocidades de secrecidn durante estas
despolarizaciones, con las producidas por la dia-
lisis de Ca®+, sugiere que, durante la despola-
rizacién celular, la [Ca?+], que se alcanza en
dominios subplasmalemales de secrecién pue-
de ser mayor de 10 M. La medicién promedio
de la [Ca?+]; en células intactas indica cambios
mucho menores. Por ello, cabe concluir que
durante la despolarizacién, deben producirse
gradientes espaciales muy acusados de la
[Ca?+],
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Para el estudio de gradientes de Ca?* y se-
creciéon en células cromafines bovinas, utiliza-
mos en nuestro laboratorio una estrategia
diferente'3. Se midieron los cambios de la
[Ca?+], y la secrecién de catecolaminas en cé-
lulas estimuladas con una solucién despolarizan-
te (100 mM de K+). Una vez despolarizadas, se
ofrecié a las células Ca?+ o Ba2+ en forma de
escaldn brusco, o en forma de rampa lineal que
permitfa el incremento gradual de la concentra-
cién extracelular de cada catién, desde O a
2,5mM, en un periodo de 10 min (fig. 2). Ob-
servamos una clara separacién entre los cam-
bios de la [Ca?']; y el curso temporal de la res-
puesta secretora. Con el escalén de Ca?* se
aprecié un incremento paralelo de la [Caz+]; y
la secrecién, que alcanzé un pico en pocos se-
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Fig. 2. Dispositivo utilizado para el estudio de gradientes de cationes divalentes Ca® y Ba‘*, y su influencia so-
bre el proceso de secrecién de catecolaminas en células cromafines aisladas de médula suprarrenal bovina, y
mantenidas en cultivos primarios. Los recipientes D y C son los utilizados normalmente para preparar gradientes
continuos de sacarosa para la preparacion de particulas subcelulares por centrifugacion diferencial. La secrecién
de catecolaminas se controla, continuamente, mediante un detector electroquimico al que se dirige el liquido
que superfunde las células cromafines. También pueden colectarse muestras y las catecolaminas presentes en
las mismas se analizan fluorométricamente. Los incrementos de la [Ca?* ] se miden con un equipo de microfiuo-
rometria adaptado a un microscopio invertido, en una sola célula de cromafin cargada con la sonda fluorescente
fura-2. En este mismo equipo hemos adaptado recientemente los elementos necesarios para medir, simultdnea-
mente en la misma célula, corrientes de Ca?+, cambios de la [Ca?* ] y secrecion de catecolaminas. Adaptado
de Michelena P et al®.

gundos. El paralelismo se perdié después de po-
cos minutos, ya que la secrecién volvié a valo-
res basales pero la [Ca?+], permanecié elevada
en una meseta de 0,4uM. Con la rampa de
Ca?+ tan sélo observamos un pequefo pico
transitorio de secrecién, a pesar de que la
[Ca2+], permanecié elevada durante todo el pe-
rfodo de 10 min de estimulacién. Esta separa-
cién entre [Ca2+], y secrecién se aprecié tam-
bién en condiciones experimentales en las que

era factible que los canales de Ca?* L perma-
necieran abiertos, ya que se utilizé una ligera
despolarizacién (18 mM de K+) y el activador
de esos canales, Bay K 8644 (1 uM). En otras
palabras, la secrecién fue, de nuevo, transitoria
pero la [Ca?+]; permanecié elevada en una me-
seta. Si en vez de Ca?* se aplican escalones o
rampas de Ba?+, se obtienen respuestas secre-
toras no inactivantes. Estos resultados sugieren
que la velocidad y la cuantfa de la secrecién no
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son una funcién simple de la [Ca?+], que se al-
canza en un momento dadg, y son compatibles
con las siguientes conclusiones: 1) la velocidad
de secrecién depende de la existencia de un
gradiente de Ca?* muy acusadc, que permita
alcanzar [Ca®-]; muy elevadas (10-100 zM) en
los microdomios citosdlicos en los que aconte-
ce la exocitosis probablemente ubicados cerca
de la boca interna de los canales de Ca?+ L, y
2) la inactivacién [Ca?+]-deperdiente de los
canales de Ca?+ contribuye a disipar ese gra-
diente de Ca?- y a regular ia secrecion',
Otro importante factor que puede contribuir
a modular la secrecién a medio y largo plazo es
el de la existencia de varios depdsitos de vesf-
culas secreforas, uno de vesiculas faciimente |i-
berables, ancladas en el plasmalema, y otro de
reserva. Este esquema surgié de las observacio-
nes siguientes. La velocidad de secrecién con
la didlisis de Ca?+ a través de una pipeta de
patch es considerablemente menor, para una
determinada [Ca®*],, que la observada en res-
puesta a despolarizaciones breves (Ca?+ extra-
celular que penetra en la célula por canales de
Ca?+)*, Por otra parte, la cantidad total de se-
crecidn es siempre mucho mayor con la dialisis
de Ca?+ que con la elevacién répida de la
[Ca?+]; por despolarizacién. Neher y Ziicke-15
utilizaron DM-nitrofeno (un compuesto que une
Ca?+ y lo libera répidamente por fotdlisis) para
investigar la cinética de la secrecion Ca2:-
dependiente en células cromafines bovinas. La
fotdlisis produjo la elevaciéon de la {Ca®+]; en es-
calones de 100 uM, que indujeron una secre-
cién intensa de varios segundos de duracidn,
seguida de una lenta y persistente secrecion. Los
distintos compaonentes de esta cinética pueden
representar la existencia de depdsitos vesicula-
res con mayor o menor disponibilidad para se-
cretar. Tanto el transporte de vesiculas, desde
el depésito de reserva hasta el liberable, como
la propia secrecion parecen ser fendémenos
Ca?+-dependientes. En base a ello, Heinemann
et al's han propuestc un modelo de secrecion
que consta de dos fases. £l modelo contempla
la existencia de una depresién o un aumento de
la secrecion en ciertas condiciones experimen-
tales. Asi, después de la aplicacién de estimu-
los intensos, el depésito liberable disminuye, lo
que ocasiona una depresion de la respuesta se-
cretora cuando se estimula, posteriormente, la
célula. La recuperacién de la secrecion se ace-
lera cuando se incrementa moderadamente la
[Ca?-]; elo se debe, probablemente, a la recu-
peracién del depdsito liberable. Con esta mani-
pulacién, el depésito puede rellenarse de més,
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por lo que las respuestas secretoras subsiguien-
tes pueden estar incrementadasY.

Canales de calcio y neurosecrecion

Conocer cudl es la participacién de cada sub-
tipo de canal de Ca?+ (L, N, P, Q) en la regula-
cién de la liberacién de distintos neurotransmi-
sores en distintas sinapsis, saber su grado de
acoplamiento con la maquinaria secretora, asi
como su distribucién geografica y su aportacion
individual a los cambios de la [Ca?*]; en micro-
dominios neuronales constituye, ahora mismo,
uno de los temas de investigacién mds canden-
tes en neurociencia.

Ante esta creciente diversidad de canales de
Ca?+, cabe plantearse cudl es la funcion
de cada uno de estos subtipos y/o qué subti-
po de canal regula la liberacidn de un determi-
nado neurotransmisor en las sinapsis centrales
y periféricas. En el SNC, se ha demostrado que
la w-conozoxina GVIA (GVIA), un blogueador se-
lectivo de canales N, inhibe potentemente, aun-
que parcialmente, la liberacién de gluta-
mato®? de acetilcolina?®, de dopamina??- y
de noradrenalina®. Otros estudios muestran un
papel predominante de los canales no N no L
en la liberacién de neurotransmisores en sinap-
sis centrales?®. Por otro lade, en sinapsis peri-
féricas, parece que es el canal tipo N el que re-
gula predominantemente la liberacién de
neurotransmisores. Asl, en neuronas simpaticas
de rata, Hirning et al?* encontraron que la GVIA
era capaz de bloguear la liberacién de noradre-
nalina. Un blogueo similar por GVIA en sinap-
sis noradrenérgicas periféricas ha sido descrito
por Clasbrummel et al®® y Feuerstein et al?®,
Més recientemente, Wheeler et al?” han descri-
to que tanto los canales de Ca?* tipo N como
los Q regulan la transmisién sindptica en el hi-
pocampo.

La regulacién del proceso secretor de cate-
coiaminas por un determinado subtipo de ca-
nal de Ca?+ parece ser algo mas complejo.
Como describen Gandia et al en un articulo an-
terior, la presencia en células cromafines de los
diferentes subtipos de canales varfa en funcién
de la especie estudiada. En la célula croma-
fin de gato hemos identificado canales tipo L y
N en proporciones similares. Sin embargo, el
proceso secretor de catecolaminas puede blo-
guearse totalmente sélo por dihidropiridinas
(DHPs) antagonistas, y muy poco por GVIAZ,
En la célula cromafin bovina, el patrén obser-
vado parece ser mucho més complejo. Los ca-
naies tipo L suponen tan sélo un 15-20% cuan-
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do se estudian las corrientes globales de Ba?+;
sin embargo, el blogueo de la secrecién por
DHP es de un 50%. Si bien estos datos apoyan
la idea de que este subtipo de canal estarfa muy
directamente relacionado con el proceso de exo-
citosis, también nos indican la existencia de otro
componente que es capaz de controlar, aproxi-
madamente, otro 50% del proceso exocitético.
Este 50% no se bloguea por la combinacién de
GVIAy w-agatoxina IVA (IVA), un bloqueador de
canales P, a pesar de que estos eran los com-
ponentes mayoritarios en los estudios electrofi-
siolégicos. Recientemente, con la disponibilidad
de una nueva toxina, la w-conotoxina MVIIC
(MVIIC), hemos conseguido bloquear de una for-
ma contundente el proceso secretor de cateco-
laminas en células cromafines bovinas, median-
te la combinacién de esta toxina y DHP. Estos
datos funcionales parecen sugerir la existencia
de un nuevo subtipo de canal de Ca?+, deno-
minado Q, en la membrana de la célula croma-
fin bovina, dato que parece confirmarse por es-
tudios electrofisiolégicos®.

Localizaciéon de canales de calcio
en microdominios del plasmalema:
importancia para la regulacion

de la neurosecrecion

Existen varios trabajos que sugieren que la li-
beracién de neurotransmisores no ocurre al azar
en toda la superficie del plasmalema. Por ejem-
plo, Schroeder et al*® han utilizado delicados
electrodos de fibra de carbono, cuya punta se
pule al fuego hasta que alcanza 1 um de didme-
tro. Cuando se acerca este electrodo a una cé-
lula cromafin, y esta se estimula con agentes
despolarizantes, el electrodo detecta la secre-
cién de catecolaminas mediante técnicas ampe-
rométricas?. Moviendo el microelectrodo por
distintas areas de la superficie celular, se han
identificado microdominios en los que no se pro-
duce exocitosis, junto a otros en que sf aconte-
ce (zonas activas). Por otra parte, Augustine y
Neher2 [legaron a la conclusién de que la
[Ca?+], subplasmalemal, durante la despolari-
zacién celular, podrfa alcanzar valores de dece-
nas de umol. Para generar esta sefial de Ca?+
tan dréstica y versétil, se impone el esbozo de
una nueva hipdtesis. Para poder elevar la
[Ca?+]; asf, los canales de Ca?+ deberfan api-
fiarse cerca de las zonas activas exocitéticas. Es
decir, los canales de Ca2* que suministran el
Ca?+ necesario para disparar rdpidamente la
secrecién formarian una unidad morfofuncional
con las estructuras de la maquinaria secretora,

muy cerca de aquellos lugares en los que las
vesiculas se acumulan y se anclan al plasmale-
ma, preparandose para vaciar su contenido al
espacio extracelular tan pronto como un poten-
cial de accién active dichos canales. Llinds et
al® han proporcionado evidencias en favor de
esta hip6tesis en la sinapsis gigante del calamar.
La tecnologia disponible hasta el momento sélo
permite el uso de este modelo sindptico para
detectar, con suficiente resolucién espaciotem-
poral, los rapidos cambios de la [Ca?+], que se
producen en microdominios cercanos al axole-
ma durante un potencial de accién. Para ello,
utilizaron una fotoproteina (n-aequorina-)) que,
al poseer baja afinidad por el Ca?+, puede de-
tectar cambios de decenas de umol en la con-
centracién citosélica del cation. Con esta preci-
sa estrategia demostraron la existencia de
transientes de [Ca2+]; en puntos especificos de
la terminacién presinéptica del axén gigante del
calamar.

La célula cromafin es demasiado pequefia
para lograr una resolucién espacial suficiente y
apreciar microdominios de transientes de
[Ca?+];. Sin embargo, tiene la ventaja de que
posee varios subtipos de canales de Ca?+ (véa-
se el articulo de Gandfa et al en esta monogra-
fia) y de que su respuesta secretora es facilmen-
te cuantificable con técnicas flurométricas
clasicas, o con las mas modernas de ampero-
metrfa. Por ello, hemos estudiado en este mo-
delo la vinculacién que cada canal de Ca2+ po-
see con la maquinaria secretora y planteado la
hipétesis de que determinados subtipos de ca-
nales de Ca2* se encuentren mas cercanos
que otros al dispositivo secretor.

En células cromafines de gato, el anélisis ci-
nético y farmacoldgico de corrientes globales
de Ca?+ y Ba?* reveld la presencia mayorita-
ria de canales de Ca?* Ny L®, Por otra parte,
sabemos desde hace una década que la se-
crecién de catecolaminas en células cromafi-
nes felinas es extremadamente sensible a con-
centraciones nanomolares de activadores y
bloqueadores DHP de canales L33, Este hecho
nos llevé a preguntarnos por la razén de la exis-
tencia en la célula cromaffn de gato de canales
Ny L, y cudl serfa su participacién relativa en
el control de la secrecién. El pico de corriente
global de Ca?+ se inhibié un 47% por la DHP
furnidipino, vy la corriente tardia un 80%. La GVIA
redujo el pico de corriente un 42% y un 55%
la fase tardia. En lo que se refiere a la sefial ci-
tosélica del Ca?+, producida por pulsos breves
de K+ elevado aplicados a células cromafines
felinas cargadas con fura-2, esta se redujo un
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fig. 3. Esquema de la sinapsis colinocromafin en la
médula de la gldndula suprarrenal intacta. Modelo que
propone la distinta localizacion geografica de los dis-
tintos subtipos de canales de Ca’* para explicar el
bloqueo selectivo de la secrecién de catecolaminas
a la circulacion, por agentes que afectan canales de
Ca* voltajedependientes L o Q pero no los P o N.
Los canales alejados de la maquinaria secretora pue-
den surtir de Ca?+ y la célula para regular otras fun-
ciones distintas a la de exocitosis, y que requieren con-
centraciones mas bajas del cation. Por ejemplo, el
{ransporte de vesiculas desde el aparato de Golgi hasta
el depdsito liberable, situado adyacente al plasmale-
ma, la activacion de enzimas que participan en la sin-
tesis de catecolaminas mediante fosforilaciones Ca?* -
dependientes, o la expresion génica.

44% por furnidipino y un 42% por GVIA. La se-
crecién de catecolaminas, sin embargo, se afec-
té de manera diferente por ambos bloqueado-
res. Mientras que el furnidipino bloqued mas de
un 95% la respuesta secretora al K+ elevado,
la GVIA la redujo apenas un 20%. Asf pues, los
canales Ly N parecen aportar cantidades simi-
lares de Ca?+ al interior celular. Pero el Ca?
que ve el citosol parece que tiene «diferentes
colores». Uno sirve para secretar (canales L),
pero el otro no (canales N). Esta observacién nos
llevd a plantear la hipétesis de que los canales
de Ca?+ del subtipo L tendrian que ubicarse en
la inmediata vecindad de los sitios activos de
exocitosis en el plasmalema?34,

Durante los Ultimos meses hemos sometido
esta hipdtesis a una cuidadosa evaluacion en
otro modelo de célula cromafin, el bovino, cuya
dotacién de canales de Ca?+ parece mas hete-
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rogénea que la felina. De hecho, en la céluia cro-
mafin bovina hemos disecado al menos cuatro
subcomponentes en sus corrientes globales de
Ca?*, a saber, uno sensible a furnidipino (canal
L), otro a GVIA (canal N), un tercero a IVA {ca-
nal P) y un ultimo componente sensible a MVIIC
{canal Q). Con anterioridad a estos experi-
mentos, habiamos observado que la secrecién
de catecolaminas en la adrenal intacta bovina
era insensible a GVIA, y sélo parcialmente sen-
sible a DHP3%, M4s tarde, demostramos que
la corriente de Ca?+ posela un componente
sensible a IVA, y sugerimos que los canales P
colaborarian con los L en el control de la se-
crecién cromafin bovina® 3, Pero hace unos
meses observamos que la secrecién cromafin
bovina era insensible a IVA®, La reciente dis-
ponibilidad de MVIIC nos ha permitido encon-
trar el eslabén perdido en esa compleja cade-
na de multiples canales de Ca?+ y secrecién,
El furnidipino por un lado y la MVIIC por otro
reducen a la mitad la secrecién y la combina-
cién de los dos la abole. Asf pues, la célula cro-
mafin bovina en cultivos primarios expresa
cuatro subtipos de canales de Ca2+ (L, N, P,
Q), pero sélo dos, los Ly los Q, parecen estar
estrechamente vinculados a la regulacién de
la exocitosis.

Nuestros resultados chocan parcialmente con
otros presentados en un estudio reciente, en los
que se midié, simultdneamente, en una Unica
célula cromafin, la corriente global de Ca?+ y la
secrecioén, esta mediante la capacitancia eléc-
trica de la membrana®. En este estudio se
concluye que la corriente global de Ca?+ en la
célula cromafin bovina consta sélo de 3 com-
ponentes, L, Ny P. Se asevera que los 3 cana-
les contribuyen al control de la secrecién, pero
los L poseen un peso especfifico considerable-
mente mayor. Para explicar esta discrepancia
podrfan esgrimirse diferencias metodolégicas en
el cultivo de las células, en disefios experimen-
tales o0 en la técnica utilizada para medir la se-
crecién. Artalejo et al®® utilizaron técnicas de
patch-clamp y capacitancia para medir corrien-
tes de Ca®+ y secrecién, respectivamente. No-
sotros utilizamos técnicas de patch-clamp para
medir corrientes, amperometrfa y fluorescencia
para cuantificar secrecién y, ademds, cuantifi-
camos la captacion de “Ca?+ y medimos los
cambios de la [Ca?+],. Por lo demés, las neu-
rotoxinas que utilizamos son las mismas. Por tan-
to, el hecho de que nosotros adscribamos al con-
trol de la secrecién a canales Q y L y Artalejo
et al* a canales L, N y P constituye una dis-
crepancia tan drdstica que es dificil de reconci-
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liar aduciendo, tan sélo, diferencias metodold-
gicas.

Una hipétesis y un modelo

del plasmalema en las que la exocitosis no tie-
ne lugar.

Implicaciones farmacoterapicas

Enlasuprarrenal intacta, las células croma-
fines de su médula liberan, directamente a la
circulacién, sus catecolaminas adrenalina y
noradrenalina. Para que nuestro organismo
responda adecuadamente con reacciones de
alerta, lucha o huida ante una determinada si-
tuacién de estrés o peligro, la secrecién de ca-
tecolaminas debe ser rapida, contundente y
precisa. Es légico, pues, que los sitios activos
de secrecién se localicen preferentemente en
la zona del plasmalema que mira a la luz vas-
cular (fig. 3). Esta especializacién geogréfica
de la secrecidn sugiere gue los canales de
Ca?+ de los subtipos Q y L deben colocalizar-
se con los sitios activos exocitéticos, en la su-
perficie celular que mira a los vasos. De esta
manera, cuando el nervio esplacnico activa la
célula cromafin mediante la secrecién de ace-
tilcolina, esta genera potenciales de accién que
selecionan, seguramente, los 4 canales de
Ca2+. Pero sblo el Ca?+ que entra por los Ly
los Q es capaz, por su localizacién estratégi-
ca, de generar una rapida y transitoria eleva-
cién de la [Ca?+], de varias decenas de umol.
Esta es una sefial, pues, altamente localizada
en un microdominio de la célula cromafin, cer-
cano al plasmalema de la superficie secreto-
ra, alll en donde las vesiculas permanecen an-
cladas a la membrana, dispuestas para expeler
su contenido catecolaminérgico a la circulacién
€n unos pocos ms.

Como comentamos al principio, el Ca?* re-
gula multitud de procesos biolégicos. Una cé-
lula como la cromafin debe asegurar una se-
crecién continuada de catecolaminas en
situaciones de estrés prolongados. El transpor-
te de nuevas vesiculas para reponer las ya uti-
lizadas, la sintesis de catecolaminas median-
te enzimas que requieren para su activacién
una fosforilacién, o la expresién de los genes
que dirigen la sintesis de estos u otras enzimas
son todos fenémenos Ca?+-dependientes. Sin
embargo, los valores de [Ca2+], que requieren
son sustancialmente menores, y tampoco pre-
cisan cambios o gradientes tan bruscos como
los que necesita la maquinaria secretora para
funcionar con extremada rapidez. Es plausible
gue esos incrementos de la [Ca?+]; en microdo-
minios de la maquinaria secretora se produzcan
por via de los canales N y P que, en la célula
cromafin bovina, estarfan ubicados en las zonas

La sobrecarga de las células con un exceso
de Ca?+ es un mecanismo citotdxico que pue-
de causar su muerte. De hecho, se acepta que
la excesiva entrada de Ca?+ constituye un me-
canismo patogénico crucial en varias enferme-
dades del aparato cardiovascular y del sistema
nervioso central, por ejemplo, la hipertension,
la enfermedad isquémica coronaria, el infarto
de miocardio o el ictus. La acumulacién excesi-
va de Ca?* en neuronas se ha asociado tam-
bién a enfermedades neurodegenerativas de
evolucién crdnica del tipo enfermedad de Alz-
heimer o de Parkinson. EI Ca2+ parece desem-
pefiar también un importante papel en patolo-
gias del tipo de la epilepsia, que cursan con una
hiperexcitabilidad neuronal. Dada esta rica pa-
tologfa, no es extrafio que la mayorfa de los es-
fuerzos para la busqueda y desarrollo de farma-
cos que interfieren con la homeostasis celular
del Ca?* se hayan canalizado hacia la preven-
cién de la entrada y la sobrecarga celular de
Ca?+.

Los denominados actualmente antagonistas
del calcio®, bloqueadores de la entrada de
Ca?+, o blogueadores de canales de Ca?+ inhi-
ben selectivamente los canales del subtipo L.
Constituyen un grupo heterogéneo de molécu-
las con gran relevancia en el tratamiento de en-
fermedades del aparato cardiovascular. Aparte
de sus ya clasicas indicaciones en el tratamien-
to de la hipertensidn y de la isquemia corona-
ria, se estéa en este momento resaltando su ac-
tividad citoprotectora por prevenir la sobrecarga
de Ca?* en situaciones de isquemia tisular.
Tanto a nivel preclinico como clinico existen nu-
merosos datos que apoyan esta actividad. Son
los siguientes: 1) a nivel cardfaco, el verapamilo
y el diltiazem, pero no el nifedipino, disminuyen
la incidencia de reinfartos y la mortalidad en pa-
cientes con infarto agudo de miocardio®3; 2)
a nivel cerebral, el nimodipino previene las se-
cuelas neurolégicas tras una hemorragia sub-
aracnoidea, y la flunarizina posee claros efec-
tos antimigrafiosos; 3) algunas dihidropiridinas
(nifedipino, lacidipino, isradipino), el verapami-
lo y el diltiazem poseen potencial antiaterogé-
nico, y 4) el verapamilo, el diltiazem y el nitren-
dipino protegen frente a la toxicidad renal
producida por radiocontrastes; ademas, el ve-
rapamilo protege frente a la nefrotoxicidad in-
ducida por ciclosporina.
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En la actualidad se estan investigando mu-
chos nuevos bloqueadores de canales L, y tam-
bién algunos activadores. Se persigue encontrar
una mayor selectividad tisular y un mejor perfil
farmacocinético. Especialmente relevantes son
la citoproteccion y el potencial antiaterogénico,
asf como sus posibles aplicaciones no cardio-
vasculares (p. €]., enfermedades del tipo del co-
lon irritable, con alteraciones secretoras y mo-
toras del tracto gastrointestinal).

La farmacologia de los canales de Ca?+ no L
esta por descubrir. Tan sélo disponemos de neu-
rotoxinas, que se han utilizado recientemente en
modelos de isquemia cerebral para conocer sus
posibles efectos neuroprotectores®. Por ejem-
plo, con una Unica inyeccidn en bolo de w-
conotoxina MVIIA (MVIIA), un inhibidor reversi-
ble de los canales de Ca?' N, se produce una
neuroproteccion significativa cuando el péptido
se administra 24 h antes de la agresién isqué-
mica. La toxina protegié las neuronas piramida-
les de &rea CAl del hipocampo de rata, frente
al dafio producido por una isquemia cerebral
global. Sin embargo, la MVIIC, que bloquea ca-
nales Q con mayor afinidad que los Ny P, no
produjo neuroproteccién. La MVIIC si fue eficaz
para reducir el volumen de infarto neocortical
en modelos de isquemia focal de cerebro de
rata. La toxina es eficaz tanto si se administra
durante la oclusién como tras el episodio isqué-
mico, lo que sugiere que la ventana terapéutica
para instaurar un tratamiento postictus puede
ser mayor de lo que se pensaba. Estos datos,
aungue aun son preliminares y escasos, sugie-
ren que los conopéptidos y sus derivados pue-
den ser Utiles en la profilaxis del dafo neuronal
secundario a un accidente isquémico por ictus,
parada cardfaca, trauma craneal o trauma de
la médula espinal.

Los blogueadores de canales N podrian tam-
bién ser eficaces en otros sindromes especffi-
cos del sistema nervioso central. Por ejemplo,
la administracion intratecal de MVIIA abole la
respuesta nociceptiva observada con el test de
formalina en la pata trasera de la rata. Por otra
parte, la alodinia tactil se suprimié selectiva-
mente en un modelo de dolor neuropatico tras
la administracidn intratecal de MVIIA; este
efecto fue 100 veces més potente que el de
morfina.

Perspectivas farmacoterapicas

ra hematoencefalica) y su répida degradacién
por via oral. Por tanto, los esfuerzos deben diri-
girse a la sintesis de moléculas no peptidicas
que blogueen uno u otro subtipo de canal de
Ca?*. Una de las estrategias que se estan si-
guiendo consiste en esclarecer la estructura mo-
lecular de neurotoxinas conocidas. Asl, esclare-
cer la estructura tridimensional de conotoxinas
y agatoxinas constituye el primer paso para la
comprension de los determinantes moleculares
que les confieren selectividad para unirse a un
determinado canal. Con esta idea, hemos defi-
nido recientemente la estructura tridimensional
de la GVIA, mediante el uso de técnicas de re-
sonancia magnética nuclear de protones®. La
estructura es globular; la molécula en solucién
se dobla y estabiliza mediante 3 puentes disul-
furo y varios enlaces de hidrégeno intramolecu-
lares. En la periferia se encuentran 14 grupos
hidroxilo, completamente expuestos al solven-
te. Estos grupos, mas las cadenas laterales de
lisina y arginina con residucs polares, que emer-
gen radialmente del niicleo peptidico, propor-
cionan elementos especificos de reconocimiento
para la interaccion de la toxina con el canal neu-
ronal N. En la actualidad, en colaboracion con
J Alvarez-Builla (Universidad de Alcald de He-
nares), estamos intentando sintetizar moléculas
no peptidicas basandonos en los farmacdforos
de la GVIA, que pudieran bloquear selectiva-
mente los canales de Ca?+ del subtipo N.

Otra importante pregunta por contestar se re-
laciona con la definicién del ndmero.de cana-
les de Ca?+ que controlan la liberacion de neu-
rotransmisores. Se han identificado ya muchos
subtipos de receptores para varios neurotrans-
misores (cinco para dopamina, 12 para seroto-
nina). Es plausible,. pues, que la liberacién de
un neurotransmisor pudiera controlarse por sub-
tipos de canales de Ca?+ diferentes, de acuer-
do con el tipo de receptor presente en una de-
terminada sinapsis.

Finalmente, cabe preguntarse hasta dénde va-
mos a llegar con esta creciente diversidad de
canales de Ca?+ y cudl es la funcién especffi-
ca de cada subtipo de canal. En cualquier caso,
esta enorme complejidad tiene un lado positi-
vo, y es la diversidad de dianas para buscar far-
macos cada vez mas selectivos que modulen
uno u otro subtipo de canal de Ca?+.

Resumen

El uso clinico de péptidos que bloqueen ca-
nales de Ca?- neuronales estd condicionado
por su limitada difusién (no atraviesan la barre-
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nales de Ca?+ voltajecdependientes (L, N, P. Q,
T) que se estan identificando y caracterizando.
No es dificil entender que un canal L contrcle
la contractilidad miocdrdica, uno, T, el marca-
pasos de una neurona y otro, N, la liberacién
de noradrenalina en neuronas simpaticas. Sin
embargo, cuando como en el caso de la célula
cromafin bovina se expresan varios subtipos de
canales de Ca?* simultdneamente (L, N, Py Q)
surge la pregunta inevitable de para qué tanto
canal en una misma célula. Si damos crédito
a la selectividad de las neurotoxinas para iden-
tificarlos, la secrecidén de catecclaminas en la
célula cromafin bovina se contrala por canales
Ly Q. En la célula cromafin de gato se expre-
san por igual los canales Ly N, pero son los L
los que dominan el proceso secretor. Estos ha-
llazgos nos han conducido a postular la hipéte-
sis de que ciertos subtipos de canales de Ca?+
qgue dominan el control de la secrecién (los Q
y L enla célula cromafin bovina, los L en la feli-
na) se encontrarian apifados en lugares cerca-
nos a la maquinaria secretora. De esta mane-
ra, al despolarizarse la célula cromafin y
seleccionarse sus canales de Ca?*, se produci-
tian rapidas y drasticas elevaciones de la
[Ca2+],, pero sdlo en aquellos micredominios
del subplasmalema especializados para secre-
tar. De esta manera, el resto de la célula estaria
a salvo de una exposicidn masiva de Ca2+, que
podria serle nociva. El Ca?+ que penetra en la
célulz por canales no acoplados a la maguina-
ria secretora (N y P en la célula cromafin bovi-
na, N en la felina) servirfa otras funciones ceiu-
lares Ca?+-dependientes, pero no relacionadas
de inmediato con la exocitosis rapida. Si bien
los canales de Ca?* del tipo L poseen una rica
farmacologia, con clara proyeccion clinica en en-
fermedades cardiovasculares y neurolégicas (an-
gina, hipertension, ictus o migrafa), los cana-
les no L carecen de farmacologfa. El reciente
esclarecimiento de lz estructura tridimensional
de algunas neurotoxinas peptidicas permitira uti-
lizarlas de «molde» para el disefio y sintesis de
compuestos con afinidad selectiva por uno u
otro subtipo de canal de Ca?+ neuronal. La cre-
ciente diversidad de canales de Ca?+ dificulta
ta comprension de su relevancia fisioldgica y fi-
siopatolégica. Pero, como contrapartida, plan-
tea el reto de la blsqueda de antagonistas del
calcio y de agonistas del calcio con una pronun-
ciada selectividad neuronal. Varias enfermeda-
des neurodegenerativas (enfermedad de Alzhei-
mer o de Parkinson), neurolégicas (epilepsia) y
psiguidtricas (demencias o depresién), asi como
los cuadros de isquemia cerebral, podrian be-

neficiarse de esta estrategia antes de que ter-
mine esta década del cerebro.
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M. Criapo: ;Cudntas clases de células croma-
fines hay?, o cuando hablamos de las células
cromafines en la médula adrenal de distintas
especies, ;son estas células tan homogéneas?

A.G. Garcla; En bovino, por ejemplo, el 40%
son células noradrenérgicas, el 60% adrenér-
gicas, en el hombre predomina fundamental-
mente la adrenalina, es decir, hay variaciones
en funcién de la especie. Lo que no existen
son células que fabriquen las dos catecolami-
nas, aunque algunos autores han sugerido que
un pequeno porcentaje serfan células mixtas.

M. Criabo: Quisiera hacerle otra pregunta, ;es
posible que la expresidn de canales se afecte
en cultivo?

A.G. Garcla: Por supuesto. Como antes ha se-
fialado el Dr. Gandfa es muy posible que la
expresién de canales L y/o N se incremente
con la edad de las células. Aunque muchos
grupos trabajan con cultivos heterogéneos, he-
mos elaborado una tecnologfa para separar
poblaciones homogéneas de células. Otra
cosa que queremos hacer es trabajar en ro-
dajas de médula adrenal. Al igual que se tra-
baja en rodajas de hipocampo, queremos tra-
bajar en rodajas de médula adrenal, para
conocer in situ la proporcién existente de cada
subtipo de canales de calcio en la célula cro-
mafin.

V. Cefa: En principio yo estoy absolutamente
de acuerdo con una microanatomia regional
de los canales, y no sélo en la célula croma-
fin, sino que hay otros sistemas donde pare-
ce ser por datos indirectos que también exis-
te. Uno de estos sistemas es el hipocampo
donde hay corrientes llevadas por determina-
dos canales cuyo bloqueo no afecta la secre-
cién de glutamato. Querfa ademas plantearle
una cuestién. Cuando se despolariza una cé-
lula con concentraciones elevadas de potasio
extracelular, la sefial intracelular de calcio se
eleva y permanece elevada incluso durante
minutos hasta que desaparece la concentra-
cién extracelular de calcio. Desde un punto
de vista, digamos, electrofisiolégico, pensan-
do en la cinética de los canales, parece im-

probable que un canal de calcio esté abierto
durante un minuto seguido en respuesta a
despolarizacion. La pregunta es ;qué meca-
nismos podrfan estar implicados en este man-
tenimiento de una sefial intracelular de calcio
elevada, justo hasta que cesa el estimulo des-
polarizante, aunque este periodo de tiempo
dure un minuto?

A.G. Garcia: Hay canales que estdn abiertos

toda la vida, es decir, que un canal de calcio
puede estar abierto minutos. Usted ha hecho
experimentos aplicando hasta 5 pulsos despo-
larizantes y ha observado que puede haber
una inactivacién de canales que es gradual,
y hunca vemos a los canales totalmente inacti-
vados y totalmente activados, sino que estédn
continuamente pasando de un estado a otro.
Puede que alguno de los subtipos de canales
gue estamos viendo contribuyan de forma im-
portante al mantenimiento de esa senal de cal-
cio ya que se inactivan muy lentamente.

V. Cefa: Es que la corriente neta de entrada en

respuesta a un pulsc despolarizante desapa-
rece a los 10s, y es un hecho que bastante
gente ha comprobado que un pulso despola-
rizante eléctrico mantiene los valores de cal-
cio intracelular elevados incluso durante va-
rios minutos hasta que cesa dicho pulso,
mientras que sin cambios en el voltaje la co-
rriente neta de entrada desaparece como mu-
cho en 10s.

J.E. Esquerpa: Como usted ha hecho algunas

referencias a la accién letal del calcio, me gus-
tarfa hacer un comentario al margen sobre la
accién «vital» del calcio. Desde hace algin
tiempo se conoce que las neuronas presen-
tan dependencia de factores neurotréficos y
gue la retirada de estos factores comporta la
muerte por apoptosis de las mismas. In vitro,
este tipo de muerte neuronal se evita simple-
mente por la accién despolarizante de un me-
dio de cultivo con potasio elevado; es decir,
que elevaciones moderadas del calcio intra-
celular pueden sustituir la accién tréfica me-
diada por factores neurotréficos. En este sen-
tido, la sefial del calcio es una senal vital.
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A.G. Garcia: En relacién con su comentario, re-
cuerdo que existe comercialmente un medio
de cultivo que favorece la emisién de prolon-
gaciones por las neuronas y que tiene una con-
centracién ligeramente elevada de potasio; el
Bay K 8644 también favorece la emisién de
prolongaciones, y el factor de crecimiento ner-
vioso eleva ligeramente las concentraciones de
calcio. Estoy de acuerdo con usted en que una
pequena elevacién de la concentracién de cal-
cio constituye una sefial tréfica para las neu-
ronas.

J. Lorez Barneo: Las células cromafines, como
usted ha demostrado in vivo, estdn polariza-
das funcionalmente y liberan en la zona cer-
cana a donde estd el vaso, ;sabe si hay al-
guien que haya hecho experimentos para
demostrar si los canales que se relacionan con
la secrecién, ya sean L, P 0 Q se distribuyen
en forma de clusters, es decir, en cimulos de
canales? Esto parecerfa logico y apoyaria la
idea de que en un modelo presindptico, que
es lo que en definitiva es la célula cromafin,
los canales que participan en la secrecion
como en un terminal presindptico cldsico se
acumulan justo donde estédn las vesiculas.

A.G. Garcia: Hay dos formas de estudiar este
aspecto, una mediante autorradiograffa con
moléculas yodadas como la w-conotoxina
GVIA, que es poco discriminativa, y otra con
moléculas fluorescentes. En nuestro grupo te-
nemos previsto trabajar con estas moléculas
fluorescentes en cuanto dispongamos de ellas.
Hasta el momento, diversos grupos han co-
municado datos que permiten inferir indirec-
tamente que esto es asi. El problema en es-
tas células pequenas como las nuestras es que
estos estudios para idénticos agrupamientos
de canales son diffciles.

J. MarsaL: Como en las células cromafines coe-
xisten las catecolaminas y el ATP, en nuestro
modelo coexisten la acetilcolina y el ATP, y con
la w-conotoxina GVIA lo que hacemos es prac-
ticamente no modificar la secrecién de acetil-
colina y en cambio inhibir totalmente la secre-
cién de ATP. No sé si usted tiene una
explicacién para eso. Por el contrario, la FTX
inhibe la secrecién de ambos, tanto de acetil-
colina como de ATP en nuestro modelo. ;Que-
rrfa preguntarle si ha estudiado la secrecion
de ATP utilizando estos antagonistas y si ha
visto alguna modificacién.

A.G. Garcia; Tenemos datos publicados de co-
secrecién de catecolaminas y de ATP y no
existe un paralelismo total entre ambas secre-
ciones. Creo que todos los investigadores que
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trabajan en célula cromafin aceptan que las
catecolaminas y el ATP estan coalmacenados.
A mi, personalmente, me parece diffcil que de
la misma célula 2 sustancias que estan coal-
macenadas en la misma vesicula se secreten
en funcién de la entrada de iones calcio por
vias distintas.

J. MarsaL: ;Como sabe que coeixsten en una

misma vesicula en todas las vesiculas, las ca-
tecolaminas y el ATP?

A.G. Garcia: Eso es diffcil de saber. Como usted

conoce, las técnicas de separacién de vesicu-
las por centrifugacién diferencial proporcionan
preparaciones con una gran homogeneidad
de vesiculas cromafines: hasta el momento,
nadie puede asegurar que se trate de un solo
tipo de vesiculas.

B. Scria: De los registros que mostraba usted
en los que variaba la concentracién de calcio,
parece interfirse que existe una buena corre-
lacién entre la liberacién de catecolaminas y
la primera derivada de la concentracién de
calcio, fa velocidad con la que varfa la concen-
tracién de calcio. ;Cémo se podria conciliar
esta observacién con algo que parece bien
aceptado como son los cambios transitorios
répidos muy localizados dentro de las estruc-
turas?

A.G. Garcia: Creo que estos experimentos tie-

nen la limitacién de la baja resolucién es-
paciotemporal de las técnicas que estamos
utilizando. Ahora mismo estamos reconside-
rando todas estas hipdtesis que hemos ex-
puesto aqui, y que se basan en estudios rea-
lizados en poblaciones celulares, con nuevos
estudios en célula Unica; estamos midiendo
simultdneamente corrientes de calcio, senal
de calcio y secrecién en la misma célula cro-
mafin, y estamos empezando a manejar es-
tas técnicas con cierta soltura. Esperamos que
esta estrategia nos ayudaré a corroborar o re-
chazar nuestra hip6tesis original sobre la lo-
calizacién de ciertos subtipos de canales de
calcio en lugares préximos a la maquinaria se-
cretora.

M. VaLDEOLMILLOS: En la célula beta como en la
célula cromafin, la secrecién es dependiente
de calcio. Ahora bien, después de una primera
fase lo que cada vez cobra mas cuerpo es que
quiza el calcio no es la sefial primaria, sino
que la cantidad de liberacién estd modulada
por otros segundos mensajeros, en concreto
parece ser que los valores de AMP ciclico tie-
nen un papel fundamental, ;qué se sabe con
respecto a AMP ciclico a otros segundos men-
sajeros en células cromafines?
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A.G. Garcia: Se sabe mucho y nada. Mucho
porque hay bastante literatura y nada porque
los distintos grupos de investigadores no se po-
nen de acuerdo en cuanto al papel del AMP
ciclico y de la PKA en la regulacién de la exo-
citosis. Sin embargo, creo que convendria te-
ner en cuenta que la secrecién total depende
del calcio en un rango muy estrecho.

X. Guimart: Con respecto al AMP ciclico sélo

quisiera afiadir una cosa. No olvidemos que
la tirosin hidroxilasa es uno de los sustratos
mas conocidos de la proteincinasa Ay la fos-
forilacién de la tirosinhidroxilasa es imprescin-
dible para la sintesis de noradrenalina, por tan-
to, creo que en este proceso de secrecién
continuada, la participacién de segundos men-
sajeros como el AMP ciclico debe ser impor-
tantisima.

107





