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Introduccion

La exocitosis es un proceso que consiste en
la fusion de una vesicula citoplasmatica con la
membrana celular y es el mas comun de los
métodos que utilizan las células para secretar
sustancias al exterior y para renovar su mem-
brana. La exocitosis es un proceso celular uni-
versal que abarca desde las levaduras hasta
las neuronas. La mayor parte de los neuro-
transmisores son liberados por exocitosis.

Las células cromafines de la médula supra-
rrenal constituyen un excelente modelo para el
estudio de la neurosecrecion. Estas células li-
beran catecolaminas (adrenalina y noradrenali-
na) al torrente sanguineo en respuesta a esti-
mulos estresantes como el frio, el ejercicio, el
miedo o las situaciones de hipoglucemia, de
hipotension o de alergia. Las catecolaminas an-
tagonizan gran parte de estas acciones deleté-
reas inducidas por mediadores como la hista-
mina o la bradicinina y nos protegen en las si-
tuaciones de estrés.

En particular, el uso de las células cromafi-
nes se ha revelado como un excelente método
para el estudio del fendbmeno exocitésico.

Los mecanismos moleculares implicados en
la respuesta secretora se han ido dilucidando a
lo largo de los Ultimos 35 afos y constituyen un
hermoso ejemplo de como el avance de la cien-
cia ha ido cambiando nuestra vision de la biolo-
gia celular. A lo largo de los afios sesenta y se-
tenta se fueron estableciendo los requerimien-
tos idnicos necesarios para desencadenar la
secrecion. Asi, se supo que era el calcio el Uni-
co elemento cuya presencia era necesaria (y
suficiente) para que el proceso tuviera lugar. Tal
es la dependencia del calcio que se acufi6 el
término acoplamiento excitacién-secrecion por
la analogia con la contraccion muscular!. El pa-
pel crucial del calcio se vio reforzado cuando se
comenzaron los experimentos con células per-
meabilizadas. A finales de la década de los se-

tenta, Baker y Knight descubrieron que si las
células cromafines eran sometidas a descargas
eléctricas de alto voltaje en la membrana de és-
tas se producian unos poros por los que podian
difundir iones y pequefias moléculas?.

El uso de células permeabilizadas ha venido
sirviendo para dilucidar algunos mecanismos
moleculares implicados en el funcionamiento
de la maquinaria secretora. Asi, el concurso de
la sinaptobrevina se establecié tras comprobar-
se que las toxinas botulinica y tetanica inhibfan
la secrecion34. El papel de las distintas pro-
teincinasas C, Ay G se ha ido esclareciendo
mediante la comparacion entre los efectos so-
bre células intactas y permeabilizadas®~.

La llegada de las técnicas de patch-clamp
con sus variantes ha servido para el estudio de
los canales i6nicos y la exocitosis por los méto-
dos de capacitancia. La circunstancia de que
la pipeta provoque el rapido dializado del cito-
sol permite la aplicacion de sustancias al inte-
rior Celularg establecer su papel en el fenéme-
no secretore.

Buena parte de nuestro conocimiento, no
obstante, esta llegando de la mano de la biolo-
gia molecular y de las técnicas de hibridacion
in situ®.

Una caracteristica que ha permitido el es-
pectacular avance reciente sobre el esclareci-
miento del fenémeno secretor es su universali-
dad. Buena parte de las proteinas implicadas
en la exocitosis comparten papel en todas las
células!o.

Acoplamiento excitacion-secrecion.
La seiial del calcio

Dos son los tipos de estimulos que recibe la
médula suprarrenal: la descarga de los nervios
esplacnicos y las sustancias secretagogas que
llegan por via hemética. La acetilcolina es el
principal mediador de los nervios esplacnicos
que, actuando sobre receptores nicotinicos,
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produce la despolarizacion de la célula con la
apertura de canales voltaje-dependientes para
Na*y Ca?*. La entrada de este Gltimo ion va a
poner en marcha el proceso exocitosico.

El receptor nicotinico adrenomedular es
del tipo neuronall! y su estimulacién por far-
macos agonistas va seguida de una rapida
desensibilizacion (fig. 1). Las respuestas se-
cretoras mediadas por receptores nicotinicos
son enteramente dependientes del Ca2+ ex-
tracelular.

Diversas sustancias como la histaminal?13,
la bradicininal2, la muscarinal3 o la angiotensi-
na 1112 estimulan la secrecién mediante la mo-
vilizacién adicional de Ca2+ desde reservorios
intracelulares. La capacidad de estos reservo-
rios es pequefia si se compara con otras célu-
las como las musculares. Dependiendo de su
localizacion, los reservorios intracelulares pue-
den mantener la secrecion celular, durante
unas decenas de segundos, en ausencia de
calcio extracelular!3-15.

Los receptores para estas sustancias estan
acoplados a protefnas G y median sus respues-
tas mediante la movilizacion de inositoles fosfa-
tos y la translocacion de la PKC. Sin embargo,
los ésteres de forbol que estimulan directa-
mente la PKC potencian la secrecion mediada
por estimulos despolarizantes (agonistas nicoti-
nicos o soluciones ricas en potasio), no alteran
las mediadas por bradicinina y abolen las res-
puestas secretoras inducidas por histamina,
angiotensina Il o muscarinal2. Estas observa-
ciones ponen de manifiesto importantes dife-
rencias en los mecanismos de transduccion
aparentemente similares.

La movilizacién del Ca2* intracelular median-
te cafeina o IP5 ha sido utilizada para dilucidar
el papel de estos reservorios. La cafefna provo-
ca la liberacion de catecolaminas de manera
independiente del Ca2* extracelular!3. La for-
ma en la que los rerservorios se recargan de
Ca2*, corrientes capacitativas, es atin poco co-
nocida porque se desconoce el mediador que
la pone en marcha, pero esta recarga ocurre
en muy pocos segundos.

El papel fisiolégico que los distintos cana-
les de calcio desempefian en la secrecion fue
objeto de amplio estudio en un reciente nu-
mero de estas monografias®, por lo que no
nos parece oportuno volver a ahondar en el
tema.

Las concentraciones intracelulares del Ca2*
vuelven a sus valores normales utilizando los
mismos mecanismos de todas las células eu-
cariotas: recaptacion (calciosomas, reticulo en-
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doplasmico, mitocondrias y gréanulos cromafi-
nes), intercambio Na*t-Ca2*y la bomba de
Ca?* (ATPasa).

Las técnicas amperométricas nos ofrecen
una ‘“vision”, a tiempo real, del fenémeno
exocitdsico

Nosotros hemos utilizado para nuestros estu-
dios primordialmente este tipo de técnicas. La
amperometria se basa en la deteccién electro-
quimica de los productos liberados. Muchas
sustancias se oxidan instantaneamente si se
les aplica un potencial eléctrico positivo. En
nuestro caso, cada molécula de catecolamina
produce dos electrones que son captados por
el propio electrodo con el que se aplica el po-
tencial. Los electrodos suelen construirse de
carbon y pueden ser de gran tamafo, para es-
tudios de superfusion de células o de glandu-
las suprarrenales’-20, o muy finos con los que
pueden fabricarse microsensores de muy po-
cos micrémetros de didmetro. La adquisicion
de sefales se lleva a cabo mediante un poten-
ciostato; éste es un amplificador modificado
para mantener constante un potencial sobre el
electrodo, lo cual permite ajustar el potencial
de oxidacion, en este caso, para las catecola-
minas?!.

Las catecolaminas se almacenan en altisi-
mas concentraciones, superiores a 500 mM,
en el interior de los denominados granulos cro-
mafines. Unas 10.000 de estas estructuras ve-
siculares se encuentran distribuidas en el cito-
plasma de las células, aunque sélo una por-
cién de ellas esta lista para liberar su
contenido. Las catecolaminas presentes en la
médula suprarrenal son suficientes para, de li-
berarse, provocar la muerte del animal. Es,
pues, imprescindible que las células cuenten
con precisos mecanismos de control22,

La secrecion puede estimularse aplicando
un secretagogo (una sustancia que estimula la
secrecion: acetilcolina, histamina, bario o solu-
ciones despolarizantes) en la cercania de la cé-
lula. En pocas décimas de segundo pueden
observarse, en el osciloscopio, una serie de de-
flecciones que se corresponden con la oxida-
cion de las catecolaminas liberadas por exoci-
tosis desde los granulos cromafines. Estas de-
flecciones, o espigas, poseen una morfologia
muy variable y es necesario realizar un analisis
poblacional de varios cientos de espigas para in-
ferir la concentracion de los componentes solu-
bles. De esta forma, se ha estimado la concen-
tracion de catecolaminas en torno a 550 mM.
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Fig. 1. Monitorizacion continua de las respuestas secretoras de catecolaminas por la glandula adrenal de rata
perfundida. Se exponen algunos registros tipicos obtenidos con deteccion electroquimica. En la parte superior
se demuestra la reproducibilidad de las respuestas ante estimulos nicotinicos de corta duracion (DMPP, dime-
til-fenilpiperazinio) durante 10 s cada 8 min. En los trazos inferiores se observa la respuesta secretora ante di-
versos agonistas aplicados durante el tiempo sefialado con la barra horizontal fina. La barra superior sefala el
tiempo (5 min) y la vertical la calibracion en ng/ml de adrenalina.
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Sabemos que el ATP (trifosfato de adenosina)
se almacena en una proporcion fija cuatro ve-
ces inferior, es decir unos 130 mM. Si ademas
consideramos la alta cantidad de calcio (80
mM) y la presencia de proteinas, ascorbato y
péptidos, no deja de parecer asombrosa la ca-
pacidad de almacenamiento que poseen estas
pequefias organelas23:24,

Ultimo estadio de la exocitosis. El poro
de fusién. Papel de la matriz intragranular

Una vez que el granulo se ha unido a la
membrana puede ocurrir 0 no la exocitosis, ya
que, si bien el proceso de acercamiento re-
quiere de Ca2*y de ATP, este Ultimo sélo de-
pende del Ca2*. Estudios con amperometria
evidencian la presencia de un “pie” que es ob-
servable en un 30-50% de las espigas de se-
crecién? (fig. 2). Durante unos 10 ms se for-
ma un poro de fusion que une el espacio extra-
celular con el lumen granular. Este poro va a
permitir la salida de la fracciéon de catecolami-
nas no complejadas (44 mM) calculandose
que unas 34.000 moléculas pasan por el poro
en cada ms. Se ha estimado en un 10% la
adrenalina contenida en el gréanulo que se en-
cuentra en este estado libre.

El diametro estimado del poro de fusion es
de unos 2 nm, aproximadamente los valores
estimados para un canal iénico. La naturaleza
quimica de este poro de fusién, proteica o lipi-
dica, sigue siendo materia de controversia. Se
ha demostrado recientemente que la fusién
puede ser reversible y que puede no producir-
se la exocitosis total?4.

El poro de fusién va a permitir la entrada de
agua y de otros iones extracelulares al interior
provocando el brusco hinchamiento y el ensan-
che del poro de fusiéon hasta formar una ima-
gen en Q, para posteriormente verter el conte-
nido completamente al exterior. Sélo van a per-
manecer unidas a la membrana algunas
fracciones de proteinas como la DBH o las cro-
mograninas.

El gel compuesto por proteinas, ATP y cate-
colaminas se termina de disociar a continua-
cion. La exocitosis transcurre en unos 10-30 ms
y se liberan unas 350.000 moléculas de cate-
colaminas.

La altisima concentracion de solutos intra-
granulares mencionada anteriormente permite
calcular la osmolaridad en unos 800 mOsm.
Esta hipertonicidad llevaria al hinchamiento del
granulo y a su rotura. Es plausible la presencia
de mecanismos de complejacion de los solutos
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entre sf formando una matriz que es visible a la
microscopia electronica.

Durante los Ultimos afios se ha especulado
acerca del papel fisioldgico de la matriz intra-
granular. Su principal componente es la cro-
mogranina A, una proteina acidica (pKa 5,5)
que se libera en su préactica totalidad tras la
exocitosis. Algunos de sus fragmentos poseen
una potente actividad biolégica®, aunque no
estéd demasiado clara la existencia de mecanis-
mos de corte especifico operantes. Sin embar-
g0, la presencia de la matriz intragranular es
comun a muchas células, aunque su naturale-
za quimica sea variable. Asi, los mastocitos uti-
lizan un gel de heparan sulfato para formar
complejos de histamina y serotonina. El hecho
de que ambos tipos celulares, mastocitos y
cromafines, se comporten de manera similar
ante cambios de temperatura, ambiente
i6nico6 o cambios osméticos?’ hace pensar
que las cromograninas desempefian un papel
importante en el almacenamiento de las cate-
colaminas.

Recientemente se ha postulado que es posi-
ble que la matriz intragranular no limite su pa-
pel a la asociacion pasiva de sus componentes
solubles y que pueda ejercer un papel funcio-
nal en el equilibrio fraccion libre/complejada.
En este sentido, se ha descrito la presencia de
un receptor para IP; en la membrana granular
acoplado a la cromogranina A28, De ser asf, es
posible que un mediador celular pudiera alte-
rar el grado de union de las catecolaminas y el
ATP a la matriz proteica. La cantidad de cate-
colaminas por granulo no se alteraria, pero si la
velocidad en que éstas serian liberadas al me-
dio externo. En una sinapsis esto se traduciria
en un incremento de la concentraciéon con la
que el neurotransmisor llega a la neurona post-
sinaptica y, por tanto, un incremento de la efi-
ciencia sinaptica.

El ciclo vital de los granulos cromafines

Debido a que contienen proteinas de gran
tamafo, los granulos cromafines sélo pueden
ser fabricados en el trans-Golgi aunque alcan-
zan su maduracion una vez liberados al cito-
plasma. El proceso de maduracién se lleva a
cabo de una parte acidificando el contenido
granular hasta un pH 5,5y por otra recargan-
dose de catecoles, purinas, ATP, ascorbato vy,
probablemente, péptidos. De igual forma, los
granulos constituyen un amplio reservorio de
calcio cuyo papel fisiolégico estd aun por esta-
blecer.
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Fig. 2. Registro amperométrico de la respuesta exocitética de una célula cromafin bovina. En el trazado supe-
rior se observa un registro obtenido tras la aplicacion de CI2Ba 5 mM durante 5 s. La secrecion se evidencia en
forma de espigas cuya morfologia nos ofrece informacion acerca de los mecanismos de almacenamiento y de
liberacion. En la parte superior se expone la situacion del electrodo y en la parte inferior un registro amplificado
de la espiga serialada con el asterisco. De cada espiga se obtienen una serie de parametros basicos: |, t;,y Q,
que se corresponden con la concentracion de catecolaminas liberadas, la velocidad de secrecion y la cantidad
de aminas presentes en el granulo. Las barras de calibracion indican la corriente de oxidacion (en nA) y el
tiempo (en ms).
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Como mencionabamos anteriormente, una
fraccion importante de granulos (aproximada-
mente el 70%) no son susceptibles de ser libe-
rados. De los restantes se distinguen al menos
dos poblaciones en virtud de su capacidad pa-
ra ser liberados.

Las células cromafines poseen un armazon
de citosqueleto formado por fibras de actina
que previene el acceso de los granulos a la
membrana plasmatica?®. La presencia de cal-
cio facilita, ademas de la exocitosis, el movi-
miento de vesiculas desde un compartimiento
al otro3°. El proceso de desensamblaje del ar-
mazon de actina, aunque sigue siendo objeto
de debate, parece estar mediado por una pro-
teina activada por calcio, la escinderina®, que
corta la actina. Esta reaccién esta acelerada
por la proteincinasa C y el ATP, ya que los és-
teres de forbol la favorecen y la ausencia de
ATP la impide. De cualquier manera, el desen-
samblaje de la actina puede ser condiciéon ne-
cesaria, pero no suficiente para la secrecion.

Estudios llevados a cabo con técnicas ampe-
rométricas y de capacitancia permiten distin-
guir dos3! o tres32 diferentes poblaciones de
granulos en virtud de su rapidez para secretar.
Un primer grupo de granulos, estimado en
unos 20, puede ser liberado casi de inmediato
y podriamos denominarlo de liberacion ul-
trarrapida32, y un segundo grupo de pocos
cientos de gréanulos lo hace en pocos
segundos30-32. La exocitosis de ambos grupos
de granulos s6lo requiere de la elevacion del
calcio. Existe, no obstante, una gran controver-
sia acerca de la concentracion de calcio nece-
saria para producir la exocitosis. Mientras las
pruebas bioguimicas apuntan a valores bajos,
unos 1-15 uM233, datos recientes parecen evi-
denciar que el enorme gradiente extra-intrace-
lular unido a la baja difusion del calcio3* pue-
den llevar a crear microdominios de alto calcio
(varios cientos de uM) en donde se producirian
“zonas calientes” de secrecién3°3%. El resto de
los granulos precisa ser transportado hacia la
vecindad de la membrana, proceso que re-
quiere Ca2* y ATP, y los granulos se liberan a
lo largo de decenas de segundosC.

El granulo, una vez secretado, es retraido
hacia el interior celular y sus membranas son
recicladas para formar nuevos granulos. Este
proceso, denominado endocitosis, tiene por
objeto mantener la superficie de la membrana
constante y ahorrar materiales. La endocitosis
es, a su vez, un proceso dependiente del cal-
cio. No obstante, el granulo recuperado retiene
gran parte de sus componentes de membrana,
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puede recaptar catecolaminas e, incluso, vol-
ver a secretar si se aplica un estimulo secreta-
gogo lo suficientemente intenso3’. En su viaje
de vuelta al Golgi estas vesiculas, recubiertas
de clatrina, pueden fundirse con lisosomas for-
mando endosomas, grandes vesiculas claras
presentes en el citoplasma. Estas grandes vesi-
culas claras se aprecian claramente tras la esti-
mulacioén intensa de la célula.

En las células cromafines se distingue otra
clase de vesiculas, las vesiculas claras peque-
fas. Estas son muy abundantes en neuronas
simpéticas y en la linea de feocromocitoma38
(un tumor de células cromafines) de rata
PC12. El ciclo celular y, sobre todo, la funcién
de estas vesiculas, continllan siendo un tema
oscuro.

El complejo de fusion

Toda una larga serie de proteinas han sido
implicadas en el disparo y regulacion de la exo-
citosis. A lo largo de la Ultima década este rom-
pecabezas parece haber ido acomodando sus
piezas. No obstante, estamos muy lejos de co-
nocer como funciona realmente. Aunque no
existe un consenso sobre donde ubicar cada
una de las proteinas, en la figura 3 se expone
un esquema acerca de cémo concebimos el
complejo de fusion en la actualidad. Antes de
la llegada del granulo a su “punto de atraque”
en la membrana celular, precisa de una protef-
na dependiente de GTP, la Rab 3A, sita en la
membrana del granulo de la que se disociara
antes de la fusién. EI NSF (n-ethylmaleimi-
desensitive factor) esta intimamente acoplado
a las SNAP (a, By y) antes de asociarse al
SNARE (receptor para SNAP). El SNARE esta
compuesto por una serie de proteinas cuya
funcion contintia aun sin establecerse. Las
principales son la sinaptobrevina y la sinapto-
tagmina presentes en la membrana granular y
la SNAP-25 vy la sintaxina que lo estan en la ca-
ra interna de la membrana plasmética3®.

La sinaptobrevina es el sustrato de actuacion
de las toxinas botulinica y tetanica. La sinapto-
tagmina parece ser el sensor de calcio que de-
sencadena la exocitosis. En las terminaciones
nerviosas simpaticas parece asociarse a los ca-
nales de calcio tipo N40, pero la colocalizacién
no esta tan clara en la célula cromafin donde,
ademas, el canal N no parece estar implicado
en la secrecion de catecolaminas?.

La sinaptofisina es la méas abundante de las
proteinas de la membrana granular. Su fun-
cion, sin embargo, continlia siendo un miste-
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Sinaptobrevina

Rab 3A / GTP

Cromogranina A

Sinaptofisina

Sinaptotagmina

Fig. 3. Complejo de fusion. Se representan algunas de las proteinas putativas que intervienen en el proceso de
atraque y fusion del gréanulo cromafin. El tipo de canal del calcio y su posible colocalizacion son objeto de debate.

rio. Su capacidad para formar poros en mem-
branas lipidicas ha hecho postular la hipétesis
de que se trata de la iniciadora del poro de fu-
sion. También se ha especulado con su partici-
pacion en el proceso de endocitosis3? (fig. 3).
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V. CeNA: Cuando has hablado del efecto de la
temperatura, aparte de que a 37 °C se disocia
mucho mejor el complejo granular, hay otra
serie de cambios que ocurren en la célula.
Por ejemplo, la temperatura de transicion de
fase de la membrana para la célula cromafin
bovina es de 31 °C, lo que significa que a 37 °C
la membrana es mucho mas fluida y se facili-
tan mucho mas los fendmenos de fusion.
Existe también la probabilidad de que el siste-
ma SNAP-SNARE, a la hora de facilitar los fe-
némenos de fusion, funcione mejor a 37 °C.
En primer lugar, ;qué parte considerarias que
es relevante, en cuanto a la disociacion del
complejo de la matriz del granulo, una vez
que ha sido producida la exocitosis? Y, en se-
gundo lugar, ;qué valor le darfas a una mejo-
ria temperatura-dependiente de los mecanis-
mos moleculares que llevan a la exocitosis?

R. BoraEs: El incremento del nimero de espi-
gas secretoras observado tras el cambio de
temperatura es probablemente dependiente
de modificaciones ejercidas sobre la maqui-
naria secretora. Estos cambios pueden ser la
aceleracion del transporte de granulos hasta
la membrana celular e igualmente incremen-
tar la afinidad de los mismos por el complejo
de fusion, teoria del SNARE. Sin embargo,
nosotros estamos observando un notable in-
cremento en la propia velocidad de expulsion
del contenido intragranular. Resulta dificil
pensar que estos cambios sean motivados
por factores extragranulares como el SNARE.
La hipétesis que nos parece méas plausible
serfa la de una interaccion directa sobre la
constante de disociacion de las catecolami-
nas con la matriz proteica intragranular.

A. ZORzANO: jHasta qué punto las proteinas sin-
taxinas, SNAP-25, etc., son especificas y ex-
clusivas de las vesiculas secretoras? ;Se en-
cuentran también en otros compartimientos
endosomales?

R. BorGEes: El gran nimero de proteinas que
existen hace casi imposible responder de una
forma general a esta pregunta. La exocitosis,

tanto la constitutiva como la inducible, es de-
pendiente de casi todas las proteinas que se
han descrito. Algunas de ellas también parti-
cipan en la fusion de organelas dentro de la
célula, de forma independiente de los meca-
nismos de exocitosis. Por esta razén, creo
que la fusiéon es un fenémeno lo suficiente-
mente general como para que la totalidad de
las proteinas estén implicadas de una forma
bastante universal.

A. ZorzaNO: Has comentado que estas vesicu-
las proceden del aparato de Golgi y no de en-
dosomas. ;Qué evidencia experimental apoya
dicha afirmacion?

R. BORGES: Los granulos poseen proteinas
grandes y péptidos para los que no existen
transportadores en la membrana del granulo,
lo que obliga a pensar que proceden del apa-
rato de Golgi. También en neuronas simpati-
cas, donde existe transporte axoplasmico, se
observa este transporte en vesiculas densas o
los granulos, lo que conlleva a pensar que
sea tributario a esta via. Sin embargo, estan
descritas las sinaptic-like vesicles, estas vesi-
culas pequefas recubiertas inicialmente de
clatrina, que probablemente sean producto
bien de la endocitosis o bien de endosomas
situados cerca de la membrana celular, refi-
riéndonos a neuronas largas.

V. SANCHEZ MARGALET: ;Habéis estudiado el po-
sible papel del ATP y de algunos de los pépti-
dos, incluida la proteina de cromogranina,
que se hallan a tan alta concentracion?

R. BORGES: Lo primero que llama la atencion es
la estequiometria tan fija 1/4, que da la im-
presion de que, de alguna manera, el ATP, la
cromogranina y las catecolaminas estan inter-
actuando de una forma bastante estequimé-
trica también. Mi opinién, que no he podido
contrastar, es que este ATP se puede llegar a
hidrolizar de forma espontanea, aunque sea
en un bajo porcentaje. Cambios bruscos de
pH y de la concentraciéon del calcio pueden
llegar a hidrolizar el ATP e incrementar estas
fuerzas de disociacion. Los experimentos de
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temperatura, los realizados con angiotensina
II, o simplemente aquellos en los que se au-
menta la cantidad de IP;, refuerzan esta hi-
potesis.

V. SANCHEZ MARGALET: Dado que las células cro-
mafines poseen receptores purinérgicos, mi
pregunta se referia concretamente a si exis-
tian estudios del posible papel de estas sus-
tancias una vez se han secretado.

R. BORGES: Se sabe que la activacion de los re-
ceptores purinérgicos inhibe la secrecion. Sin
embargo, el problema radica en la dificultad
de depletar los granulos de ATP sin inducir la
muerte de la célula.

J.M. BAEYENS: Me consta que habéis trabajado
con PKC pero, en cambio, no has hablado de
fenémenos de fosforilacion y de su implica-
cién sobre la liberacion.

R. BORGES: Aunqgue realizamos algunos estu-
dios con proteincinasa C sobre la transduc-
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cion receptorial, he preferido no abordar este
tema por tratarse de una linea de investiga-
cion complementaria para nuestro grupo. Sin
embargo, me gustaria destacar que resulta
curioso, por ejemplo, observar que tras la in-
cubacion de células con concentraciones
muy bajas de cualquiera de los ésteres de
forbol, las respuestas secretoras inducidas
por potasio se incrementan. Sin embargo,
los ésteres de forbol no afectan a las res-
puestas secretoras inducidas por bradicinina
mientras que estos activadores de la PKC
abolen las respuestas a la histamina, a la an-
giotensina Il o a la metacolina. Esto nos lla-
md mucho la atenciéon, y nos llevé a pensar
que probablemente estemos hablando de
distintas dianas dentro de la célula. Estos ex-
perimentos los realizamos en glandulas per-
fundidas y es muy dificil hacer bioquimica en
estas condiciones.



