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SUMARIO 

Las células cromafines son un modelo muy utilizado para el estudio de los 

mecanismos moleculares implicados en la muerte neuronal. En este tipo 

celular, los canales de calcio voltaje-dependientes (CCVD) constituyen una de 

las principales vías de entrada de calcio (Ca2+) a la célula en respuesta a la 

despolarización de la membrana plasmática o a estímulos farmacológicos, 

siendo los CCVD de tipo L, N y P/Q los más abundantes en las células 

cromafines bovinas. En este sentido, resulta de gran importancia la búsqueda 

de nuevos antagonistas selectivos o moduladores de subtipos específicos de 

CCVD para el estudio y tratamiento en alguna de las diversas patologías en las 

que estos canales están involucrados. La transfección de material genético 

mediante nanopartículas (NPs) ha surgido como una buena alternativa para 

estudiar el papel que juegan los CCVD en diversas situaciones fisiológicas o 

patológicas. 

En esta Tesis Doctoral, hemos estudiado una hipótesis novedosa como es el 

asignar una función específica al Ca2+ que entra en las células excitables a 

través de un tipo específico de CCVD. Para ello, hemos utilizado un nuevo 

vector no-viral para internalizar RNA pequeño de interferencia (siRNA) en el 

interior de las células cromafines bovinas. Para dilucidar el papel específico que 

desempeñan los CCVD en la toxicidad inducida por veratridina (VTD), hemos 

silenciado de forma selectiva genes que codifican la subunidad α1 de los 

CCVD: Cav1.1, Cav1.2 y Cav1.3 (tipo L), Cav2.2 (tipo N), Cav2.1 (tipo P/Q) y 

Cav2.3 (tipo R), y hemos estudiado los cambios en el patrón de toxicidad de 

VTD en células cromafines bovinas, evaluando la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), la actividad mitocondrial por ensayos de MTT, el 

aumento de la actividad caspasa 3 (apoptosis) y la muerte celular mediante 

ensayos de LDH. 

En células cromafines bovinas en cultivo, la exposición a VTD (100 µM) 

induce, a través del aumento de la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), 

la activación de varios mecanismos moleculares que conducen a la muerte 



 

 

celular. En este sentido, nuestros resultados confirman que hay una relación 

directa entre la cantidad de Ca2+ que entra en las células mediante un 

determinado tipo de CCVD y el papel que desempeña en los procesos 

patológicos inducidos por VTD. La reducción de los niveles de RNA mensajero 

(RNAm) codificados por los genes Cav2.2 (CCVD tipo N) y Cav2.1 (CCVD tipo 

P/Q) mediante un vector no-viral (TRANSGEDEN®) parece inhibir de forma 

significativa la entrada de Ca2+ al interior celular, la producción de ROS, el 

deterioro bioquímico mitocondrial y la actividad caspasa 3, mostrando ser los 

que desempeñan un papel más relevante en la toxicidad inducida por VTD. 

Además, el silenciamiento de ambos genes de forma simultánea, reduce 

marcadamente la toxicidad producida por VTD. Por otro lado, los canales 

Cav1.2 y Cav1.3 (CCVD tipo L) muestran un papel menos relevante en la 

activación de la muerte celular inducida por VTD ya que, aunque su ausencia 

inhibió ciertos efectos tóxicos inducidos por VTD, no produjo cambios 

significativos en la muerte de las células cromafines bovinas.  
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1.- Las células cromafines de la médula adrenal como modelo 

biológico 

1.1.- Las glándulas adrenales 

Las glándulas adrenales (también llamadas glándulas suprarrenales) se 

encuentran localizadas encima de cada riñón y están divididas 

anatómicamente en corteza y médula. Ambas estructuras, a pesar de tener un 

origen filogenético diferente y funciones diversas, forman un órgano 

homogéneo (Fig. 1). Las glándulas adrenales están rodeadas por una gruesa 

capa de tejido conjuntivo denominada cápsula, que les da una forma de gorro 

frigio. La médula adrenal es la encargada de la producción de adrenalina y 

noradrenalina, mientras que la corteza se especializa en la secreción de tres 

tipos de hormonas: 

 Mineralocorticoides (zona glomerular).  

 Glucocorticoides (zona fasciculata y parte de la zona reticular).  

 Andrógenos (zona fasciculata y zona reticular).  

El origen embrionario de la corteza suprarrenal es el mesodermo, capa 

celular intermedia de las tres que forman el embrión en desarrollo, de la que 

derivan los huesos, el tejido conectivo, los músculos, la sangre, los tejidos 

linfático y vascular, la pleura, el pericardio y el peritoneo. Por otro lado, las 

células de la médula suprarrenal derivan embriológicamente de la cresta 

neural, un grupo de células que surgen de la región dorsal del tubo neural y 

que rápidamente se diferencian para dar lugar a los nervios simpáticos 

postganglionares, a las células cromafines de la médula adrenal, a las células 

de Schwann (células gliales periféricas que acompañan a las neuronas en su 

desarrollo y crecimiento, y recubren sus axones con una vaina aislante de 

mielina) e, incluso, a los melanocitos (células encargadas de producir 

melanina, un pigmento de la piel, ojos y pelo, cuya principal función es la de 

bloquear los rayos ultravioleta solares, evitando que dañen el DNA de las 
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células de estas regiones expuestas a la luz) (Fujita, 1977; Patterson, 1990). 

Es importante resaltar que ciertos factores humorales, como los 

glucocorticoides producidos por la corteza adrenal, determinan de manera 

específica el destino final de estas células embrionarias.  

 

 

Figura 1.- Localización y estructura de la glándula adrenal. Esquema de la glándula 

adrenal donde se observa en posición más externa la corteza, y la médula en posición 

central, donde se ubican las células cromafines. A) Disposición de las células en tres 

zonas, que forman, en su conjunto, la corteza. B) Imagen de microscopía de campo 

claro de células cromafines de la médula adrenal en cultivo. 
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1.2.- Características de las células cromafines 

Dentro de la médula adrenal, las células cromafines son poliédricas, 

exhiben una granulación muy fina y están distribuidas en cordones rodeados 

por redes capilares. A causa de su afinidad por las sales de cromo, las células 

con frecuencia reciben el nombre de células cromafines o feocrómicas. 

Durante el período final del desarrollo embrionario, los terminales nerviosos 

colinérgicos de neuronas preganglionares alcanzan la médula adrenal y 

establecen contactos sinápticos con las células cromafines como si de 

neuronas postganglionares se tratase (Fig. 2).  

 

 

Figura 2.- Esquema representativo de la inervación de las células 

cromafines por las neuronas simpáticas procedentes del Sistema 

Nervioso Central (SNC). Las células cromafines se localizan en el interior 

de la médula adrenal, y sus productos de secreción, adrenalina y 

noradrenalina, son vertidos al torrente sanguíneo.  

 

De hecho, la médula adrenal es un componente adicional del sistema 

nervioso simpático, y a las células cromafines se las considera paraneuronas 
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debido a su origen, a la secreción de catecolaminas (CAs) y a su 

excitabilidad, siendo capaces de generar potenciales de acción (Coupland, 

1965a, b; Kobayashi, 1977). Con frecuencia se habla de la médula adrenal 

como un ganglio simpático modificado en el que las células postganglionares 

no emiten axones hacia los órganos diana, sino que vierten los 

neurotransmisores (neurohormonas) directamente al torrente sanguíneo. 

1.3.- Excitabilidad de las células cromafines 

En general, las células se pueden dividir, respecto a sus propiedades 

eléctricas, en dos tipos básicos: no excitables y excitables. Las células no 

excitables son aquellas que mantienen un potencial de membrana constante, 

o que varía muy poco. Por el contrario, las células excitables son aquellas, 

que en respuesta a determinadas señales pueden cambiar este potencial y 

originar un potencial de acción (PA). Entre estas últimas encontramos 

fundamentalmente tres tipos celulares en el reino animal: 1) las células 

musculares esqueléticas, que generan señales eléctricas que activan el 

mecanismo contráctil; 2) las células secretoras, entre las que se encuentran 

las células cromafines, que activan el mecanismo secretor por medio de 

señales eléctricas que producen a su vez, un aumento transitorio de la 

concentración intracelular del ión Ca2+; y 3) las neuronas. 

La membrana celular está compuesta mayoritariamente por una bicapa de 

fosfolípidos altamente hidrofóbica, que impide el trasiego espontáneo de 

partículas cargadas como los iones, y establece la existencia de diferentes 

concentraciones de iones a ambos lados de la membrana. También contiene 

un gran número de moléculas proteicas insertadas en los lípidos, muchas de 

las cuales penetran en todo el grosor de la membrana, y que poseen unas 

propiedades totalmente diferentes para transportar sustancias. 

La existencia de gradientes de concentración iónica a ambos lados de la 

membrana y las diferencias de la permeabilidad relativa de la membrana 

celular a las distintas especies iónicas presentes, genera una diferencia de 

potencial, que es más o menos constante para todas las células de un mismo 
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tipo, y que recibe el nombre de potencial de reposo, siendo el interior de la 

célula negativo con respecto al exterior. 

Los PA son cambios rápidos del potencial de membrana. Cada PA 

comienza con un cambio súbito desde el potencial de membrana negativo en 

reposo normal hasta un potencial positivo, y después termina con un cambio, 

casi igual de rápido, de nuevo hacia el potencial negativo. Las fases del PA se 

dividen en las siguientes (Fig. 3): 

 

 

Figura 3.- Registro de un PA medido con técnicas electrofisiológicas. 

 

-Fase de reposo: es el potencial de membrana de reposo antes del 

comienzo del potencial de acción. 

-Fase de despolarización o ascendente: la membrana se hace súbitamente 

muy permeable a los iones sodio, por lo que estos iones con carga positiva 

entran en la célula. Como consecuencia, el potencial aumenta hacia más 

positivo, lo que se denomina despolarización. 

-Fase de repolarización o descendente: en un plazo de algunas 

diezmilésimas de segundo, después de que la membrana se haya hecho muy 
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permeable a los iones sodio (Na+), los canales de Na+ comienzan a cerrarse, 

y los canales de potasio (K+) se abren más de lo normal. Así, la rápida 

difusión de los iones K+ hacia el exterior restablece el potencial de membrana 

de reposo (negativo), lo que se denomina repolarización de la membrana. 

En la generación del potencial de acción, intervienen de forma principal los 

canales de Na+ y K+ activados por voltaje. Estos dos canales activados por 

voltaje tienen una función adicional a la de la bomba de Na+-K+ y de los 

canales de fuga de K+. 

En resumen, las células excitables son capaces de generar respuestas 

activas mediadas por aumentos de permeabilidad de canales iónicos voltaje-

dependientes que se activan a ciertos valores del potencial de membrana, 

dependiendo del tipo celular (Guyton, 1988). 

El potencial de membrana de las células cromafines en reposo se ha 

estimado que es de -50 mV (Artalejo y cols., 1995; Calvo y cols., 1995). En 

células cromafines, la actividad eléctrica está mediada por la entrada de Na+, 

que dispara potenciales de acción, y además, por la entrada de iones calcio 

(Ca2+) al interior de las células, desencadenando la liberación de CAs (Tapia y 

cols., 2006). De este modo, los primeros estudios revelaron que el disparo de 

potenciales de acción continúa tras el bloqueo de las corrientes de Na+ con 

tetrodotoxina (TTX), una potente neurotoxina que bloquea de forma específica 

los canales de Na+, o tras eliminar los iones Na+ del medio extracelular, 

mostrando que los potenciales de acción en las células cromafines también 

son dependientes del Ca2+ (Kidokoro y cols., 1980; Brandt y cols., 1976).  

Estos hallazgos fueron confirmados con estudios de las corrientes de Na+ y 

Ca2+ como prerrequisito para entender la función secretora de las células 

cromafines bovinas mediante la técnica de patch-clamp (Fenwick y cols., 

1982a; Fenwick y cols., 1982b). Utilizando esta técnica, se describieron en 

células cromafines hasta 15 canales iónicos diferentes que contribuyen a las 

propiedades eléctricas de las células tanto en reposo como tras la 

estimulación mediante secretagogos (Artalejo y cols., 1995). En la Figura 4, 
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se resume el modelo de acoplamiento estímulo-secreción descrito para las 

células cromafines, en cuya respuesta participan los canales de Ca2+ voltaje-

dependiente (CCVD) (García y cols., 2006). 

 

 

Figura 4.- Esquema de la sinapsis esplácnico-cromafín y de la secuencia de 

procesos que median la liberación de CAs. La llegada de un estímulo despolarizante 

al terminal del nervio esplácnico (1) produce la entrada de Ca
2+

 al terminal y la 

secreción de acetilcolina (ACh) (2). La ACh activa los receptores nicotínicos de la célula 

cromafín (3) produciendo la entrada de Na
+
 y Ca

2+
 (en menor cantidad) a su interior (4). 

La entrada de Na
+
 produce una leve despolarización, suficiente para activar los CCVD 

(5), y la entrada masiva de Ca
2+

 por estos canales desencadena finalmente la 

exocitosis de CAs (6).  
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1.4.- Acoplamiento excitación-secreción 

Hace ya más de 50 años que Douglas y Rubin (1961) acuñaron la 

expresión “acoplamiento excitación-secreción” para resaltar la importancia de 

la entrada de Ca2+ extracelular en el desencadenamiento de la secreción de 

CAs en la célula cromafín de la glándula adrenal de gato. 

Las glándulas adrenales participan en una de las respuestas fisiológicas 

más importantes para la supervivencia, la respuesta de “lucha o huída” 

descrita por el fisiólogo Walter B. Cannon en 1925. Esta respuesta es el 

resultado final de la secreción de CAs, que tiene lugar en la médula adrenal 

por parte de las células cromafines (Fig.4). La síntesis de CAs en las células 

cromafines constituye una compleja secuencia de reacciones químicas 

catalizadas por diferentes enzimas que se inicia en el aminoácido tirosina y 

termina en la producción de noradrenalina y adrenalina (Fig. 5). La primera 

etapa es catalizada por la enzima tirosina hidrolasa (TH) y resulta en la 

formación de L-3,4 dihidroxifenilalanina (también llamada levodopa o L-

DOPA), a partir del aminoácido precursor L-Tirosina. La transformación de L-

DOPA en dopamina es catalizada por la enzima L-DOPA descarboxilasa. La 

siguiente etapa implica la adición de un grupo hidroxilo al carbono β de la 

cadena lateral de dopamina para dar noradrenalina, y es catalizada por la 

enzima dopamina β-hidrolasa (DBH) (Ribeiro y cols., 1992; Kumer y Vrana, 

1996). 

Las células cromafines almacenan sus productos de secreción en 

organelas especiales: las vesículas secretoras. En células cromafines bovinas 

se han llegado a identificar hasta cinco tipos diferentes de estas vesículas, 

según su tamaño y forma al microscopio electrónico (Koval y cols., 2001). 

En las células cromafines adrenérgicas, la cadena de reacciones 

enzimáticas termina con la metilación de la noradrenalina para dar adrenalina 

en una reacción catalizada por la feniletanolamina N-metil transferasa 

(PNMT). La reacción catalizada por la DBH tiene lugar en el interior de las 

vesículas de secreción, mientras que el resto de las reacciones enzimáticas 
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ocurren en el citoplasma de las células. Este hecho implica, en primer lugar, 

que la dopamina debe ser transportada al interior de los gránulos para su 

transformación en noradrenalina, y, en segundo lugar, que la noradrenalina, 

en células adrenérgicas, debe ser transportada al citoplasma donde se 

transforma en adrenalina, que se reintroduce de nuevo en el gránulo de 

secreción (Kilpatrick y cols., 1980; Livett y cols., 1984; Wilson y cols., 1987; 

Moro y cols., 1990). 

 

 

Figura 5.- Esquema de la biosíntesis de CAs. Las células cromafines sintetizan y 

almacenan adrenalina y noradrenalina, en una secuencia donde intervienen diferentes 

enzimas y transportadores: enzima tirosina hidrolasa (TH); enzima dopamina β-

hidrolasa (DBH); enzima feniletanolamina N-metil transferasa (PNMT); transportador de 

vesículas monoaminas (VMAT). 
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1.4.1.- Exocitosis en células cromafines 

La fusión de vesículas secretoras con la membrana plasmática ocurre en 

todas las células en la forma de exocitosis constitutiva, necesaria para reciclar 

la membrana plasmática y para secretar ciertas moléculas (anticuerpos, 

proteínas plasmáticas o componentes de la matriz extracelular). Pero en las 

células secretoras, entre ellas las neuronas y paraneuronas, se produce 

además la exocitosis regulada, que permite liberar de forma controlada ciertas 

moléculas en respuesta a una señal fisiológica. 

La fusión de la membrana vesicular con la plasmática es una reacción que 

requiere de proteínas específicas que empujen a las membranas a 

mantenerse juntas, ya que la repulsión entre ambas membranas y el entorno 

acuoso no favorecería su fusión espontánea (Sudhof, 1995). Algunas de estas 

proteínas, muy conservadas en la evolución y en los diferentes tipos de 

neuronas y células neuroendocrinas, constituyen el denominado complejo 

SNARE (del inglés “soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 

protein receptor”), y se localizan o bien en la membrana de las vesículas 

secretoras (v-SNAREs) o bien en la membrana plasmática (t-SNAREs). Se 

han identificado principalmente de tres tipos (Sollner y cols., 1993; Roth y 

Burgoyne, 1994): proteína de membrana asociada a vesículas o 

sinaptobrevinas (VAMPs), sintaxinas y SNAP-25. Estas tres proteínas son 

suficientes para que se produzca el proceso de fusión in vitro (Weber y cols., 

1998), pero in vivo son necesarias muchas otras proteínas reguladoras, como 

la α-SNAP (del inglés “soluble NSF-attachment protein”) o el factor sensible a 

N-etilmaleimida (NSF). Este complejo entramado de proteínas constituye lo 

que ha dado en llamarse la “maquinaria de la exocitosis”.  
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2.- Canales iónicos en la célula cromafín 

Los canales iónicos involucrados en la excitabilidad de las células 

cromafines han podido estudiarse gracias al desarrollo de las técnicas de 

patch-clamp y de biología molecular, y a la aparición de herramientas 

farmacológicas, fundamentalmente toxinas (procedentes de caracoles 

marinos, arañas, abejas, alacranes, serpientes, ranas, plantas, etc) o 

moléculas orgánicas de síntesis que son capaces de reconocer los diversos 

tipos de canales iónicos presentes en la membrana celular. 

2.1.- Canales iónicos regulados por voltaje en la célula cromafín 

En la superfamilia de canales dependientes de voltaje presentes en la 

célula cromafín se incluyen los canales de Na+, los de K+ voltaje-

dependientes, los de K+ dependientes de Ca2+ y voltaje, y los CCVD. 

2.1.1.- Canales de Na+ activados por voltaje 

Los canales de Na+ son proteínas transmembrana que permiten el paso de 

iones Na+ a través de la membrana celular. En la célula cromafín se 

comportan como amplificadores de la señal nicotínica, promoviendo una 

mayor despolarización de la membrana, que acabará reclutando a los CCVD. 

En el resto de situaciones, la despolarización producida por la activación de 

los receptores nicotínicos per se es capaz de reclutar CCVD, sin que sea 

necesaria la intervención de los canales de Na+. Probablemente éstos 

desempeñen también un papel en el acoplamiento eléctrico entre células 

cromafines, sincronizándolas para aunar la respuesta secretora. 

Cuando el potencial de membrana en reposo se hace menos negativo que 

el de reposo, alcanzando valores entre -70 y -40 mV, se produce un cambio 

conformacional súbito en la activación de la compuerta, que bascula desde el 

estado inactivado hacia la posición abierta o estado activado, permitiendo que 

los iones Na+ puedan atravesar el canal, aumentando así la permeabilidad de 

la membrana al sodio de 500 a 5000 veces (Guyton, 1988). El mismo 
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aumento de voltaje que abre la compuerta de activación también cierra la 

puerta de inactivación, pasando al estado cerrado. Sin embargo, la compuerta 

de inactivación se cierra más tarde de que se abra la de activación, es decir, 

el cambio que hace bascular la compuerta de inactivación hacia el estado 

cerrado es un proceso más lento que el que abre la compuerta de activación 

(Fig. 9). Además, en general, el canal de Na+, una vez cerrado, no se puede 

abrir de nuevo hasta que exista una repolarización. 

2.1.2.- Canales de K+ activados por voltaje 

Los canales de K+ descritos en la célula cromafín contribuyen a la 

hiperpolarización/repolarización de ésta durante los potenciales de acción, 

regulando su patrón de disparo y la exocitosis (González-García y cols., 1993; 

Lara y cols., 1995; Montiel y cols., 1995). Se han descrito principalmente dos 

tipos: el canal de K+ rectificador retrasado, sensible a voltaje, y otro activado 

no sólo por voltaje sino principalmente por calcio intracelular ([Ca2+]i), los 

canales BK (de “big conductance”) (Marty, 1981).  

Existe otro tipo, los canales SK (de “small conductance”), que en un 

principio se incluyeron en esta categoría, pero se ha observado que se 

activan casi exclusivamente por [Ca2+]i (Adelman y cols., 2012), de manera 

que cuando el potencial de membrana está en reposo pero se producen 

elevaciones sostenidas del [Ca2+]i son muy efectivos en hiperpolarizar a la 

célula. La estimulación muscarínica (y la consecuente liberación de Ca2+ 

desde depósitos intracelulares) es capaz de activar los canales de K+ de tipo 

SK en la rata (Neely y Lingle, 1992), en el gato (Uceda y cols., 1994) o en 

bovino (Artalejo y cols., 1993), así como de inactivar los canales de K+ de tipo 

BK en la rata (Neely y Lingle, 1992), afectando al patrón de disparo de 

potenciales de acción y a la respuesta secretora de las células cromafines. 
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2.1.3.- Canales de Ca2+ voltaje-dependientes (CCVD) 

Los CCVD son estructuras proteicas complejas formadas por cuatro 

subunidades diferentes (α1, β, γ, α2δ) de las que se requiere, al menos, tres 

de ellas para constituir un canal funcional (Fig. 6).  

 

 

Figura 6.- Estructura esquemática de los CCVD (Adaptada de Zamponi, 2003). 

 

La subunidad α1 es la de mayor tamaño (170-250 kDa) y contiene el poro 

iónico, el sensor de voltaje, el mecanismo de compuerta y la mayoría de los 

sitios conocidos de regulación del canal por segundos mensajeros, fármacos 

y toxinas (Fig. 7). Esta subunidad está compuesta por cuatro dominios 

homólogos (I-IV), cada uno de los cuales incluye seis segmentos 

transmembrana (S1-S6) (Tanabe y cols., 1987; Lacinová, 2005). Las cargas 

positivas altamente conservadas del segmento S4 corresponderían al sensor 

de voltaje, mientras que el asa que une el segmento S5 y S6 formaría parte 

del poro iónico de selectividad del canal (García y cols., 1998). En los 

mamíferos, la subunidad α1 está codificada por al menos 10 genes distintos y, 
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de hecho, la existencia de múltiples subunidades α1 es la causa de la 

diversidad farmacológica y electrofisiológica de los CCVD. 

 

 

Figura 7.- Estructura molecular de la subunidad α1 de los CCVD, formada por 

cuatro dominios homólogos (I-IV), cada uno de ellos constituido por seis segmentos 

transmembrana (S1-S6) (Lacinová, 2005). 

 

Del resto de subunidades de los CCVD, cabe destacar que: la subunidad β 

(1-4) es un componente intracelular esencial de los CCVD y posee un tamaño 

de entre 50 y 78 kDa. La expresión única de la subunidad α1 produce 

corrientes muy pequeñas, mientras que su coexpresión con la subunidad β 

aumenta en gran medida la amplitud de la corriente (Wess y cols., 2001). 

En general, la coexpresión de las subunidades α y β provoca que la 

activación/inactivación dependiente de voltaje cambie hacia potenciales de 

membrana más negativos y que aumente la velocidad de inactivación (Hanlon 

y Wallace, 2002). La subunidad α2δ (1-4) tiene un papel modulador de los 

CCVD, es la segunda subunidad de mayor tamaño (unos 170 kDa) y, al igual 

que la subunidad β, modifica la interacción con inhibidores. Por último, la 

subunidad γ (1-8), la de menor tamaño (36 kDa), es una proteína integral de 

membrana que modula los CCVD e interacciona con otras proteínas de 

membrana (Lacinová, 2005). 
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Los CCVD presentan una amplia distribución, encontrándose presentes en 

la membrana plasmática de células nerviosas, musculares, cardíacas, 

endocrinas, células β-pancreáticas y células inmunológicas, entre otras. En la 

mayoría de estos tipos celulares, los CCVD constituyen una de las principales 

vías de entrada de Ca2+ a la célula en respuesta a la despolarización de la 

membrana plasmática. Los cambios en la concentración del Ca2+ citosólico 

regulan una variedad de importantes funciones celulares como la 

neurotransmisión (Dunlap y cols., 1995), la contracción muscular y 

automatismo cardiaco (Beam y cols., 1989), la secreción hormonal (Ashcroft y 

cols., 1994; Calvo y cols., 1995), la liberación de Ca2+ desde los depósitos 

intracelulares (Fabiato y cols., 1983) y la expresión génica (Finkbeiner y 

Greenberg, 1998), así como la actividad de diversas enzimas. 

Nomenclatura de los CCVD según sus propiedades biofísicas 

La primera caracterización de corrientes de Ca2+ usando la técnica del 

patch-clamp en células cromafines bovinas fue realizada en 1982 (Fenwick y 

cols., 1982b). Posteriormente, de acuerdo a las propiedades biofísicas, los 

CCVD se englobaron en dos grandes grupos: 

 CCVD de bajo umbral de activación o de tipo T (de corrientes 

transitorias). También se conocen como LVA, de las siglas Low Voltage 

Activated. Se abren a potenciales superiores a -50 mV, y están presentes 

en una gran variedad de tipos celulares, donde participan en la 

generación del PA y controlan los patrones de descargas repetitivas 

(Bean, 1985). Hasta el momento no se han encontrado inhibidores 

selectivos para estos canales, ya que los que existen también 

interaccionan con otros tipos de CCVD. 

 CCVD de alto umbral de activación. También denominados HVA, de las 

siglas High Voltage Activated. Se abren a potenciales por encima de -30 

mV, y son los principales responsables de la entrada de Ca2+ en neuronas 

y células cromafines. En este segundo grupo se han descrito hasta cuatro 

subtipos (L, N, P/Q y R), que están codificados por diferentes genes y que 
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se diferencian entre sí por sus propiedades biofísicas y farmacológicas. 

Existen inhibidores o bloqueantes de estos tipos de canales como, por 

ejemplo, inhibidores orgánicos de los CCVD tipo L (moléculas orgánicas 

pequeñas), inhibidores de los CCVD tipo N (ω-conotoxina GVIA, aislada 

del veneno del caracol marino Conus geographus) o inhibidores de los 

CCVD tipo P/Q (ω-agatoxina IVA, proveniente del veneno de la araña 

Agelenopsis aperta) (Olivera y cols., 1994; Catterall, 2000; Ertel y cols., 

2000). 

 

 

Figura 8.- Filogenia de los CCVD. Las subunidades 1 en mamíferos están 

codificadas por, al menos, diez genes distintos. Las secuencias de aminoácidos de las 

subunidades 1 dentro de una subfamilia son idénticas en más del 70%, estando más 

conservadas en los dominios transmembrana y en el poro (Catterall y cols., 2005). 

 

Nomenclatura estructural actual de los CCVD 

La nomenclatura actual, propuesta tras el clonaje de nuevos genes, ha 

agrupado a los CCVD en tres subfamilias (Fig. 8) nombradas de acuerdo al 

principal ión permeante (el Ca2+), el principal regulador fisiológico (el voltaje, 
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V) y la subfamilia genética de la subunidad α1 (1-3) (Ertel y cols., 2000; 

Catterall, 2000). 

Superfamilia Familia 
Subunidad 

formadora 
Nomenclatura 

Bloqueantes 

específicos 

CCVD de alto 

umbral de 

activación 

(HVA) 

L 

α1C Cav1.2 

Dihidropiridinas 

(DHP) 

α1D Cav1.3 

α1F Cav1.4 

α1S Cav1.1 

N α1B Cav2.2 
ω-conotoxina 

GVIA 

P/Q α1A Cav2.1 ω-agatoxina IVA 

R α1E Cav2.3 SNX-482 

CCVD de 

bajo umbral 

de activación 

(LVA) 

T 

α1G Cav3.1 
No se han 

descrito 

bloqueantes 

específicos 

α1H Cav3.2 

α1I Cav3.3 

Tabla 1. Nomenclatura y farmacología de los CCVD. Se muestra la nomenclatura de las 

distintas subunidades α1 junto con la farmacología descrita.  

 

Siguiendo esta nomenclatura, la familia Cav1 (CCVD tipo L) está formada 

por 4 subtipos de canales denominados Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 y Cav1.4, 

según contengan las subunidades α1S, α1C, α1D o α1F, respectivamente. 
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Por otro lado, la familia de receptores Cav2 media las corrientes de Ca2+ tipo 

P/Q, tipo N y tipo R, según posean la subunidad α1A (Cav2.1), α1B (Cav2.2) o 

α1E (Cav2.3), respectivamente. Por último, la familia Cav3 (Cav3.1, Cav3.2 y 

Cav3.3) incluye los canales que contienen las subunidades α1G, α1H y α1I, 

que median las corrientes de Ca2+ tipo T (Tabla 1). 

Inhibidores farmacológicos de los CCVD 

Los inhibidores farmacológicos conocidos actualmente tienen el 

inconveniente de no ser totalmente selectivos para el bloqueo de un único 

CCVD, ya que dependen de factores como la concentración utilizada (Bean y 

Mintz, 1994), del estado de despolarización de la célula (Sala y cols., 1986; 

Artalejo y cols., 1987; Ceña y cols., 1989), tiempo de exposición y el tipo 

celular, entre otros. Pueden clasificarse en tres grandes grupos (Doering y 

Zamponi, 2003, 2005): 

 Iones inorgánicos. Los iones inorgánicos divalentes o trivalentes 

pueden actuar de dos formas: bloqueando físicamente el poro iónico de 

manera no selectiva, como el Cadmio, afectando a la mayoría de los 

subtipos de CCVD; o modificando la cinética de apertura y cierre del 

canal, como el Níquel (Nelson y cols., 1986; Atchison y cols., 2003). Es 

por su falta de selectividad, y por su conocida toxicidad, que estos iones 

no pueden ser usados en clínica. 

 Péptidos. La acción de los péptidos (toxinas) provenientes de arañas, 

caracoles marinos o víboras, generalmente actúan de forma selectiva 

sobre algún subtipo de CCVD, y han servido de herramientas 

farmacológicas para la caracterización de varios de estos subtipos 

(Olivera y cols., 1994, 1997; Adams y cols., 2003). La acción de bloqueo 

puede producirse por oclusión física del poro del canal (ω-conotoxina 

GVIA, MVIIA, MVIIC) o por la modificación de la cinética de apertura y 

cierre del canal, como en el caso de la ω-agatoxina IVA (McDonough, 

2007). Destacan dos tipos de toxinas especialmente útiles para el bloqueo 

de los CCVD: 
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 Conotoxinas. Esta familia de péptidos muestra una alta 

selectividad para los CCVD tipo N de ciertas especies y tejidos 

nerviosos (Williams y cols., 1992), causando un bloqueo irreversible a 

concentraciones nanomolares. 

 Agatoxinas. Se han identificado cuatro subclases, tres de ellas 

(ω-agatoxina II, III, y IV) son capaces de inhibir los CCVD neuronales 

(Olivera y cols., 1994). La ω-agatoxina IIIA es capaz de inhibir distintos 

subtipos de CCVD, incluyendo el tipo L neuronal y cardiaco, canales 

tipo N y P/Q, pero no parece que inhiba a los de tipo T (Mintz y cols., 

1991, 1994). Por el contrario, la ω-agatoxina IVA está considerada 

como un bloqueante específico de los canales P/Q, siendo hasta la 

fecha, la toxina conocida relativamente más selectiva. 

Además, se han identificado otras toxinas capaces de bloquear los CCVD. 

Por ejemplo, el SNX-325 se conoce como un bloqueante selectivo del CCVD 

tipo N (α1B) clonado (Newcomb y cols., 1995a). A bajas concentraciones 

micromolares, la ω-grammotoxina (Lampe y cols., 1993a, b; Piser y cols., 

1994, 1995; Turner y cols., 1995) bloquea de forma reversible los CCVD tipo 

N y P/Q. La kurtoxina, aislada de escorpiones, inhibe los CCVD tipo T 

(Chuang y cols., 1998), sin embargo, los tipo N y L también son parcialmente 

inhibidos (Sidach y Mintz, 2002), por lo que no son específicos. Los 

bloqueantes han sido muy utilizados como herramientas para la identificación 

y aislamiento de los subtipos de CCVD, y surgieron como un tratamiento 

potencial en enfermedades como el dolor crónico, pero su forma de 

administración, en muchos casos intratecal, supuso su abandono (Snutch, 

2005). 

 Moléculas orgánicas. Las moléculas orgánicas pequeñas son numerosas, 

y pueden tener efectos agonistas/antagonistas sobre subtipos de CCVD 

mediante la oclusión del poro, reduciendo el número de canales 

disponibles o modificando la cinética de apertura y cierre. Se ordenan 

atendiendo a su relación estructura/actividad (Doering y Zamponi, 2003) 

en: 
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 Dihidropiridinas (DHP). Su estructura se basa en la piridina, e 

incluyen compuestos como nifedipino, nimodipino, nitrendipino, 

isradipino y BAY K 8644. Aunque están considerados como 

bloqueantes específicos de los CCVD tipo L, los canales tipo T 

muestran cierta sensibilidad a algunas DHPs (Akaike y cols., 1989; 

Romanin y cols., 1992; Santi y cols., 1996). 

 Fenilalquilaminas (FAA). Estructuralmente relacionadas con los 

anestésicos locales. Aunque se consideran preferencialmente 

inhibidores de los CCVD tipo L, también bloquean los canales tipo N y 

P/Q (Lee y Tsien, 1983; McDonald y cols., 1984; Hering y cols., 1989; 

Diochot y cols., 1995). 

 Benzotiazepinas (BZP). El receptor de BZP interactúa únicamente 

con agentes clínicos cuya estructura es similar al diltiazem y la 

tetrandrina (King y cols., 1988; Hering y cols., 1993). Se ha visto que la 

tetrandrina bloquea otros subtipos de CCVD neuronales, como el de 

tipo T (Weinsberg y cols., 1994), y el diltiazem bloquea los tipos L, P/Q 

y R con afinidad similar (Cai y cols., 1997). 

Por otro lado, también se conocen otros tipos de moléculas orgánicas que 

actúan sobre los CCVD, como amiloride, que es conocido por su preferencia 

por los CCVD tipo T, aunque también interacciona con los de tipo L (Doering y 

Zamponi, 2003), y con otros canales iónicos, lo que limita su uso selectivo 

(Kaczorowski y cols., 1994). El compuesto natural farnesol (un intermediario 

en mamíferos de la vía del mevalonato) bloquea selectivamente los CCVD 

tipo N, entre los de HVA, con una afinidad en el rango nanomolar (Roullet y 

cols., 1999). Por último, el mibefradilo fue utilizado para el tratamiento de la 

hipertensión, isquemia y procesos del corazón como un bloqueante específico 

de los canales tipo T (Roux y cols., 1996; Vacher y cols., 1996; Ertel y cols., 

1997; Mulder y cols., 1997, 1998), pero estudios más recientes han mostrado 

que también posee afinidad por otros CCVD (Bezprozvanny y Tsien, 1995; 

Viana y cols., 1997; Bernatchez y cols., 2001) y que, además, es capaz de 
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bloquear las corrientes de K+ (Chouabe y cols., 2000; Perchenet y Clement-

Chomienne, 2000). 

Resulta de gran importancia comprender la acción de las moléculas 

orgánicas pequeñas sobre los CCVD tipo N que han emergido como una 

diana en el tratamiento del dolor (Doering. y Zamponi, 2005), así como la 

búsqueda de nuevos bloqueantes selectivos o moduladores de subtipos 

específicos de CCVD que puedan eventualmente ser utilizados como 

herramientas en alguna de las diversas patologías en las que estos canales 

están involucrados (Gandía y cols., 2007), ya que la especificidad de estos 

compuestos es relativa, dependiendo en muchos casos, de la concentración 

utilizada. 

Los CCVD muestran características electrofisiológicas que se solapan 

entre sí, y sólo pudieron distinguirse por su farmacología: en general, los 

canales tipo L son muy sensibles a las DHPs; los de tipo N se definen porque 

sólo son sensibles a la ω-conotoxina GIVA; los tipos P/Q se identifican por su 

especificidad, pero con distinta sensibilidad, a la ω-agatoxina, y el tipo R se 

definió por su resistencia a estos antagonistas, pero identificaron péptidos 

bloqueantes específicos (Tottene y cols., 1996). No obstante, tal y como se ha 

indicado anteriormente, la selectividad de los bloqueantes sobre uno u otro 

subtipo de canal de Ca2+ no es absoluta. 

2.2.- Modelo de excitotoxicidad inducido por Veratridina 

En el modelo de excitotoxicidad utilizado en esta Tesis Doctoral se ha 

empleado Veratridina (VTD), un alcaloide derivado de esteroides de la familia 

Liliaceae que se obtiene principalmente de la hierba y semillas de la cebadilla 

Veratrum. La VTD actúa como una neurotoxina mediante la prevención de la 

inactivación de los canales iónicos de Na+, lo que provoca que estos canales 

permanezcan más tiempo en el estado abierto, sin pasar al estado inactivo, 

provocando una mayor despolarización de las células (Figs. 9 y 10). 
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Se ha demostrado que las neuronas tratadas con VTD muestran un 

aumento de la concentración intracelular de Na+ y Ca2+, que produce muerte 

dependiente de Ca2+ en neuronas del hipocampo y en células granulares del 

cerebelo de rata, lo que sugirió que los bloqueantes de los CCVD podrían ser 

útiles en el tratamiento de los accidentes cerebrovasculares (Pauwels y cols., 

1989).  

 

 

Figura 9.- Esquema de los estados del canal de Na
+
 dependientes de voltaje. 

 

La toxicidad inducida por VTD también se ha descrito en células cromafines 

por nuestro grupo (Jordán y cols., 2000, 2002, 2003). Este efecto 

despolarizante, manteniendo abiertos los canales de Na+ voltaje-

dependientes, provoca el incremento del flujo de Na+ y Ca2+, lo que induce la 

liberación de CAs en células cromafines y en otros tipos de células 

secretoras. 

En células cromafines, la VTD activa la muerte celular programada 

mediante una serie de mecanismos secuenciales que incluyen un aumento de 

la [Ca2+]i, disfunción mitocondrial, apertura del poro de permeabilidad 

transitoria, producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), activación de 

la cascada de enzimas caspasas y la degradación del DNA (Jordán y cols., 

2000). Las similitudes entre los mecanismos activados durante la muerte de 

las células cromafines y aquellos responsables de la muerte neuronal por 
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excitotoxicidad (Pettmann y Henderson, 1998) sugieren que las células 

cromafines son un modelo útil para el estudio de los mecanismos moleculares 

implicados en la muerte neuronal. 

 

Figura 10.- A) Estructura química de la VTD; B) Patrón oscilatorio del 

incremento de la [Ca
2+

]i, expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia 

(U.A.F.), en células cromafines, tras el tratamiento con VTD. 

 

2.3.- Canalopatías. Los CCVD como diana terapéutica 

En las dos últimas décadas hemos sido testigos de la emergencia de un 

nuevo campo en expansión de las enfermedades neurológicas, las 

canalopatías (Meisler y cols., 2001), relacionadas con la presencia de 

mutaciones en los genes que codifican las subunidades de los canales 
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iónicos. Estos desórdenes pueden afectar al cerebro, la espina dorsal, y/o el 

músculo (Rajakulendran y cols., 2012).  

Hoy sabemos que las mutaciones de los canales de Na+, Ca2+, K+ y Cloro 

(Cl-) son responsables de cuadros de epilepsia, ataxia, degeneración 

neuronal, miotonía, hipertermia maligna, arritmias o hipoglucemia (Ackerman 

y Clapham, 1997; Lehman-Horn y Jurkat-Rot, 1999; Cooper y Jan, 1999; 

Catterall, 2000; Missiaen y cols., 2000; Hubner y Jentsch, 2002). 

Los CCVD son una importante diana en el tratamiento de las enfermedades 

cardiovasculares (Abernethy y Schwartz, 1999) mediante la utilización de 

compuestos bloqueadores, tradicionalmente llamados antagonistas del Ca2+. 

Sin embargo, el conocimiento de nuevas y múltiples isoformas de CCVD en 

distintos tejidos, así como el hallazgo de la implicación de los CCVD en 

patologías como la epilepsia (Jones y cols., 2002), el dolor crónico (McGivern 

y cols., 2006), el cáncer (Monteith y cols., 2007) y en las enfermedades 

neurodegenerativas (Kochegarov y cols., 2003), ha evidenciado aún más su 

importancia como diana terapéutica. La mayor parte de los inhibidores 

inorgánicos de CCVD son tóxicos. Es por ello y, principalmente, por su 

carácter inespecífico, por lo que estos inhibidores farmacológicos no han sido 

ampliamente utilizados como agentes terapéuticos (Livett y cols., 2004). 

Hasta el momento, las DHP han sido los antagonistas de CCVD más 

utilizados en clínica, y, por esta razón, también los más estudiados (Doering y 

Zamponi, 2005). En este sentido, resulta de gran importancia la búsqueda de 

nuevos antagonistas selectivos o moduladores de subtipos específicos de 

CCVD que puedan eventualmente ser utilizados como herramientas en 

alguna de las diversas patologías en las que estos canales están 

involucrados. 
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3.- Mecanismo de acción del RNA de interferencia (RNAi) 

El RNAi es un sistema que utilizan las células para regular el grado de 

activación de los genes en un momento determinado. Concretamente, el RNAi 

es un mecanismo de silenciamiento post-transcripcional de genes específicos, 

ejercido por moléculas de RNA que siendo complementarias a un RNA 

mensajero (RNAm), conducen habitualmente a la degradación de éste (Fig. 

11). Por su descubrimiento Craig C. Mello y Andrew Fire recibieron el Premio 

Nobel de Fisiología o Medicina en el año 2006. 

 

Figura 11.- Mecanismo de acción del RNAi. La enzima Dicer corta RNA 

bicatenario y genera pequeño RNAi (siRNA) o microRNA (miRNA). Estos RNA 

pequeños se incorporan al complejo RISC (RNA-induced silencing complex), 

activándolo y dirigiéndolo contra el RNAm complementario que será degradado. 

http://es.wikipedia.org/wiki/SiRNA
http://es.wikipedia.org/wiki/ARNm
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3.1.- Mecanismo de silenciamiento génico mediado por RNAi 

Los RNAi son moléculas pequeñas (de 20 a 25 nucleótidos) que se 

generan por fragmentación de precursores más largos.  

Cuando el RNAi se introduce en una célula, se activan distintos 

mecanismos que permiten su incorporación en un complejo con múltiples 

componentes, denominado complejo de silenciamiento inducido por RNA 

(RISC). El complejo RISC se activa mediante el desapareamiento de las dos 

hebras del siRNA. Aunque en principio se propuso que una enzima helicasa 

dependiente de ATP separaba ambas hebras, en realidad el proceso es 

independiente de ATP y se realiza directamente por proteínas que componen 

el complejo RISC (Matranga y cols., 2005; Leuschner y cols., 2006). Una vez 

separadas las dos hebras del siRNA, el complejo RISC utiliza la hebra 

antisentido del siRNA como guía para seleccionar su substrato (el RNAm 

complementario de la hebra de siRNA). A continuación, el complejo RISC 

promueve el corte y posterior destrucción del RNAm diana, gracias a su 

componente activo, una proteína de la familia de las endonucleasas 

(denominadas Argonautas), que corta la hebra de RNAm diana, 

complementaria al RNAi que está asociado al complejo RISC (Nashchekin y 

cols., 2007). Finalmente, provoca la supresión de la expresión del gen 

específico (Hammond y cols., 2001; Caudy y cols., 2002) (Fig. 11). Una vez 

que el complejo RISC se activa, puede participar en ciclos repetidos de 

degradación específica del RNAm diana (Novina y Sharp, 2004). Por tanto, el 

RNAi suprime la expresión génica a nivel post-transcripcional (ya que la 

molécula diana es el RNAm), de manera selectiva y específica.  

Los resultados de este tipo de supresión, pueden producir una reducción 

parcial (knock-down) o completa (knock-out) de los niveles de la proteína 

diana (Fig. 12). Utilizando este mecanismo, se puede conseguir una reducción 

drástica en la expresión del gen y la proteína deseada, y estudiar el papel que 

desempeñan en diferentes funciones fisiológicas (Harborth y cols., 2001). 
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Por otro lado, hay que tener en cuenta que la supresión génica (también 

llamada silenciamiento) realizada por el RNAi suele ser específica, aunque 

pueden producirse efectos inespecíficos, denominados efectos off-target, en 

los que la expresión de otros genes puede verse también disminuida debido a 

similitudes en la secuencia de nucleótidos de distintos RNAm.  

3.2.- Tipos de RNAi 

Los RNAi se pueden clasificar en tres grandes grupos (Grosshans y 

Filipowicz, 2008a, b): 

 Los RNA pequeños de interferencia o RNA de silenciamiento (siRNAs). 

Son moléculas de RNA de doble cadena perfectamente complementarias 

de aproximadamente 21 nucleótidos, con 2 nucleótidos desemparejados 

en cada extremo 3'. Cada hebra de RNA tiene un grupo fosfato en 

posición 5' y un grupo hidroxilo en 3'. Esta estructura proviene del 

procesamiento llevado a cabo por la enzima Dicer, que corta moléculas 

largas de RNA bicatenario en varios siRNAs (Hartig y cols., 2007). Son 

altamente específicos para la secuencia de nucleótidos de su RNAm 

diana, causando su degradación y el consiguiente silenciamiento post-

transcripcional del gen específico. 

 Los microRNAs (miRNA). Son pequeños RNAi de doble cadena que se 

generan a partir de precursores específicos codificados en el genoma, 

que al transcribirse se pliegan en horquillas intramoleculares (hairpins) 

que contienen segmentos de complementariedad imperfecta. El 

procesamiento de los precursores ocurre generalmente en dos etapas, 

catalizado por dos enzimas: Drosha en el núcleo y Dicer en el citoplasma. 

De este modo, una de las hebras del miRNA (la hebra "antisentido") se 

incorpora a un complejo y, dependiendo del grado de complementariedad 

del miRNA con el RNAm específico, puede inhibir la traducción del RNAm 

o inducir su degradación (Kim y cols., 2005; Eulalio, 2008). 
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 Los RNA asociados a Piwi (piRNAs). Se generan a partir de 

precursores largos monocatenarios, en un proceso que es independiente 

de las enzimas Drosha y Dicer (Saumet y Lecellier, 2006). Estos piRNAs 

se asocian con una subfamilia de las proteínas Argonauta denominada 

proteínas Piwi. Se han identificado decenas de miles de piRNAs, pero su 

función es desconocida. 

Los RNAi pueden ser también sintetizados artificialmente e introducidos de 

forma exógena en las células utilizando métodos de transfección con la 

finalidad de reducir significativamente la expresión de un gen específico. 

 

 

Figura 12.- Mecanismo de silenciamiento génico mediado por siRNA exógeno, 

introducido en la célula por vectores no virales. 
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4.- Nanopartículas 

La existencia de un elevado número de patologías para las que no existen 

tratamientos eficaces, ha llevado a explorar nuevas áreas como la 

nanomedicina, una ciencia emergente basada en la aplicación de la 

nanotecnología a la medicina, con el objeto de buscar nuevos agentes 

terapeúticos que actúen de forma más selectiva sobre las dianas moleculares 

en las que ejercen su efecto.  

Los principales vectores no-virales utilizados actualmente para transfectar 

material genético en diferentes tipos celulares son las nanopartículas (NPs), 

que son moléculas con tamaños entre 1 y 100 nm, que podemos clasificar en 

distintos grupos como: lípidos catiónicos, derivados de la polietilenimina (PEI), 

dendrímeros y NPs con base de carbono (Fig. 13) (Pérez-Martínez y cols., 

2012a). 

 

Figura 13.- Tipos de NPs frecuentemente utilizadas en biomedicina. 
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4.1.- Lípidos catiónicos 

En 1987, Felgner y cols., propusieron el término de "lipofección", 

refiriéndose a la eficiente transfección de DNA llevada a cabo a través del 

lípido catiónico sintético DOTMA [cloruro de N-(1-(2,3-dioleiloxi) propil)-N,N,N-

trimetilamonio], pues era de 5 a 10 veces mayor que la conseguida 

previamente con dextrano (Felgner y cols, 1987). La combinación de DOTMA, 

un lípido anfifílico catiónico con dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), un 

fosfolípido neutral, fue comercializado como Lipofectin®. Posteriormente, la 

combinación de un derivado catiónico del colesterol (3β-[N-(N´N´-

dimetilaminoetano)-barbarmoil colesterol] [DC-Chol]) combinado con DOPE 

mejoró la eficiencia de transfección de Lipofectin® con menor toxicidad en las 

líneas celulares A431, A549 y L929 (Gao y cols., 1991). Se utilizaron también 

en combinación con vectores retrovirales, aumentando la transducción en las 

células diana. Así, los retrovirus aumentaron hasta en 3,9 veces la eficiencia 

de transducción conseguida con DC-Chol/DOPE, manteniendo las 

propiedades del vector en las líneas celulares TE671 y NIH3T3 (Porter y cols., 

1998). 

Los lípidos catiónicos fueron ampliamente estudiados como una nueva 

herramienta para transportar material genético y proteínas. De hecho, algunos 

reactivos basados en lípidos catiónicos están disponibles en forma comercial, 

como LipofectAce®, Lipofectamine® o Lipofectamine2000®. 

En general, son tóxicos en células post-mitóticas, aunque distintas 

formulaciones lipídicas recientes han logrado disminuir esta toxicidad. Sin 

embargo, muestran una eficiencia de transfección del DNA muy baja en 

células post-mitóticas, por ejemplo, se ha observado una eficiencia de 

transfección con Lipofectin® del 0,02-0,5% en neuronas de hipocampo (Yang 

y cols., 1994), entre un 1-5% en neuronas de estriado de rata con 

Transfectam® o un 2,4% en neuronas de glia con Fugene6® (Wiesenhofer y 

cols., 2000).  
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Sin embargo, se ha descrito que la Lipofectamine® es capaz de introducir 

material genético en forma de siRNA, mediante el mecanismo de RNAi, de 

forma eficiente en neuronas de hipocampo de rata, con una reducción de los 

niveles de RNAm diana de un 70% (Yan y cols., 2007). Además, se ha 

conseguido una reducción del RNAm diana del 70% (que corresponde a un 

50% de reducción de los niveles de proteína en cultivos de neuronas 

corticales de ratón) utilizando la combinación de Transferrina con 1,2-

dioleiloxi-3-(trimetilamonio) propano (DOTAP) y colesterol (Tf-DOTAP: 

colesterol) (Cardoso y cols., 2010). Por ello, los estudios se han orientado 

hacia las formulaciones de características similares a éstos últimos lípidos 

catiónicos, pues presentan propiedades que les hacen mucho más eficientes 

que los anteriores. 

4.2.- Nanopartículas derivadas de Polietilenimina 

La Polietilenimina (PEI) es un polímero orgánico con una elevada densidad 

de carga catiónica, debido a la presencia de múltiples grupos amino en su 

esqueleto, lo que permite la interacción electrostática con los ácidos 

nucleicos. Estas NPs las podemos encontrar en dos formas: lineal y 

ramificada, lo que le aporta diferentes características, siendo la ramificada la 

más eficiente en la interacción con los ácidos nucleicos (Dunlap y cols., 1997). 

Su estructura le confiere la capacidad de actuar como tampón a, 

prácticamente cualquier pH, por lo que es capaz de proteger al DNA de la 

degradación lisosomal. Una vez que el complejo PEI/DNA escapa de la 

acción del endosoma, parece que entra en el núcleo por un mecanismo aún 

desconocido. Algunos autores defienden que la entrada al núcleo del 

complejo que forma el DNA con PEI linear o ramificado, no es un mecanismo 

dependiente de la división celular (Bruner y cols., 2002), mientras que otros 

muestran que la eficiencia de transfección para los complejos de PEI 

ramificado con el DNA es dependiente del ciclo celular (Grosse y cols., 2006). 

Un mecanismo dependiente de mitosis podría explicar la baja eficiencia de 

transfección que se obtiene en cultivos primarios de neuronas, como en el 
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caso de neuronas granulares de cerebelo (1%) o en neuronas simpáticas de 

los ganglios superiores cervicales (20%).  

Sin embargo, aunque se ha demostrado la existencia de un mecanismo 

dependiente de mitosis para las moléculas de PEI ramificadas, las mayores 

eficiencias de transfección se han conseguido utilizando derivados de las 

moléculas de PEI ramificadas de bajo peso molecular (Abdallah y cols., 1996), 

lo que indica que, aunque el mecanismo principal de liberación en el núcleo 

es dependiente de mitosis, existen otros mecanismos, como el complejo del 

poro nuclear o mecanismos de captación neuronales, que también intervienen 

en la translocación del complejo al núcleo, por lo que la división celular no es 

un requisito indispensable para la transfección. Por ello, se han estudiado 

diversas estrategias para aumentar la eficiencia de transfección como la 

adición de secuencias de localización nuclear, de residuos glicosil o ligandos 

del receptor de glucocorticoides (Ma y cols., 2009) 

Estas NPs poseen, en general, una mayor eficiencia de transfección que 

los lípidos catiónicos (Guerra-Crespo y cols., 2003) en células post-mitóticas 

(aproximadamente de un 20%), pero no es suficiente para estudios que 

requieren “ausencia de función” de un gen específico (se requiere como 

mínimo el 70-80% de silenciamiento). Por otro lado, aunque se han realizado 

modificaciones para disminuir su toxicidad tanto in vitro como in vivo (Moreno 

y cols., 2006), continúan siendo poco útiles en aplicaciones biomédicas. 
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4.3.- Dendrímeros 

Son NPs ramificadas, con una estructura bien definida (Fig. 14), formada 

por tres dominios: 

 

 

Figura 14.- Estructura de un dendrímero. Se muestran los dominios que constituyen 

la NP, representando las distintas generaciones (G). 

 

 Un núcleo central, que está formado por uno o un grupo de átomos 

con, al menos, dos funcionalidades químicas que facilitan la inserción 

de las ramificaciones. 

 Las “ramificaciones”, compuestas por unidades repetitivas, organizadas 

en una progresión geométrica, que forman una serie de capas radiales 

concéntricas denominadas "generación” (G). 

 Los grupos funcionales terminales, localizados en el exterior de la 

macromolécula, y que poseen una función determinante en su 

interacción con solventes, superficies u otras moléculas. 
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Starbust® poliamidoamina (PAMAM) fue el primer dendrímero descrito para 

aplicaciones biológicas, y ha sido, hasta la fecha, el más estudiado (Pérez-

Martínez y cols., 2012c) como vehículo de transfección (Tomalia y cols., 1996; 

Pérez-Martínez y cols., 2011). Muestra una toxicidad dependiente de la 

generación, que está directamente relacionada con el número de grupos 

amino terminales y la densidad de cargas positivas.  

El transporte de los dendrímeros PAMAM y sus derivados a través de la 

membrana celular se produce mediante la vía endocítica (Jevprasesphant y 

cols., 2004). Diversos factores, como la masa molecular del dendrímero, los 

grupos funcionales de la periferia (Kannan y cols., 2004) y niveles de 

colesterol, son responsables de modular su transporte, lo que sugiere que el 

colesterol de la membrana y su integridad son factores relevantes para la 

captación celular de los complejos formados por el dendrímero y el cargo 

(dendriplejos) (Manunta y cols., 2004). Los dendrímeros han mostrado ser 

capaces de atravesar las barreras celulares, actuando de forma eficiente 

como transportadores de moléculas, incluyendo ácidos nucleicos. Se ha 

observado un aumento en la transfección cuando se modifica la estructura del 

PAMAM con grupos menos polares, como polietilenglicol (PEG), en la 

periferia, o cuando se combina la adición de PEG junto a otro ligando con 

elevada afinidad por determinadas células neuronales como la lactoferrina. 

Además, también permite la unión de proteínas o péptidos, facilitando su 

captación por las células diana (Huang y cols., 2008). 

En los últimos años, se han descrito varios tipos de dendrímeros capaces 

de transfectar cultivos neuronales eficientemente, como dendrímeros 

carbosilanos (Weber y cols., 2008; Posadas y cols, 2009), dendrímeros 

basados en poliglicerol (Ofek y cols., 2010) o dendrímeros con núcleo de 

polifenilenevinileno (PPV) (Rodrigo y cols., 2011; Posadas y cols., 2012; 

Pérez-Carrión y cols., 2012), como el utilizado en esta Tesis Doctoral. Por 

este motivo, los dendrímeros parecen ser herramientas prometedoras para 

liberar material genético en células del sistema nervioso, tanto in vitro como in 

vivo (Posadas y cols., 2010). 
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4.4.- Nanotubos con base de carbono 

Consisten en una capa de grafeno enrollada concéntricamente formando 

cilindros huecos compuestos en su mayoría por hexágonos y, en los 

extremos, por pentágonos de carbono. El número de capas de grafeno 

diferencia entre los nanotubos con base de carbono (CNT) formados por una 

única capa (SWNTs: Single-Walled Nanotubes), por dos (DWNTs: Double-

Walled Nanotubes) o por múltiples capas (MWNTs: Multiple-Walled 

Nanotubes). Su tamaño varía desde un diámetro de cilindro de 0,8 nm, de los 

formados por una capa, a diámetros superiores a 100 nm, de los que poseen 

múltiples capas. 

Estas NPs muestran una baja solubilidad, que puede solventarse por la 

incorporación de diversas unidades (funcionalizaciones). Se han unido 

dendrímeros de PAMAM a la superficie de los nanotubos, lo que se traduce 

en un aumento de la transfección (Herrero y cols., 2009). La segunda cuestión 

por resolver para su posible uso en terapia génica es su posible efecto tóxico. 

Los CNTs están formados principalmente por grafeno, por lo que podrían ser 

biopersistentes, es decir, no se pueden eliminar, permaneciendo por mucho 

tiempo en el organismo, principalmente en los pulmones. Se ha observado 

que la aplicación de forma intratecal o mediante inhalación faríngea de una 

suspensión de SWCNT en ratón provoca una acumulación persistente de 

agregados de CNT en pulmones, seguido de una rápida formación de 

granulomas pulmonares y tejido fibrótico (Shvedova y cols., 2005); reacciones 

inflamatorias de los bronquiolos y, en algunos animales, fibrosis en el septo 

alveolar (Huczko y cols., 2005).  

Son estructuras novedosas que escapan de los endosomas, pero que 

requieren aún mejorar su funcionalización (Pantarotto y cols., 2004; Lacerda y 

cols., 2008; Bianco y cols., 2008) para aumentar su solubilidad (Chen y cols., 

2003) y disminuir su toxicidad. 
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5.- Aplicaciones del silenciamiento génico utilizando siRNA  

La especificidad y la robustez del efecto del siRNA sobre la expresión 

génica, hacen de este mecanismo una valiosa herramienta en investigación, 

tanto en cultivos celulares como en estudios in vivo, ya que los siRNAs 

sintéticos pueden introducirse en las células para inducir el silenciamiento 

selectivo de genes de interés. Esto ha permitido un avance espectacular en el 

desarrollo de la biología celular, ya que el siRNA es una herramienta simple y 

rápida para el estudio de la función de los genes. Los siRNAs también pueden 

utilizarse para silenciar sistemáticamente diversos genes de la célula (análisis 

genómico). Para ello, se sintetiza el siRNA con una secuencia 

complementaria a la del gen de interés y se introduce en una célula u 

organismo, consiguiendo silenciar el RNAm diana, pudiendo estudiar el papel 

que desempeñan determinados genes en los procesos celulares de interés. 

Actualmente, se están desarrollando ensayos clínicos para el uso de siRNA 

en el tratamiento de enfermedades como, por ejemplo, la degeneración 

macular (Sah y cols., 2006). Otros usos clínicos propuestos se centran en 

terapias antivirales, incluyendo el silenciamiento de los receptores y 

correceptores del virus de inmunodeficiencia adquirida en humanos (VIH) en 

el huésped (Crowe y cols., 2003), el silenciamiento del virus de la hepatitis A 

(Kusov y cols., 2006) y de la hepatitis B (Jia y cols., 2006), el silenciamiento 

de la expresión del virus de la gripe (Li y cols., 2005), y la inhibición de la 

replicación del virus del sarampión (Hu y cols., 2005). También se han 

propuesto tratamientos potenciales para enfermedades neurodegenerativas 

(Posadas y cols., 2012; Pérez-Carrión y cols., 2012), prestando una atención 

particular a las enfermedades relacionadas con poliglutaminas entre las que 

destaca la enfermedad de Huntington (Raoul y cols., 2006). Por último, el 

siRNA también se considera una alternativa prometedora para tratar el 

cáncer, mediante el silenciamiento diferencial de genes sobreexpresados en 

células tumorales o genes involucrados en la división celular (Izquierdo y 

cols., 2005; Putral y Gu, 2006; McMillan y cols., 2006; Monteagudo y cols., 

2012; Pérez-Martínez y cols., 2012b). 
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Un área clave de investigación en el uso de siRNA en aplicaciones 

biomédicas, es el desarrollo de métodos útiles para transportar el material 

genético al interior de las células (evitando su degradación) similares a los 

que se utilizan en terapia génica (Li y cols., 2006; Takeshita y Ochiya, 2006). 

Los problemas que aparecen al trabajar con siRNA están relacionados con su 

degradabilidad, ya que son fácilmente destruidos en el entorno intracelular 

debido a la existencia de RNAsas, lo que puede impedir que una vez dentro 

de la célula sea capaz de traslocarse al núcleo y ejercer su efecto de 

silenciamiento en el gen diana. En este sentido, cabe destacar el auge del uso 

de NPs para transportar el siRNA al interior de aquellas células más difíciles 

de transfectar. A continuación, se describen los grandes grupos de vectores 

utilizados para introducir siRNA en el interior celular. 

5.1.- Transfección de células post-mitóticas mediante vectores virales 

En células post-mitóticas, como neuronas o células cromafines, debido a la 

baja eficiencia de transfección de los vectores no-virales clásicos, la 

estrategia utilizada para el transporte del material genético al interior celular 

se ha realizado mediante el empleo de vectores virales. Con este tipo de 

vectores se ha conseguido una alta eficiencia de transfección del siRNA en 

células post-mitóticas, logrando aproximadamente un 80% de inhibición de la 

expresión de la proteína, lo que se considera suficiente para realizar los 

estudios de “ausencia de función”. No obstante, los vectores virales poseen 

inconvenientes específicos, como son: 

 Un elevado coste de producción. 

 Activación de la respuesta inmune en el hospedador contra el agente 

vírico. Generalmente se caracteriza por una respuesta humoral que 

produce anticuerpos neutralizantes, disminuyendo la efectividad del 

vector. Por otro lado, también se ha descrito presencia de anticuerpos 

neutralizantes contra vectores virales, a causa de una infección anterior, 

como en el caso de los adenovirus (Chirmule y cols., 2000). 



Introducción 

 

38 

 

 Problemas de seguridad, en particular, en el uso de oncoretrovirus, 

como ocurre cuando existe mutagénesis por inserción durante los 

ensayos de terapia génica. Este tipo de inconvenientes ha supuesto una 

enorme limitación del uso de estos vectores, ya que se han dado casos 

de muerte de varios pacientes que participaban en ensayos clínicos de 

terapia génica utilizando vectores virales (Lemoine, 2002; Hacein-Bey-

Abina y cols., 2003; Gansbacher, 2003). 

5.2.- Transfección de células post-mitóticas mediante métodos físicos 

Los vectores no virales engloban aquellas técnicas donde el material 

genético es introducido mediante diferentes métodos, entre ellos, los físicos. 

Estos últimos engloban los métodos de biobalística, electroporación, y 

microinyección. 

 Disparo de partículas, biolística o bombardeo de microproyectiles. El 

material génico (normalmente DNA) a transferir es situado sobre la 

superficie de pequeñas gotas de 1-3 micras de diámetro de oro o 

tungsteno que posteriormente son aceleradas (“disparadas”) mediante 

una descarga eléctrica o por un pulso de gas, hacia la célula diana. El 

problema es que aparecen grandes variaciones en la eficiencia de la 

expresión de los genes, ya que la expresión conseguida suele ser 

transitoria y con una frecuencia baja. Este hecho limita la biobalística en la 

aplicación de la terapia génica (Tüting y cols., 1999).  

 Microinyección. El material génico (DNA normalmente) es introducido 

por inyección directamente en el núcleo de las células gracias a la ayuda 

de un micromanipulador, evitando de este modo la degradación 

citoplasmática y lisosomal. Las células que sobreviven a este daño y han 

insertado el material genético, presentan una alta eficacia de su 

expresión. El mayor problema que plantea es que hay que transfectar las 

células de forma individual, lo que requiere un amplio esfuerzo y no 

permitiría su uso en ensayos clínicos (Pausnitz, 2004). 



Introducción 

 

39 

 

 Electroporación. La aplicación de una corriente eléctrica a células es 

capaz de abrir poros en la membrana celular que permiten la entrada del 

gen en su interior. Sin embargo, muchas células mueren al no soportar el 

choque eléctrico (Mellott y cols., 2012). 

5.3.- Transfección de células post-mitóticas mediante nanopartículas 

El uso de vectores no-virales fue propuesto para salvar los inconvenientes 

de los vectores virales. De hecho, los vectores no-virales poseen mayor 

estabilidad, menor riesgo de seguridad y su síntesis es menos costosa. 

Aunque se han utilizado con éxito en la transfección de líneas celulares, a 

pesar de su menor toxicidad, estos compuestos suelen mostrar una 

transfección génica más baja que los vectores virales, siendo éste su mayor 

handicap para su uso en terapia génica en células post-mitóticas.  

En un principio, las técnicas más utilizadas para introducir DNA exógeno en 

células eucarióticas se basaba en la coprecipitación con fosfato de calcio, así 

como en otros métodos basados en el uso de compuestos con elevado peso 

molecular como el dextrano (Fraley y cols., 1982; Nicolau y cols., 1987). El 

problema era que estos métodos mostraban una elevada variabilidad en la 

eficiencia de transfección, dependiendo del tipo celular, y mostrando una alta 

toxicidad en cultivos primarios. La máxima transfección observada fue del 

3,5% en neuronas hipotalámicas de ratón, que aumentó al 6,5% cuando se 

utilizó junto con dietilaminoetil-dextrano (Guerra-Crespo y cols., 2003). 

Debido a la baja eficiencia de transfección que ofrecían estos compuestos 

en células post-mitóticas, se estudiaron otros tipos de compuestos, como los 

chitosanos y el colágeno. Los chitosanos comprenden una familia de 

polisacáridos lineares binarios, derivados de polisacáridos catiónicos. Poseen 

el inconveniente de que la eficiencia de transfección de chitosan/DNA 

depende de varios factores como su grado de deacetilación, su peso 

molecular, la concentración de DNA, la relación entre las cargas amino del 

chitosano y las cargas fosfato del DNA, concentración de suero, pH y tipo 

celular, lo que hace que su eficiencia de transfección sea muy variable.  
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Sin embargo, en los últimos años se han estudiado NPs basadas en 

chitosan para su posible aplicación terapeútica en la liberación de insulina 

(Zhang y cols., 2008) o DNA (Csaba y cols., 2009) a través de la mucosa 

(intranasal), gracias a su estabilidad coloidal en los fluidos biológicos. Se han 

estudiado otros polímeros naturales como posibles vectores no virales, como 

el colágeno. En este sentido, se ha observado que la eficiencia de 

transfección aumenta cuando se utiliza colágeno metilado (Wang y cols., 

2004), e incluso la forma desnaturalizada del colágeno, la gelatina, ha 

mostrado ser útil como vector para la liberación génica (Truong-Le y cols., 

1999). 

En la última década, la cantidad de investigaciones llevadas a cabo en el 

campo de los vectores no-virales para terapia génica ha aumentado, y se han 

sintetizado compuestos que muestran resultados prometedores a la hora de 

transportar material genético, especialmente siRNA, al interior de células 

neuronales. Los principales vectores no-virales utilizados actualmente para 

transfectar material genético en diferentes tipos celulares son las NPs, a las 

que podemos clasificar en distintos grupos como: lípidos catiónicos, derivados 

de la PEI, dendrímeros y NPs con base de carbono (Pérez-Martínez y cols., 

2012c).  

-Los estudios con lípidos catiónicos han sido variados. Las formulaciones 

estudiadas ofrecen una eficiencia de transfección muy baja para poder 

utilizarlas como NPs terapeúticas en células post-mitóticas, exceptuando el 

caso de Lipofectamine2000®, con el que se han descrito reducciones de los 

niveles de RNAm y proteína diana de un 70% en neuronas de hipocampo de 

rata (Yan y cols., 2007). 

-En el caso de las NPs derivadas de PEI, la eficiencia de transfección sigue 

siendo muy baja, desde un 1% en células granulares de cerebelo hasta un 

20% en neuronas de los ganglios cervicales superiores (Lambert y cols., 

1996). El mayor problema de este tipo de NPs es su toxicidad, relacionada 

con el peso molecular, estructura y concentración utilizada. Se ha observado 

que los PEI con elevado peso molecular presentan mayor toxicidad que los de 
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menor peso molecular (<2000 Da), pero los de bajo peso molecular son 

menos eficientes en la transfección (Fischer y cols., 1999). Los PEI lineares 

muestran niveles de transfección menores (9% en neuronas simpáticas) que 

los PEI que muestran ramificaciones (15% en neuronas hipotalámicas de 

rata).  

-Los dendrímeros son los vectores no virales que muestran la mayor 

eficiencia de transfección en células neuronales. Por ejemplo, los 

dendrímeros modificados con arginina (arginina-G4-PAMAM) muestran un 35-

40% de transfección en neuronas corticales (Kim y cols., 2006). En este 

sentido, los éster de PAMAM permitieron liberar siRNA en cultivos primarios 

mixtos de neuronas y glía, detectándose un 80% de reducción de los niveles 

de la proteína diana (Kim y cols., 2010), mientras que el dendrímeno NN16, 

con grupos amonio en su periferia, produjo una reducción del 80% en los 

niveles de proteína diana en neuronas corticales de rata (Posadas y cols., 

2009). Un nuevo dendrímero con un núcleo de PPV mostró una gran 

eficiencia de transfección tanto en neuronas granulares de cerebelo (Rodrigo 

y cols., 2011) como en neuronas corticales de rata (Posadas y cols., 2012; 

Pérez-Carrión y cols., 2012). 

-Las NPs con base de carbono presentan los inconvenientes de su baja 

solubilidad y toxicidad. En los últimos años se están realizando diversas 

modificaciones para solventar estos problemas, como la unión de dendrones 

PAMAM en la superficie, que les permiten ejercer como vectores eficientes 

(Herrero y cols., 2009).  
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1.- Hipótesis 

La hipótesis del presente estudio se basa en que mediante el uso del 

modelo de toxicidad inducido por el alcaloide VTD, en las células cromafines 

bovinas se desencadena de forma secuencial una cascada de 

acontecimientos que comienzan con la entrada masiva de Na+, facilitando la 

despolarización de la membrana celular, lo que conlleva la apertura de los 

CCVD y a una entrada masiva de Ca2+, activando las rutas que provocan 

finalmente la muerte celular por sobrecarga de Ca2+. La entrada de Ca2+ en el 

interior de la célula que se realiza a través de ciertos CCVD, es fundamental 

en el inicio y mantenimiento del deterioro celular. El knock-out de estos CCVD 

puede prevenir, al menos parcialmente, este deterioro celular. El empleo de 

nuevos vectores no virales que permitan inhibir de forma selectiva la síntesis 

de subunidades α1 que componen los CCVD, nos puede permitir identificar 

los CCVD responsables de la entrada de este ión en las células cromafines 

bovinas tras la exposición a VTD y, por tanto, determinar el papel que juegan 

los diversos tipos de canales en la muerte inducida por este alcaloide en las 

células cromafines bovinas. Este abordaje innovador permite superar las 

ambigüedades que han surgido de la falta de selectividad completa de los 

fármacos y toxinas utilizados en la disección farmacológica de los CCVD. 
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2.- Objetivos 

Los objetivos del presente trabajo consistieron en:  

1.- Establecer un modelo fiable y reproducible de toxicidad inducida por 

Veratridina (VTD) en células cromafines bovinas. 

2.- Testar y evaluar un vector no-viral, TRANSGEDEN® (TGD), para 

internalizar siRNA en las células cromafines bovinas en cultivo. 

3.- Estudiar la contribución de las subunidades de los CCVD Cav1.1, Cav1.2, 

Cav1.3 (tipo L), Cav2.2 (tipo N), Cav2.1 (tipo P/Q) y Cav2.3 (tipo R) en la 

entrada de Ca2+ tras el estímulo con VTD en células cromafines bovinas. 

4.- Comprobar la relación entre el incremento de la [Ca2+]i y los procesos 

tóxicos inducidos por VTD en células cromafines bovinas, y disminuir los 

efectos de la sobrecarga de Ca2+ en las células cromafines mediante el knock-

down de los diferentes canales de calcio voltaje-dependientes, a través del 

mecanismo de RNAi. 
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1.- Cultivo primario de células cromafines bovinas 

Las células cromafines de la médula adrenal se aislaron a partir de 

glándulas adrenales bovinas, extraídas de los animales en un matadero local 

y transportadas hasta el laboratorio a 4ºC en solución de Locke (en mM: 154 

NaCl; 5,6 KCl; 3,6 NaHCO3; 5,6 glucosa; 5 Hepes; pH 7,4), suplementada con 

50 UI/mL de penicilina (Sigma, Barcelona, España), 50 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma) y 1mM de glutamina (Invitrogen, Carlsbad, CA). El 

protocolo de cultivo utilizado fue la digestión de la médula adrenal con 

colagenasa descrito por Livett en 1984, con las modificaciones introducidas 

por nuestro grupo (Jordán y cols. 2000). 

Una vez en la unidad de cultivos, se retiró el tejido graso periadrenal y se 

inició el lavado de la glándula mediante la inyección de 30 mL de solución de 

Locke, a través de la vena adrenolumbar (o vena medular central). Este 

procedimiento de lavado se repitió varias veces, con el fin de eliminar los 

eritrocitos existentes en los vasos sanguíneos de la glándula. El siguiente 

paso fue la digestión enzimática, realizada con solución de Locke con 0,25% 

de colagenasa (Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN), inhibidor de 

tripsina al 0,5% (Sigma) y albúmina sérica bovina (BSA, Sigma) al 0,5%. En 

esta etapa se inyectó la solución de Locke/colagenasa a través de la vena 

suprarrenal, y se incubó a 37ºC, permitiendo así la acción óptima de la 

enzima. La inyección de esta solución enzimática se repitió un total de 3 

veces, durante 15 minutos cada vez. 

Finalizada la fase de digestión, la glándula se seccionó longitudinalmente y 

se extrajo la médula, que se disgregó de forma mecánica (Fig. 15), y se 

incubó nuevamente en solución de Locke/colagenasa a 37ºC durante 30 

minutos para asegurarnos de su completa digestión.  
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Pasados los 30 minutos, se diluyó la solución de incubación mediante la 

adición de 100 mL de solución de Locke, y se filtró la suspensión obtenida a 

través de una malla de nylon, lo que permitió eliminar pequeños restos de 

médula no digerida. La suspensión celular que se obtuvo, se centrifugó a 500 

rpm [48 xg; Rotor RS-720; Kubota (Kubota, Tokio, Japón)] durante 15 minutos 

para sedimentar las células. Después de la centrifugación, el sobrenadante se 

eliminó y el precipitado celular se resuspendió en solución de Locke 

suplementada con 0,5% de BSA (Sigma) y 2,5 mM de Ca2+. 

 

 

Figura 15.-Disgregación mecánica de la médula de la glándula suprarrenal bovina 

durante el protocolo de cultivo de células cromafines bovinas. 

 

A continuación, se realizó una separación y purificación en gradiente de 

Percoll® (Sigma). Para ello, se adicionó una solución Percoll®/Locke (90:10 

v/v) estéril a la suspensión celular (50/50 v/v), y tras mezclar ambas 

soluciones, se centrifugaron durante 20 minutos, a 13.200 rpm [22.000 xg; 

Rotor JA 25.50; Beckman Coulter Avanti J-25I (Beckman, Barcelona, 

España)] y a temperatura ambiente. Tras esta centrifugación se pudo apreciar 

la formación de varias bandas en el gradiente, entre las que cabe destacar 

una banda superior, que contiene células cromafines adrenérgicas y 
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noradrenérgicas, y una capa inferior de células cromafines, principalmente 

adrenérgicas. Más abajo, se observó una capa de hematíes residuales del 

proceso (Fig. 16). 

 

 

Figura 16.- Esquema de la muestra tras la separación y purificación en 

gradiente de Percoll
®
. 

 

Tras recoger las células cromafines contenidas en las dos capas descritas, 

se procedió a lavar el Percoll® mediante la adición de 100-150 mL de solución 

de Locke y su posterior centrifugación durante 15 minutos a 500 rpm [48 xg; 

Rotor RS-720; Kubota (Kubota, Tokio, Japón)]. Se eliminó el sobrenadante y 

se repitió el lavado dos veces, descartando los restos de Percoll® que 

pudiesen existir. El precipitado celular resultante de la última centrifugación se 

resuspendió en medio de cultivo DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium, Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, 

Invitrogen), 1 mM de glutamina y antibióticos (50 UI/mL de penicilina y 50 

μg/mL de estreptomicina).  
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Las células cromafines se sembraron en placas o cristales previamente 

tratados con 50 μg/mL de poli-L-lisina (poli-L, Sigma) a una concentración de 

105 células/cm2 (Fig. 17), y se mantuvieron a 37ºC en un incubador con 

atmósfera saturada en agua y 5% de CO2. En los experimentos se utilizaron 

células de 1 a 5 días de cultivo. 

 

 

Figura 17.- Células cromafines en cultivo. 
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2.- Caracterización del cultivo de células cromafines por 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

La cromatografía es un método físico de separación utilizado para la 

caracterización de mezclas complejas, teniendo aplicaciones útiles en todas 

las ramas de la ciencia y la física. El conjunto de técnicas que engloba la 

cromatografía están basadas en el principio de retención selectiva, cuyo 

objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo 

identificar y determinar las cantidades de dichos componentes. Las primeras 

separaciones con resultados positivos por medio de métodos cromatográficos 

fueron llevadas a cabo por Tswett en el año 1906.  

Las técnicas cromatográficas son muy variadas, pero en todas ellas se 

utiliza una fase móvil que consiste en un fluido (gas, líquido o fluido 

supercrítico) que arrastra la muestra a través de una fase estacionaria que 

puede ser un sólido o un líquido fijado en un sólido. Gracias a la naturaleza de 

las fases móvil y estacionaria, los componentes de la muestra interaccionan 

en distinta forma con la fase estacionaria. De este modo, los componentes 

atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando. 

Después de que los componentes hayan pasado por la fase estacionaria, 

separándose, pasan por un detector que genera una señal que puede 

depender de la concentración y del tipo de compuesto. 

Aunque clásicamente la HPLC sólo necesitaba disponer de las dos fases 

implicadas en el proceso y de una columna de separación, debido al pequeño 

diámetro de las partículas de fase estacionaria que se utilizan actualmente, se 

requiere otros dispositivos adicionales que constituyen el cromatógrafo: 

 Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de 

mezclado de eluyentes). 

 Dispositivo de inyección. 

 Conducciones y conexiones. 
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 Detector y registrador. 

 Columna. 

Dentro de la HPLC, podemos distinguir distintos tipos: 

 Cromatografía de fase normal (NP-HPLC). Se caracteriza por separar 

los compuestos en base a su polaridad. La NP-HPLC cayó en desuso a los 

años setenta con el desarrollo del HPLC de fase reversa o Reversed-phase 

HPLC debido a la falta de reproducibilidad de los tiempos de retención. 

 Cromatografía de fase reversa (RP-HPLC). Consiste en una fase 

estacionaria apolar y una fase móvil de polaridad moderada. El tiempo de 

retención es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que 

las moléculas de carácter polar eluyen más rápidamente. Se basa en el 

principio de las interacciones hidrofóbicas que resultan de las fuerzas de 

repulsión entre un disolvente relativamente polar, un compuesto 

relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar.  

 Cromatografía de exclusión molecular. También conocida como 

cromatografía por filtración en gel, separa las partículas de la muestra en 

función de su tamaño. Generalmente se trata de una cromatografía de baja 

resolución de forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso 

de purificación. También es muy útil para la determinación de la estructura 

terciaria y cuaternaria de las proteínas purificadas. 

 Cromatografía de intercambio iónico. La retención se basa en la 

atracción electrostática entre los iones en solución y las cargas 

inmovilizadas a la fase estacionaria. Los iones de la misma carga son 

excluidos mientras que los de carga opuesta son retenidos por la columna. 

Este tipo de cromatografía es ampliamente utilizada en la purificación de 

agua, concentración de componentes traza, Ligand-exchange 

chromatography, Ion-exchange chromatography of proteins, High-pH anion-

exchange chromatography of carbohydrates and oligosaccharides, etc. 
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 Cromatografía basada en bioafinidad. Basada en la capacidad de las 

sustancias biológicamente activas de formar complejos estables, 

específicos y reversibles. La formación de estos complejos implica la 

participación de fuerzas moleculares como las interacciones electrostáticas, 

dipolo-dipolo, hidrofóbicas y puentes de hidrógeno, entre las partículas de 

la muestra y la fase estacionaria. 

Para nuestros estudios utilizamos la RP-HPLC. 

2.1.- Determinación de secreción de catecolaminas en células 

cromafines 

Hemos utilizado RP-HPLC para la determinación de las catecolaminas 

(CAs), adrenalina y noradrenalina, secretadas por las células cromafines 

bovinas en cultivo. Estas moléculas presentan propiedades de óxido-

reducción que pueden detectarse gracias a este comportamiento químico, por 

lo que se decidió emplear la técnica de detección electroquímica. 

Para este tipo de experimentos, las células cromafines se sembraron en 

placas de 24 pocillos a una concentración de 105 células/cm2 y, tras 3 días en 

cultivo, las células se lavaron durante 30 minutos con 500 µL de Krebs-

HEPES (en mM: 140 NaCl; 5 KCl; 1,2 MgSO4; 2,5 CaCl2; 15 HEPES; 11 

glucosa; pH 7,4). Los parámetros que hemos estudiado han sido: 1) liberación 

basal de CAs; 2) liberación de CAs tras estimulación con K+; 3) contenido 

celular de CAs post-estimulación; y 4) cantidad total de CAs en las células 

cromafines bovinas. Para ello, tras el lavado, primero se incubaron las células 

durante 5 minutos con Krebs-HEPES y se retiró para determinar en esta 

solución la liberación basal de CAs. A continuación, las mismas células se 

incubaron durante otros 5 minutos con Krebs-HEPES suplementado con una 

elevada concentración de K+ (75 mM), que se recogió (para medir la 

liberación de CAs en la estimulación) y se sustituyó de nuevo por solución 

Krebs-HEPES (para medir la liberación de CAs post-estimulación durante 5 

minutos adicionales). Esta última solución se sustituyó por 500 µL de ácido 

perclórico (0,05 N), las células se rasparon y se centrifugaron a 1.500 rpm 
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[100 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, 

España)] durante 5 minutos, obteniéndose un sobrenadante que contenía las 

CAs no liberadas por las células.  

El volumen de muestra necesario para el análisis de CAs fue de 100 μL, 

que se inyectaron mediante un sistema de bombeo Gilson Modelo 234 (Gilson 

Medical Electronics, Francia) utilizando un programa isocrático con un flujo 

constante de 1 mL/minuto, pasando a través de una precolumna de fase 

reversa C18 de Supelco (Sigma; 5 µm tamaño de partícula, 30 mm de 

longitud y 4 mm de diámetro) y una columna LiChrosphere 100 RP-18 (HP 

Series 1200, Hewlett-Packard, Estados Unidos), con un tamaño de partícula 

de 5 μm, 4 mm de diámetro y 125 mm de longitud. 

 

 

Figura 18. Análisis diferencial de CAs por HPLC acoplada a detección 

electroquímica. Ejemplo de cromatograma, obtenido según las condiciones 

cromatográficas descritas en el texto, de una muestra patrón utilizada para comprobar 

la reproducibilidad de los resultados. Dicha muestra patrón tiene una composición 

conocida: 5 ng de noradrenalina, 5 ng de adrenalina y 10 ng de dihidroxibenzilamina 

(DHBA).  
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La fase móvil utilizada fue igual a la descrita anteriormente para estudios 

similares (Kempf y Mandel, 1981), con la siguiente composición (en mM): 80 

NaH2PO4; 0,13 EDTA; 5 ácido heptasulfónico; 10% de metanol; pH 3,2, 

ajustado con ácido ortofosfórico. Antes de su utilización la fase móvil se 

introdujo en un baño de sonicación durante 15 minutos, favoreciendo así su 

desgasificación. 

El detector electroquímico utilizado fue el Coulochem II (modelo 5200; ESA, 

Estados Unidos) que consta de dos células analíticas (ESA 5011): el voltaje 

de la célula 1 o de oxidación se fijó a -50 mV y se ajustó a una sensibilidad de 

100 μA; el voltaje de la célula 2 o de reducción se fijó en +250 mV y con una 

sensibilidad de 500 nA. La detección fue integrada, cuantificando el área bajo 

la curva de los picos obtenidos y calculada la concentración de CAs por 

estándar interno mediante el software de Gilson (Modelo 714, Unipoint®, 

Francia) siguiendo un método estándar. La secreción de CAs (tanto para 

adrenalina como noradrenalina) se expresó como porcentaje liberado frente al 

contenido total de aminas presente en las células al comienzo del 

experimento. Como estándar interno se utilizó dihidroxibenzilamida (DHBA). 

Los tiempos de retención para la columna LiChrosphere 100 RP-18 (HP 

Series 1200, Hewlett-Packard, Estados Unidos), expresados como media ± 

sem, fueron (Fig. 18):  

 Noradrenalina: 5,28 ± 0,7 minutos (n=16) 

 Adrenalina: 10,40 ± 0,9 minutos (n=16) 

 DHBA: 15,62 ± 0,5 minutos (n=16) 
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3.- Empleo de nanopartículas y siRNA en células cromafines 

bovinas 

3.1.- Formación de los dendriplejos (dendrímero/siRNA) 

La denominación "dendriplejo" hace referencia al complejo formado por el 

dendrímero unido de forma electroestática al siRNA. Los dendriplejos se 

formaron mezclando cantidades iguales de volumen de un dendrímero con 

núcleo de PPV denominado TGD, y de siRNA (Qiagen, Valencia, CA), 

disueltos en agua tratada con dietil pirocarbonato al 0,1% (v/v en agua 

destilada) (agua DEPC) (Rodrigo y cols., 2011; Pérez-Carrión y cols., 2012). 

Los dendriplejos se realizaron con distintas concentraciones de TGD y siRNA 

dependiendo de la concentración molar deseada, y la mezcla se incubó 

durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitación suave.  

3.2.- Caracterización de la unión dendrímero/siRNA 

El estudio de la capacidad que posee una NP para acoplar siRNA y formar 

un dendriplejo, la estabilidad de ese dendriplejo y el efecto protector del 

dendrímero frente a las RNAsas que se encuentran en fluidos biológicos, 

como la sangre o en los medios de cultivo, son pruebas que nos determinan 

el potencial efecto de una NP para transfectar material genético (Haberland y 

cols., 2008; Zou y cols., 2008). 

En general, la electroforesis permite la separación de moléculas como 

consecuencia de su diferente movilidad en un campo eléctrico. Los ácidos 

nucleicos están cargados de forma negativa debido a su esqueleto de grupos 

fosfato. Por tanto, en una electroforesis, los ácidos nucleicos migrarán hacia 

el polo positivo, es decir, el ánodo. 

La agarosa es un polisacárido extraído de algas marinas que tiene la 

propiedad de mantenerse en estado sólido a temperatura ambiente, pero que 

a altas temperaturas se torna líquida. Esta característica permite una fácil 

preparación de una matriz porosa para ser usada en electroforesis. La 
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concentración de agarosa típicamente utilizada para electroforesis de material 

genético está entre el 0,5% y el 2% (peso/volumen), estableciéndose que, a 

mayor concentración, menor tamaño de los poros de la matriz, y viceversa. 

Para la visualización de los ácidos nucleicos se utilizó un colorante 

fluorescente, el bromuro de etidio (BrEt, Sigma). Este colorante tiene la 

propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas del DNA y el RNA. 

Debido a esta propiedad es un agente mutagénico y debe manipularse con 

cuidado. El BrEt generalmente se incorpora a la agarosa antes de polimerizar 

el gel, o puede incorporarse tras la electroforesis. Su emisión se detecta con 

un transiluminador u otra fuente de luz ultravioleta (UV). 

 

 

Figura 19.- Esquema de las interacciones electroestáticas entre 

dendrímero y siRNA. 

 

En nuestros estudios, utilizamos un dendrímero que posee cargas 

positivas, por los grupos amino (NH3) de su periferia, a un pH neutro, y 

moléculas de siRNA cargadas de forma negativa, debido a los grupos fosfatos 
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de los extremos (Fig. 19). Cuando estos se unen de forma electrostática 

forman un dendriplejo, y las cargas quedan compensadas, formando una 

molécula neutra, que no avanzará en el gel de agarosa, ya que su carga es 

nula. Para conocer la concentración exacta que debemos utilizar para que 

todo el siRNA esté acoplado con el dendrímero, necesitamos conocer la 

relación N/P (relación entre el número de grupos amino con carga positiva del 

dendrímero y el número de fosfatos con carga negativa del siRNA) con el que 

se consigue que todas las cargas positivas y negativas estén interactuando. 

Si la relación no es la correcta, encontramos una molécula cargada de forma 

positiva o negativa, que podremos discriminar por su avance en el gel de 

agarosa. Por otro lado, el estudio de esa fuerza de unión entre el dendrímero 

y el siRNA, además de la protección que ejerce la NP sobre la posible 

degradación del siRNA en presencia de RNAsas, es necesario para la 

caracterización correcta de la unión dendrímero/siRNA. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.- Reactivos para el realizar el gel de agarosa utilizado en la 

electroforesis. 

 

3.2.1.- Retardo en gel de agarosa 

El retardo en gel de agarosa se utilizó para caracterizar nuestro 

dendrímero. En primer lugar, necesitamos conocer la relación 

dendrímero/siRNA adecuada para obtener la mayor eficiencia de unión 

% Gel Agarosa (g) TAE 1X (ml)

1,2 0,6 50
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posible entre ambas moléculas, es decir, que todas las cargas negativas del 

siRNA (42 cargas negativas/molécula siRNA), queden neutralizadas con las 

del dendrímero (15 cargas positivas/molécula TGD). Se estudiaron los 

dendriplejos formados a distintas relaciones N/P, y se incubaron durante 30 

minutos a temperatura ambiente, en agitación suave. 

Para preparar el gel de agarosa al 1,2%, se mezclaron las cantidades de 

agarosa y TAE 1X mostradas en la Tabla 2, se calentó la mezcla en un 

microondas hasta que se disolvió la agarosa. En este punto, se añadieron 5 

µL de BrEt (10 mg/mL, Sigma). Se añadió a la cubeta de electroforesis, y 

colocamos los peines para generar los pocillos. Se dejó gelificar a 

temperatura ambiente. A continuación, se rellenó la cubeta con TAE 1X hasta 

cubrir el gel, y se cargaron las muestras, preparadas con Buffer de carga 10X 

(500 µL Glicerol, 500 µL TAE 1X y 2,5 mg de Azul de Bromofenol), en los 

distintos carriles. La electroforesis se realizó durante 15 minutos a 60 mV en 

un gel de agarosa al 1,2%, conteniendo 0,017% de BrEt. Los geles se 

fotografiaron bajo iluminación UV en un transiluminador, y las bandas se 

cuantificaron con un sistema de análisis de imagen apropiado (Quantity One, 

BioRad, Munich, Germany). 

3.2.2.- Ensayos de desplazamiento con heparina 

Los experimentos de desplazamiento con heparina se llevaron a cabo para 

evaluar la fuerza de unión entre el dendrímero TGD y el siRNA, estudiando 

así la capacidad que tiene el ambiente aniónico del interior de la célula de 

desplazar las moléculas de siRNA de su unión al dendriplejo y liberarlo 

intacto, con actividad biológica, antes de que fuera degradado en los 

lisosomas. Los experimentos se realizaron incubando los dendriplejos 

formados a una relación N/P de 3,5, con cantidades crecientes (0; 0,25; 0,5; 

1; 1,5; 2 y 2,5 µg heparina/µg TGD) de heparina (Sigma, Barcelona, España). 

Este compuesto compite con la unión electrostática del siRNA al dendrímero, 

ya que posee una elevada densidad de cargas negativas (es polianiónico), 

desplazando al ácido nucleico. Estos experimentos nos proporcionan una idea 

sobre la fuerza de unión del dendrímero/siRNA. Si esta fuerza de unión es 
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demasiado fuerte, el dendrímero no será capaz de liberar el siRNA al interior 

celular, y no tendrá lugar el silenciamiento. La mezcla se corrió en un gel de 

agarosa, bajo las mismas condiciones que el ensayo de retardo en gel antes 

descrito.  

3.2.3.- Efecto protector del dendrímero sobre la degradación del siRNA por 

RNasas 

Para evaluar el efecto protector del dendrímero, los dendriplejos formados 

a una relación N/P de 3,5 o siRNA sólo, se incubaron con 0,25% de RNAsa A 

(Sigma, Barcelona, España) durante 30 minutos a 37 C. Tras la incubación, 

las muestras se enfriaron a 4ºC y se expusieron a un exceso de heparina (2,5 

µg heparina/µg TGD), para asegurar la disociación total del siRNA del 

dendriplejo, y se corrieron en las mismas condiciones que los experimentos 

anteriormente descritos. 

Todas estas pruebas descritas anteriormente se realizaron un mínimo de 2 

veces para comprobar la reproducibilidad de los resultados. 

3.3.- Estudio de la transfección y toxicidad del dendriplejo 

Junto a otras pruebas, los estudios de citometría de flujo se realizaron para 

evaluar la captación del dendriplejo TGD/siRNA por las células cromafines de 

la médula adrenal y la toxicidad del mismo. 

La citometría de flujo es una técnica que permite un análisis celular 

multiparamétrico de forma rápida, sensible y específica. Trabaja con células 

en suspensión que pasan de forma unitaria (gracias a la formación de un 

estrecho tubo de fluido envolvente), por delante de un láser de excitación, con 

una longitud de onda determinada, recogiéndose parámetros como: la 

difracción frontal de la luz (reflejo del tamaño celular), la reflexión lateral 

(reflejo de la complejidad celular) y determinadas emisiones (reflejo de la 

presencia de determinados marcadores fluorescentes en la célula); gracias a 

una serie de detectores con sus correspondientes espejos dicroicos y filtros 
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de emisión (Fig. 20). De esta forma, ofrece información simultánea de varios 

parámetros de cada una de las células analizadas, y la relación entre los 

parámetros de las células. 

Para estudiar la captación del dendrímero por células cromafines, se 

sembraron en placas de 6 pocillos (tratadas previamente con poli-L) a una 

concentración de 105 células/cm2. 

 

 

Figura 20.- Esquema del funcionamiento de un citómetro de flujo. 

 

Una de las características de este dendrímero, es que es capaz de emitir 

fluorescencia cuando se excita con luz UV gracias a su núcleo de PPV 

(longitud de onda de excitación de 310 nm y de emisión de 406 nm), por lo 

que de esta forma, la medición se puede realizar observando directamente la 

emisión de la NP, y colocalizarla si se le une otro fluoróforo. 
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Se realizaron los siguientes tratamientos: 

 unas muestras se incubaron con 100 nM de siRNA marcado con 

fluoresceína (FAM-siRNA) sólo, actuando como control, descartando así la 

posibilidad de que el FAM-siRNA pudiera captarse por la célula sin 

necesidad de un vector que lo introduzca, durante un tiempo de 24-72 h. 

 otras se incubaron con los dendriplejos formados por 100 nM de FAM-

siRNA a distintas relaciones N/P (de 6 a 48), durante 24-72h. 

La concentración de siRNA utilizada en todos los tratamientos fue de 100 

nM, y la del dendrímero TGD fue variando para conseguir las relaciones N/P 

deseadas. 

Tras los tratamientos correspondientes, se recogieron los medios de 

cultivo, las células se separaron del fondo de la placa mediante la adición de 

tripsina-EDTA (Sigma) al 25% durante 3 minutos, y se lavaron con un tampón 

fosfato-salino (PBS). Las células totales (vivas y muertas), presentes en la 

suspensión resultante al unir la suspensión celular y el medio condicionado, 

se centrifugaron a 1.200 rpm [120 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 5417R 

(Eppendorf Iberica, Madrid, España)] durante 5 minutos.  

La captación de los dendriplejos fue estudiada utilizando siRNA marcado 

con fluoresceína. Para ello, las células cromafines fueron sembradas en 

cristales de 20 mm de diámetro previamente tratados con poli-L. La 

transfección se llevó a cabo mediante dendriplejos formados por 2 µM del 

dendrímero TGD y 100 nM de FAM-siRNA (ratio N/P de 7,1), durante 24-120 

horas a 37ºC en una atmósfera saturada con 95% de O2 y 5% de CO2. Tras 

los distintos periodos de incubación, la internalización celular del dendriplejo 

se evaluó estudiando la emisión fluorescente que emite el FAM-siRNA 

(longitud de onda de excitación de 488 nm y de emisión de 520 nm) utilizando 

un microscopio Leica DMRXA y una cámara Leica DC500 (Nikon, Melville, 

NY). La eficiencia de transfección se evaluó mediante el recuento de las 

células fluorescentes, con respecto al número total de células contadas en 6 

regiones diferentes, elegidas al azar, de cada cristal. 
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3.4.- Estudio del silenciamiento génico mediante la reversotranscriptasa-

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (real time RT-PCR) 

Para realizar los estudios de silenciamiento génico, se sembraron las 

células en en placas de 6 pocillos tratadas previamente con poli-L (Sigma), a 

una concentración de 0,5 x 106 células por pocillo. Se trataron con los 

siguientes dendriplejos: 

 

 

Tabla 3.- Dendriplejos utilizados en los tratamientos de las células cromafines. 
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Las secuencias de los siRNA utilizados para la transfección fueron las 

siguientes: 

 

 

Tabla 4.- Secuencias diana de los CCVD de células cromafines bovinas. Se comprobó 

que las secuencias fueran específicas, y no coincidieran con ningún otro gen. 

 

3.4.1.- Aislamiento de RNA total 

El RNA total celular se aisló mediante un método estándar con tiocianato 

de guanidinio-fenol-cloroformo (TriPure® Isolation Reagent, Roche Applied 

Sciences, Indianapolis, IN), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

El TriPure® Isolation Reagent es un reactivo que lisa las células y 

desnaturaliza las nucleasas endógenas. Por ello, en un único paso se 

consigue la homogenización celular, y con la adición de cloroformo y su 

posterior centrifugación, se consigue una separación en tres fases: una fase 

incolora acuosa (parte superior), una interfase de color blanquecino (parte 

intermedia) y una fase rosa (parte inferior), en la parte más inferior (Fig. 21). A 

continuación, se recoge la fase acuosa superior y se separa en un tubo de 1,5 

mL nuevo. De ella obtendremos, tras su precipitación con isopropanol, el 

RNA. Al final, la calidad y la concentración de RNA se evaluaron por 

espectrofotometría (Infinite 200, Tecan, Salzburg, Austria) y corriendo un gel 
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de agarosa, para confirmar la integridad de la bandas de los RNA ribosomales 

18S y 28S, y la ausencia de contaminación con DNA genómico. 

Para realizar el aislamiento total del RNA, en primer lugar, retiramos el 

medio y procedimos a lavar las células con PBS un total de tres veces. A 

continuación, recogimos las células en 200 µL de Tripure®, en tubos de 1,5 

mL e incubamos durante 5 minutos a 4ºC. El siguiente paso fue la adición de 

100 µL de Cloroformo (Sigma) a cada tubo, que fue agitado en vórtex durante 

15-30 segundos, tras la cual se dejó en incubación durante 15 minutos a 4ºC. 

Pasado el tiempo de incubación, se observó la formación de las tres fases 

descritas anteriormente (Fig. 21), y se procedió a extraer la parte acuosa 

superior incolora que contenía el RNA, y se depositó en otro tubo de 1,5 mL.  

 

 

Figura 21.- Visualización de la muestra tras la primera centrifugación. 

 

A este tubo, con la fase acuosa incolora, se le añadió un volumen de 250 

µL de isopropanol (Sigma), se agitó mediante inversión y se incubó durante 

30 minutos a 4ºC. Transcurridos los 30 minutos, se centrifugó a 10.500 rpm 

[11.700 xg; rotor FA-45-30-11; eppendorf 5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, 

España)] durante 10 minutos, a 4ºC. El sobrenadante se desechó, y se le 

adicionaron 500 µL de etanol (EtOH, Sigma) al 75%, tras lo que se centrifugó 

a 10.500 rpm [11.700 xg; rotor FA-45-30-11; eppendorf 5417R (Eppendorf 

Iberica, Madrid, España)] durante 5 minutos, a 4ºC. Finalmente, se retiró el 
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sobrenadante, y se resuspendió el precipitado resultante (RNA) en 10 µL de 

agua DEPC estéril y se procedió a su cuantificación por espectrofotometría 

(Infinite 200, Tecan, Salzburg, Austria). 

3.4.2.- Síntesis de DNA copia (cDNA) 

El RNA total extraído, siempre que no mostrara ningún signo de 

degradación o contaminación con DNA genómico, se transformó en cDNA 

(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster 

City, CA) y éste se utilizó para realizar la real time RT-PCR. La reacción se 

realizó utilizando procedimientos estándar para el equipo StepOnePlus Real 

Time PCR System para la SYBR Green Master Mix fast (Applied Biosystems). 

La temperatura de anillamiento de los primers fue de 60ºC. La reacción de la 

real time RT-PCR se mantuvo a 95ºC durante 10 minutos, seguida de 40 

ciclos de: 95ºC durante 15 segundos y 60ºC durante un minuto. En cada 

experimento, se calculó la media del ciclo umbral [cycle threshold (CT)] de los 

triplicados de cada uno de los genes estudiados y del gen utilizado como 

referencia, pudiendo así comparar la expresión génica tras los diferentes 

tratamientos (Pan y cols., 2007; Gras y cols, 2009). 

Los primers utilizados fueron: Cav1.1 (α1S): 5´-CAG TGC CAC CGC ATT 

GTC AAT GAC A-3´ [sentido (Fw)] y 5´-CTT TCC CTT GAA GAG CTG GAC 

CCC-3´ [antisentido (Rv)]; Cav1.2 (α1C): 5´-CGA AGC TTC TTC ATG ATG 

AAC ATC T-3´ (Fw) y 5´-GCG GAT CCA TGT AGA AGC TGA TGA A-3´ (Rv); 

Cav1.3 (α1D): 5´-GAT CTG GCA AAA CAG TGA TTT C-3´(Fw) y 5´-GTG 

AAG ACC ATG TTC AGA ATG T-3´ (Rv); Cav2.1 (α1A): 5´-GCA AAG GAA 

AGG ACA TCA ACA-3´(Fw) y 5´-AGA GAG AAG AGG GAG GTG AAG-

3´(Rv); Cav2.2 (α1B): 5´-GGA AAG ACA TCA GCA CCA TCA AG-3´(Fw) y 5´-

GGG AAA GAC CAC AAA GTA GAC-3´(Rv); y Cav2.3 (α1E): 5´-AGC AGG 

AAC CGA CAA GGA ACC-3´(Fw) y 5´-GGC GGC CAA TCG ATG AGC TTC-

3´(Rv); GAPDH: 5´-TGA ACG GGA AGC TCA CTG G-3´ (Fw) y 5´-TCC ACC 

ACC CTG TTG CTG TA-3´(Rv). El gen GAPDH se utilizó como gen de 

referencia para todos los experimentos de real time RT-PCR. 
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4.- Modelo de muerte por VTD 

Como hemos mencionado anteriormente, la VTD es una toxina que ha sido 

utilizada ampliamente como modelo de muerte celular inducido por 

sobrecarga de Ca2+ intracelular en células cromafines como ha sido 

demostrado por nuestro grupo y por otros (Jordán y cols., 2000, 2002, 2003; 

Cano-Abad y cols., 2001). 

Para inducir la muerte, se utilizó una solución madre de 100 mM de VTD, 

que se diluyó en proporción 1:1.000 en medio de cultivo DMEM (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), suplementado con 1 mM de glutamina (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) y antibióticos (50 UI/mL de penicilina y 50 μg/mL de estreptomicina 

(Sigma, Barcelona, España), para conseguir la dosis deseada de 100 µM de 

VTD. El tiempo de incubación con VTD (100 µM) dependió del estudio a 

realizar, debido a que se han estudiado procesos que acontecen tras 

diferentes periodos de exposición a VTD, pero su efecto siempre se estudió 

24 horas después del inicio de la exposición. 

4.1.- Estudios de incremento de la [Ca2+]i 

Los cambios en la [Ca2+]i en las células cromafines bovinas tras 

estimularlas con VTD (100 µM) se determinaron mediante microscopía de 

fluorescencia utilizando la sonda ratiométrica sensible al Ca2+ Fura-2, en su 

forma de éster acetoximetilo (Fura-2 AM, Invitrogen). 

Las formas éster, como la utilizada en estos estudios, son moléculas 

hidrofóbicas e insensibles a la presencia de iones, capaces de atravesar la 

membrana plasmática. Una vez en el citosol, los enlaces éster son 

hidrolizados por esterasas intracelulares, liberándose la forma polianiónica del 

compuesto y quedando atrapada en el interior celular. 

Las sustancias fluorescentes pueden emitir a una o varias longitudes de 

onda (λ), dando lugar a un espectro de emisión. Las sondas fluorescentes 

sensibles al Ca2+ (el ión que desencadena los mecanismos de muerte, y por 
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tanto el que nos interesaba estudiar en este trabajo) son fluoróforos que 

pueden unirse de forma selectiva y reversible al Ca2+, como resultado de lo 

cual varían sus propiedades ópticas: cambia su espectro de excitación (como 

en el caso del Fura-2) o de emisión (como en el Indo-1) o bien la intensidad 

de la fluorescencia que emiten (como Fluo-3 o Fluo-4). La mayoría de estas 

sondas fluorescentes sensibles al Ca2+ son moléculas policarboxiladas que 

derivan del ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético (BAPTA), 

que fueron desarrolladas inicialmente por el grupo de Tsien y colaboradores 

(Tsien y cols., 1980; Grynkiewicz y cols., 1985; Minta y cols., 1989). 

Con la sonda Fura-2, debido a la intensidad de fluorescencia que emite por 

molécula, se puede obtener una buena relación señal/ruido con 

concentraciones pequeñas (1-5 μM), evitando así problemas de 

tamponamiento del Ca2+, que podrían producirse al ser derivados de BAPTA. 

Además, es ideal para medir las variaciones en la [Ca2+]i que se producen en 

modelos de muerte celular, similares al utilizado en esta Tesis Doctoral. Por 

último, cabe destacar que la intensidad de fluorescencia del Fura-2 aumenta a 

medida que el compuesto liga Ca2+, al mismo tiempo que el espectro de 

excitación se desplaza hacia el azul. 

La ventaja fundamental de las sondas ratiométricas con respecto a las no 

ratiométricas (aquellas en las que la unión de Ca2+ únicamente produce un 

cambio en la intensidad de fluorescencia emitida, pero no un cambio 

espectral) es que la medida de fluorescencia obtenida es independiente de 

una serie de factores como: 1) la concentración que haya alcanzado la sonda 

en el interior celular, 2) variaciones en la intensidad/trayecto de la excitación y 

en la eficiencia de la detección, 3) el grado de "photobleaching" de la sonda 

(proceso por el cual la luz excitadora genera la transformación irreversible de 

la sonda en metabolitos intermediarios igualmente fluorescentes pero con una 

afinidad por el Ca2+ mucho menor o incluso nula) y 4) la tasa de extrusión de 

la sonda por parte de transportadores de aniones orgánicos presentes en las 

membranas celulares como la P-glicoproteína.  
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Para el estudio de las variaciones de la [Ca2+]i tras la exposición a VTD, las 

células se sembraron a una concentración de 0,2 x 106 células/cm2, en 

cristales de 20 mm de diámetro, tratados previamente con poli-L. Tras los 

tratamientos correspondientes, las células se incubaron con 5 µM de Fura-2 

AM (durante 1 hora), a 37ºC. A continuación, y una vez en el microscopio, las 

células fueron estimuladas de forma aguda con VTD (100 µM). Para el estudio 

del incremento de la [Ca2+]i se utilizó un microscopio Leica DMRXA, con los 

filtros de fluorescencia adecuados (λ de excitación a 340 y 380 nm), 

captándose una λ de emisión a 520 nm mediante una cámara Leica DC500.  

 

 

Figura 22.- Espectro de excitación de Fura-2 en presencia de 

concentraciones de 0 a 39,8 µM de Ca
2+

 libre. 

 

Los cambios en los niveles de [Ca2+]i se expresaron mediante la relación 

(F340/F380) entre la emisión de fluorescencia a 510 nm con una longitud de 

onda de excitación de 340 nm (Fig. 22) y la emisión de fluorescencia a 510 

nm con una longitud de onda de 380 nm (Grynkiewicz y cols., 1985). El 
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incremento de la [Ca2+]i de cada célula se realizó mediante el cálculo del área 

bajo la curva. De este modo, el aumento del área bajo la curva refleja el 

incremento de la [Ca2+]i, independientemente de que sea o no oscilatorio 

(López y cols., 1995; Jordán y cols., 2000). 

4.2.- Estudios de viabilidad celular 

La viabilidad de las células cromafines bovinas ante los diferentes 

tratamientos, tanto con VTD (100 µM) como con TGD, se estudió utilizando 

las siguientes técnicas: 

4.2.1.- Estudio de células positivas a Ioduro de Propidio mediante citometría 

de flujo 

Las células cromafines se sembraron en placas de 24 pocillos tratadas 

previamente con poli-L, a una concentración de 105 células/cm2, y se 

realizaron los tratamientos correspondientes.  

Para medir el porcentaje de células permeables a ioduro de propidio (IP, 

Sigma, Barcelona, España), es decir, muertas, se retiraron los medios de 

cultivo, se lavaron con un tampón fosfato-salino (PBS) y se incubaron en un 

volumen de 400 µL de medio de cultivo con un 3% de FBS, que contenía 5 

µg/mL de IP durante 30 minutos a 37ºC. Las células se separaron del fondo 

de la placa mediante la adición de tripsina-EDTA (Sigma) al 25%, durante 3 

minutos. Seguidamente, se añadieron 400 µL de medio de cultivo, y la 

suspensión celular se centrifugó a 1.200 rpm [120 xg; rotor FA-45-30-11, 

Eppendorf 5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, España)] durante 5 minutos. El 

precipitado celular resultante se resuspendió en medio de cultivo con un 3% 

de FBS, siguiendo un protocolo descrito previamente (Lee y cols., 2004). A 

continuación, las células se inyectaron en el citómetro de flujo modelo BD-

LSR (BD Biosciences), y a partir de la evaluación de 104 células se calculó el 

porcentaje de células positivas para IP (porcentaje de toxicidad). Los 

resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia respecto al grupo 

control (tratado con vehículo) (Carrión y cols., 2011). 
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4.2.2.- Reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio 

(MTT) 

Las células cromafines se sembraron en placas de 24 pocillos tratadas 

previamente con poli-L, a una concentración de 105 células/cm2, y se 

realizaron los tratamientos correpondientes.  

Este ensayo es un método colorimétrico cuantitativo que se basa en la 

reducción de MTT por la acción de la succinato deshidrogenasa mitocondrial, 

generando cristales de formazán insolubles en medio acuoso, pero 

solubilizables mediante el uso de disolventes orgánicos. Este producto puede 

ser cuantificado espectrofotométricamente.  

 

 

Figura 23.- Esquema de la transformación del MTT. A la izquierda el stock de MTT, 

y a la derecha los cristales de formazán disueltos. 

 

Para medir la actividad mitocondrial (marcador de la funcionalidad y 

viabilidad celular), se retiró el medio de incubación, y tras lavar los pocillos 

con PBS, se añadió un volumen de 400 µL del medio de cultivo que contenía 

MTT (Sigma, Barcelona, España) a una concentración de 5 mg/mL. Tras una 

incubación de 4 horas, se retiró el sobrenadante y los cristales insolubles de 

formazán formados se disolvieron en 200 µL de DMSO. La absorbancia se 

midió en un espectofotómetro (Infinite 200) a una λ de 540 nm, empleando 

una λ de referencia de 690 nm. La viabilidad celular (actividad mitocondrial) se 
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expresó como porcentaje de MTT transformado en formazán respecto al 

grupo control (tratado con vehículo) (Posadas y cols., 2007). 

4.2.3.- Determinación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) 

Para los experimentos de viabilidad celular, las células se sembraron en 

placas de 24 pocillos tratadas previamente con poli-L, a una concentración de 

105 células/cm2. Se realizaron los correspondientes tratamientos y, una vez 

completados, los efectos tóxicos se evaluaron midiendo la liberación de la 

enzima LDH al sobrenadante utilizando el kit CytoTox96® (Promega, Madison, 

USA). Para ello, se recogieron los sobrenadantes y las células fueron lavadas 

con PBS, levantadas mecánicamente, y lisadas con tritón X-100 al 0,9% (v/v) 

en PBS. La absorbancia del lisado y del sobrenadante celular se leyó 

utilizando un espectofotómetro (Infinite 200) a una longitud de onda de 490 

nm, según el protocolo del kit comercial utilizado. La viabilidad celular se 

expresó como el porcentaje de LDH liberada por las células al medio de 

cultivo con respecto al total de LDH (LDH liberada + LDH presente en los 

lisados celulares) (Posadas y cols., 2007). 

4.3.- Producción de ROS 

Como se ha descrito antes, en el apartado 3.3 de la sección de Material y 

Métodos, la citometría de flujo permite el estudio de la fluorescencia emitida 

individualmente por cada célula marcada con el fluoróforo adecuado. Para 

medir la producción de ROS se utilizó el protocolo descrito previamente (Lee y 

cols., 2004), pero incubando las células con 5,6-chloromethyl-2,7-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA, Invitrogen) durante 15 

minutos a 37ºC. A continuación, las células se inyectaron en el citómetro de 

flujo modelo BD-LSR (BD Biosciences), y a partir de la evaluación de 104 

células se calculó el porcentaje de células positivas para CM-H2DCFDA, es 

decir, la producción de ROS. Los resultados se expresaron como intensidad 

de fluorescencia respecto al grupo control (tratado con vehículo) (Carrión y 

cols., 2011). 
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4.4.- Determinación de la actividad caspasa 3 

Las caspasas son proteínas capaces de hidrolizar otras proteínas en sitios 

específicos (Stennicke y cols., 1999). Aprovechando esta característica, la 

actividad caspasa 3, que participa en las fases finales del proceso de 

apoptosis (Boatright y Salvesen, 2003), se puede cuantificar gracias al diseño 

de secuencias peptídicas, específicamente reconocidas como sustrato, a las 

que se ha unido un fluoróforo o cromóforo que se activa al ser separado por la 

hidrólisis específica que ejerce esta enzima. 

Se utilizó el sustrato fluorogénico Z-DEVD-AFC (Calbiochem, Cambridge, 

MA, USA), que es reconocido por la caspasa 3, que contiene la secuencia de 

reconocimiento Aspártico-Glutámico-Valina-Aspártico (DEVD), y está unida al 

fluoróforo 7-amino-4-trifluorometil cumarina (AFC), que emite fluorescencia al 

hidrolizarse el péptido. La intensidad de fluorescencia generada por el 

fluoróforo activado es directamente proporcional a la actividad caspasa 3 

presente en las células cromafines bovinas estudiadas. 

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos, tratadas previamente con 

poli-L, a una concentración de 0,5 x 106 células por pocillo. Tras los 

tratamientos correspondientes, las células fueron lavadas con PBS y 

despegadas mediante tripsinización. El precipitado resultante tras centrifugar 

las células a 1.200 rpm [150 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 5417R 

(Eppendorf Iberica, Madrid, España)], 5 minutos a 4ºC, se resuspendió en un 

tampón de lisis (en mM: 100 HEPES, 5 DTT, 5 EGTA, 0,04% Nonidet P-40 y 

20% glicerol, pH 7,4) y se incubó 60 minutos a 4ºC, tras lo que se procedió a 

centrifugar las muestras a 4.200 rpm [1.800 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 

5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, España)] durante 15 minutos a 4ºC.  

La concentración de proteína en los sobrenadantes se determinó mediante 

el ensayo del ácido bicinconínico (BCA), siguiendo un protocolo estándar 

(Pierce, Rockfork, IL). Se preparó el reactivo de trabajo mezclando el reactivo 

A con el reactivo B, en una proporción de 50:1, respectivamente. 
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Se utilizó una curva de calibrado con concentraciones crecientes de BSA 

(Sigma) 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 mg/mL, y se cargó una placa de 96 

pocillos transparente con 10 µL de cada punto de la curva de calibrado 

(concentración conocida) por duplicado, y 10 µL de las muestras problema por 

triplicado. Se añadieron 200 µL de reactivo de trabajo por pocillo, y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. La 

absorbancia se midió en un espectofotómetro (Infinite 200) a una λ de 540 

nm, y los resultados se interpolaron con las concentraciones conocidas de la 

curva de calibrado. 

Una vez conocida la concentración de proteínas de los extractos celulares, 

se utilizaron 30 μg de proteína por muestra, y se incubaron con un buffer de 

reacción (en mM: 25 HEPES, 10 DTT, 10% sucrose y 0,1% 3-[(3-cholamido 

propyl)-dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfonic acid) que contenía 50 

µM de sustrato fluorescente Z-DEVD-AFC, a 37°C durante 1 hora. La 

fluorescencia emitida se determinó en un espectrofotómetro (Infinite 200) a 

una λ de excitación de 400 nm y una λ de emisión de 505 nm (Jordán y cols., 

2004). 

 

5.- Análisis estadístico 

Todos los datos se presentan como media ± error estándar de la media 

(media ± sem), de un mínimo de tres experimentos diferentes. Las diferencias 

entre los grupos, para cada uno de los parámetros analizados, se analizaron 

utilizando el test Kruskal-Wallis. Un valor de probabilidad (p-valor) menor a 

0,05 se consideró significativa (p<0,05). El software SPSS 13.0 (Chicago, IL) 

se utilizó para realizar todo el análisis estadístico. 
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1.- Caracterización del cultivo de células cromafines bovinas 

Las células presentaron un aspecto morfológico similar al que se ha 

descrito previamente (Livett, 1984). En la figura 17 se pueden observar 

células en cultivo fotografiadas 72 horas después de ser sembradas en 

cristales de 20 mm de diámetro, previamente tratados con poli-L. Mediante su 

visualización con luz de transmisión, estas células presentaron ciertas 

características inequívocas, como su forma redondeada (esféricas en cultivo) 

y su tendencia a agregarse entre sí en grupos de hasta varias decenas de 

células (Fenwick y cols., 1978). 

Estudios fisiológicos han demostrado que las CAs adrenalina y 

noradrenalina se almacenan en las células cromafines de la médula adrenal 

(Hillarp y Hökfelt, 1953; Eranko, 1955). Mediante la determinación por HPLC 

de la cantidad de noradrenalina y adrenalina contenida en las células en 

cultivo, se estimó el porcentaje de células cromafines adrenérgicas o 

noradrenérgicas que presentaban nuestros cultivos. 

 

Figura 24.- Estimación del porcentaje de células noradrenérgicas y 

adrenérgicas mediante la determinación de CAs por HPLC. Los datos 

vienen expresados como media ± sem (n=23). 

 

Se calculó el contenido porcentual de noradrenalina y adrenalina (Fig. 24), 

mediante separación por HPLC acoplada a un detector electroquímico, según 



Resultados 

 

82 

 

se describe en la sección Material y Métodos. En nuestros cultivos obtuvimos, 

basándonos en el contenido de las diferentes aminas, un 74,9 ± 5,3% de 

células cromafines noradrenérgicas y un 25,1 ± 1,2% de adrenérgicas (n=23). 

Por otro lado, estudiamos como parámetro representativo de la 

funcionalidad de las células cromafines, la capacidad de secreción de CAs en 

respuesta a la exposición a elevadas concentraciones de K+ extracelular (75 

mM). En nuestros cultivos de células cromafines de la médula adrenal bovina, 

se observaron dos poblaciones celulares, una mayoritaria que secretaba 

preferentemente noradrenalina y otra que secretaba principalmente 

adrenalina. El incremento de la concentración de K+ hasta 75 mM en el medio 

extracelular durante 5 minutos provocó una respuesta secretora que alcanzó 

niveles máximos de 14,6 ± 1,4% del contenido celular de noradrenalina y 4,9 

± 0,9% del contenido celular de adrenalina (n=16) sobre el contenido total de 

cada CA (Fig. 25). Concentraciones mayores de K+ en el medio extracelular 

no provocaron mayores niveles de secreción. 

 

 

Figura 25.- Estimación del porcentaje de secreción de CAs tras la 

estimulación con K
+
 (75 mM) durante 5 minutos, determinadas por 

HPLC. Los datos vienen expresados como media ± sem (n=16). 
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2.- Caracterización de la interacción TGD/siRNA 

2.1.- Formación y estabilidad del dendriplejo 

Las cargas positivas de la periferia del dendrímero TGD pueden neutralizar 

las cargas negativas de los grupos fosfatos del siRNA. De este modo, se pudo 

observar la retención del siRNA, debida a la unión electrostática con el 

dendrímero a distintas relaciones N/P, donde N representa las cargas 

positivas de los nitrógenos protonados del dendrímero, y P las cargas 

negativas de los fosfatos del siRNA. Al aumentar la relación N/P, es decir, la 

cantidad relativa de cargas positivas, disminuyó la cantidad de siRNA libre, ya 

que existía más siRNA reaccionando con el dendrímero. Con una relación N/P 

igual a 3,5 (Fig. 26, carril 3), se observó que todo el siRNA estaba 

completamente retenido por TGD y no se observaba siRNA libre. 

 

 

Figura 26.- Estabilidad del dendriplejo TGD/siRNA. Se realizó un retardo 

en gel de agarosa al 1,2%. El orden de carga de los pocillos fue el siguiente: 

carril 1: siRNA sólo; carril 2: relación N/P de 1,5; carril 3: relación N/P de 

3,5; carril 4: relación N/P de 7; carril 5: relación N/P de 10,5; y carril 6: 

relación N/P de 14. 
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Se estudió la fuerza de la unión entre siRNA y el dendrímero, mediante el 

ensayo de desplazamiento con heparina. Los experimentos se realizaron 

incubando los dendriplejos formados a una relación N/P de 3,5, con 

cantidades crecientes (0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 µg heparina/µg TGD) de 

heparina (Sigma). Este compuesto compite con la unión electrostática del 

siRNA al dendrímero, ya que posee una elevada densidad de cargas 

negativas, desplazando al ácido nucleico. Se observó que el siRNA se liberó 

completamente del dendrímero cuando la relación heparina (µg)/TGD (µg) fue 

de 2,5 (Fig. 27, carril 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27.- Ensayo de desplazamiento con heparina. Se realizó un 

retardo en gel de agarosa al 1,2%. El orden de carga de los pocillos fue 

el siguiente: carril 1: siRNA sólo; carril 2: relación heparina/TGD de 0; 

carril 3: relación heparina/TGD de 0,25; carril 4: relación heparinaTGD 

de 0,5; carril 5: relación heparina/TGD de 1; carril 6: relación 

heparina/TGD de 1,5; carril 7: relación heparina/TGD DE 2; y carril 8: 

relación heparina/TGD de 2,5. 
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2.2.- Protección del siRNA ante la degradación por RNAsas 

Para comprobar un posible efecto protector del dendrímero TGD sobre el 

siRNA, realizamos un ensayo de protección de RNAasas. 

Observamos que en presencia de RNasa A al 0,25%, el siRNA unido a 

TGD no mostró signos de degradación cuando fue desplazado con heparina 

(Fig. 28, carril 5), mientras que el siRNA sin la presencia de TGD fue 

degradado por las RNAsas (Fig. 28, carril 3). Esto indicó, que el dendrímero 

es capaz de proteger al siRNA de la acción de las RNAsas. 

 

 

Figura 28.- Protección del siRNA ante la acción de RNAsas. El orden 

de carga de los pocillos fue el siguiente: carril 1: siRNA sólo; carril 2: 

dendriplejo formado por TGD/siRNA; carril 3: siRNA + RNAsa A (0,25%); 

carril 4: dendriplejo + heparina (2,5 µg heparina/µg TGD); carril 5: 

dendriplejo + RNAsa (0,25%) + heparina (2,5 µg heparina/µg TGD). 
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2.3.- Captación y toxicidad de TGD en células cromafines bovinas 

2.3.1.- Estudio de la captación de TGD por citometría de flujo y microscopía 

de fluorescencia 

Las células cromafines bovinas fueron tratadas con 100 µM de FAM-siRNA 

sólo o con dendriplejos formados con 100 nM de FAM-siRNA y 

concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 µM), con objeto de 

determinar su grado de incorporación en las células. Tras diferentes periodos 

de incubación de 24, 48 y 72 horas, se analizaron las muestras en un 

citómetro de flujo. La incorporación del dendriplejo a una relación N/P de 7 (2 

µM TGD/100 nM FAM-siRNA), durante 48-72 horas, alcanzó valores de 

prácticamente un 100%, manteniéndose los mismos niveles de transfección 

tras la incubación durante estos tiempos con dendriplejos formados con 

mayores cantidades del dendrímero (Fig. 29). 
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Figura 29.- Determinación del grado de captación de TGD en células 

cromafines bovinas mediante citometría de flujo. Se realizaron 

tratamientos con siRNA-FAM sólo y con concentraciones crecientes del 

dendrímero unido al siRNA-FAM. Los datos vienen expresados como media ± 

sem (n=3). 
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Figura 30.- Transfección de FAM-siRNA y TGD/FAM-siRNA a 24, 48 y 

72h. Imágenes de campo claro y fluorescencia para detectar el porcentaje de 

células cromafines bovinas con FAM-siRNA en su interior. 

 

Para confirmar que el dendriplejo estaba en el interior de las células, las 

células cromafines, sembradas en cristales de 20 mm de diámetro, se trataron 

con FAM-siRNA (100 nM) sólo o con el dendriplejo a un ratio N/P de 7 (2 µM 

TGD/100 nM FAM-siRNA), durante 24, 48 y 72 horas, y se observó la 
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cantidad de FAM-siRNA incorporado por las células cromafines mediante 

microscopía de fluorescencia. 

Las células cromafines bovinas tratadas sólo con FAM-siRNA, durante 

estos periodos de tiempo, prácticamente no mostraron fluorescencia en el 

interior de las mismas cuando se excitaron a la longitud de onda de 488 nm, y 

se midió la emisión a 520 nm (Fig. 30). Por el contrario, la incubación de las 

células cromafines bovinas en presencia de los dendriplejos incrementó el 

número de células fluorescentes con el tiempo, confirmando que a 48 y 72 

horas prácticamente todas las células mostraron positividad para la 

fluorescencia que emite el FAM-siRNA (λ de excitación/emisión: 488/520 nm). 

 

2.3.2.- Estudio de la toxicidad de TGD en células cromafines bovinas 

Al tiempo que se estudió la transfección de los dendriplejos por citometría 

de flujo, también se estudió la viabilidad celular incubando las células con IP, 

según se describe en la sección Material y Métodos. Los dendriplejos 

formados con una concentración de TGD de hasta 4 µM, no mostraron 

toxicidad. Sin embargo, dosis mayores a 4 µM de TGD comenzaron a mostrar 

un incremento del porcentaje de células positivas a IP, siendo este incremento 

significativo tras la incubación durante 48-72 horas con los dendriplejos 

formados con 6 y 8 µM de TGD (Fig. 31). 
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Figura 31.- Estudio de la viabilidad celular por citometría de flujo 

mediante incubación con IP. Se realizaron tratamientos con siRNA-FAM 

sólo y con concentraciones crecientes del dendrímero unido al siRNA-FAM, e 

incubadas con IP. Los resultados vienen expresados como media ± sem 

(n=3). *p<0,05, **p<0,01, respecto a las células control (C). 

 

El estudio de la toxicidad del dendrímero mediante otras técnicas de 

viabilidad celular, como la reducción de MTT y medida del porcentaje de la 

enzima LDH liberada al medio extracelular, mostraron una reducción del 

porcentaje de transformación de MTT (actividad mitocondrial) a partir de una 

concentración de TGD de 4 µM, a 72 horas de incubación (Fig. 32).  
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Figura 32.- Toxicidad de TGD tras 72 horas de exposición medida por 

ensayo de MTT. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes 

de dendrímero. Los datos vienen expresados como media ± sem (n=6). 

*p<0,05, respecto a las células tratadas con vehículo (V). 

 

Asimismo, se observó un aumento significativo del porcentaje de la enzima 

LDH liberada a las dosis de 6 y 8 µM de TGD, tras 72 horas (Fig. 33).  
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Figura 33.- Ensayo de LDH tras 72 horas de exposición. Las células fueron 

tratadas con vehículo (V), y con concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 

y 8 µM). Los datos vienen expresados como media ± sem, (n=6). *p<0,05, 

respecto a las células tratadas con vehículo (V). 
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Dosis iguales o inferiores a 4 µM de TGD no produjeron cambios 

significativos en ninguno de estos parámetros de toxicidad estudiados en el 

tiempo de incubación de 72 horas (Figs. 31-33). 

 

2.4.- Producción de ROS 

Para medir la producción ROS se utilizó el protocolo descrito previamente, 

incubando las células CM-H2DCFDA, durante 15 minutos a 37ºC. Tras la 

exposición a distintas concentraciones de TGD durante 72 horas se observó 

por citometría de flujo que a partir de la dosis de 4 µM de TGD se produjo un 

incremento en la producción de ROS (Fig. 34).  
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Figura 34.- Estudio de ROS tras 72 horas de exposición a TGD 

mediante citometría de flujo. Las células se trataron con vehículo (V), o 

con concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 µM), y se incubaron 

con CM-H2DCFDA. Los datos vienen expresados como media ± sem, 

(n=3). **p<0,01, respecto a las células tratadas con vehículo (V). 
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2.5.- Actividad caspasa 3 inducida por TGD 

La determinación de la actividad caspasa 3 se realizó utilizando el sustrato 

fluorogénico Z-DEVD-AFC (Calbiochem), reconocido por la caspasa 3 a 

través de la secuencia Aspártico-Glutámico-Valina-Aspártico (DEVD), que 

está unida al fluoróforo AFC y que emite fluorescencia al hidrolizarse el 

péptido. La intensidad de fluorescencia generada por el fluoróforo activado fue 

directamente proporcional a la actividad caspasa 3 presente en los lisados 

celulares, obtenidos de células tratadas con distintas concentraciones de TGD 

durante 72 horas. Se observó un aumento de esta actividad enzimática a 

dosis iguales o superiores a 6 µM, con respecto al detectado en las células 

tratadas únicamente con vehículo (Fig. 35). 
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Figura 35.- Estudio de la actividad caspasa 3 tras 72 horas de 

exposición. Se midió la actividad caspasa 3 en lisados celulares totales 

obtenidos de células con vehículo (V), y tratadas con concentraciones 

crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 µM). Los datos vienen expresados como 

media ± sem, (n=3). *p<0,05, respecto a las células tratadas con vehículo (V). 
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3.- Estudio del silenciamiento génico de diferentes 

subunidades α1 formadoras de los distintos tipos de CCVD 

por real time RT-PCR 

Los niveles de RNAm de los diferentes tipos de CCVD fueron cuantificados 

mediante real time RT-PCR (Fig. 36):  
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Figura 36.- Estudio del silenciamiento génico de las subunidades: A) Cav1.1; 

B) Cav1.2; C) Cav1.3; D) Cav2.1; E) Cav2.2; y F) Cav2.3, comparadas con la 

expresión de las células control (C). Los resultados vienen expresados como 

media ± sem (n=3). ***p<0,001, respecto al C. 
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Los dendriplejos formados con 2 µM de TGD y 100 nM de uno de los 

siRNA específicos para el silenciamiento las subunidades Cav1.1, Cav1.2, 

Cav1.3 (tipo L), Cav2.1 (tipo P/Q), Cav2.2 (tipo N) y Cav2.3 (tipo R) fueron 

capaces de disminuir de forma significativa y selectiva los niveles de RNAm 

de las distintas subunidades de CCVD tras 72 horas de incubación (Fig. 36). 

Tras el silenciamiento selectivo de cada una de estas subunidades, sólo se 

redujeron los niveles de RNAm de la subunidad deseada, sin observarse 

ninguna alteración en la expresión de las otras subunidades, mostrando así la 

selectividad de los tratamientos empleados. Además, los dendriplejos 

formados con un siRNA diseñado para no silenciar ningún gen conocido 

(siRNA scramble), no alteraron la expresión de ningún RNAm, confirmando 

también la selectividad de nuestros tratamientos. Los niveles de expresión de 

RNAm tras los tratamientos con siRNAs selectivos para cada subunidad de 

los CCVD (Tabla 5) fueron: 10,2 ± 5,6% de la subunidad Cav1.1; 24,1 ± 8,1% 

de la subunidad Cav1.2; 14,3 ± 2,3% de la subunidad Cav1.3; 29,7 ± 6,9% de 

la subunidad Cav2.1; 24,9 ± 4,5% de la subunidad Cav2.2; y 18,2 ± 1,7% de 

la subunidad Cav2.3, comparados con el grupo de células no tratadas, 

utilizadas como control y que representan el 100% de la expresión (n=3).  

 

Tabla 5.- Porcentaje de los niveles de expresión del RNAm de las distintas 

subunidades formadoras de los CCVD, tras ser tratadas con dendriplejos 

conteniendo siRNA selectivo para cada una de ellas, comparadas con las 

células control. Los datos representan media ± sem (n=3). 



Resultados 

 

95 

 

4.- Caracterización del modelo de muerte por VTD en células 

cromafines bovinas 

La producción de ROS se ha asociado con muerte celular en varios 

modelos de toxicidad neuronal (Mattson y cols, 1995; Seaton y cols., 1998) 

por lo que estudiamos los cambios producidos por veratridina sobre este 

parámetro indicador de toxicidad celular.  
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Figura 37.- Curso temporal de la producción de ROS. Se incubaron las 

células con VTD (100 µM) durante 0,5, 1, 2, 3 y 6 h, y se estudió el 

aumento de ROS a las 24 horas. Los datos vienen expresados como 

media ± sem (n=3). **p<0,01, comparado con respecto a las células 

control (tiempo de exposición=0). 

 

En esta Tesis Doctoral se estudió si en la muerte celular inducida por VTD 

estaban también involucradas las ROS. Para ello, se expusieron las células 

cromafines bovinas a 100 µM de VTD durante distintos tiempos y se estudió la 

producción de ROS al cabo de 24 horas. Se observó que el estrés oxidativo 

se produjo tras la exposición a VTD durante 30 minutos, alcanzando a este 

tiempo un nivel máximo que se conservó tras exposiciones más largas a VTD 

(Fig. 37). 
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Figura 38.- Toxicidad de VTD sobre la función mitocondrial en las 

células cromafines bovinas. Se incubaron las células con VTD (100 µM) 

durante varios tiempos, y se estudió la reducción de MTT a formazán 24 

horas después. La funcionalidad mitocondrial viene expresada en función del 

porcentaje de formazán producido, siendo el 100% en células control (C). Los 

datos vienen expresados como media ± sem (n=3). *p<0,05, **p<0,01, 

comparados con el C (tiempo de exposición=0). 

 

Para producir una disminución de la actividad deshidrogenasa mitocondrial, 

tomada como un marcador de toxicidad celular, se necesita un tiempo de 

exposición a VTD algo superior a aquel en el que se produce el incremento de 

ROS. De este modo, se observó una reducción significativa de la actividad 

mitocondrial, cuantificada por la transformación de MTT a formazán, tras la 

exposición a VTD durante 1 hora, y esa reducción fue progresiva al 

incrementar el tiempo de exposición a VTD (Fig. 38). 

Por otro lado, también se estudió si en nuestro modelo de muerte celular 

inducido por VTD estaba involucrada la vía intrínseca de la apoptosis mediada 

por caspasas. Se observó que esta vía estaba implicada, ya que se produjo 

un incremento significativo de la actividad caspasa 3 a partir de una hora de 

exposición a VTD (Fig. 39), siendo este aumento de actividad caspasa 

también progresivo al incrementar el tiempo de exposición a VTD. Por último, 

se evaluó la muerte celular producida por VTD mediante la determinación de 

la enzima LDH liberada al medio extracelular (Fig. 40). Se observó un 
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aumento progresivo de la muerte celular a partir de la exposición a VTD 

durante 2 horas. 
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Figura 39.- Curso temporal de la actividad caspasa 3 en células 

cromafines bovinas. Se midió la actividad caspasa 3 en lisados celulares 

totales obtenidos de células sin tratar (control) y tratadas con VTD (100 µM) 

durante 0,5, 1, 2, 3 y 6 horas. Los datos vienen expresados como media ± 

sem (n=3). *p<0,05, **p<0,01, comparados con respecto al control (tiempo de 

exposición=0). 
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Figura 40.- Evaluación de la muerte celular mediante el ensayo de LDH. 

Porcentaje de LDH liberada al medio de cultivo por las células cromafines 

bovinas, tras incubarlas durante distintos tiempos con VTD (100 µM), y 

midiendo su efecto 24 horas después. Los datos vienen expresados como 

media ± sem (n=3). *p<0,05, **p<0,01, comparados con respecto a las células 

control (tiempo de exposición=0). 
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5.- Efecto de la inhibición selectiva de diversos CCVD sobre el 

incremento de la [Ca2+]i inducida por VTD 

Se evaluaron los cambios en la [Ca2+]i que se produjeron tras la exposición 

a 100 µM de VTD de las células cromafines bovinas, así como el efecto que 

tuvo sobre dichos cambios en la [Ca2+]i la supresión selectiva de varias 

subunidades α de los diversos tipos de CCVD presentes en las células 

cromafines. La exposición a VTD (100 µM) produjo un incremento rápido de la 

[Ca2+]i, en forma de picos de sierra (Fig. 41), que concuerda con los efectos 

descritos previamente para esta toxina (Neher y cols., 1995).  

 

 

Figura 41.- Incremento de [Ca
2+

]i inducido por la exposición a 

VTD (100 µM) en células cromafines . Se muestra una figura 

representativa, caracteristica de los efectos del alcaloide en las 

células cromafines bovinas. 

 

La inhibición selectiva de la expresión de las subunidades Cav1.1, Cav1.2, 

Cav1.3 (tipo L), Cav2.1 (tipo P/Q), Cav2.2 (tipo N) y Cav2.3 (tipo R), moduló 

este incremento de la [Ca2+]i de forma diferente. Las subunidades Cav1.2 y 

Cav1.3 contribuyeron de forma significativa, ya que cuando se silenció una de 

estas subunidades, se observó una disminución en la cantidad de Ca2+ que 
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entra en la célula tras el estímulo con VTD (Fig. 42). Una disminución más 

pronunciada, en los movimientos de Ca2+ intracelular a través de los CCVD, 

en respuesta al tratamiento con VTD, se detectó al silenciar las subunidades 

Cav2.1 y Cav2.2. Aunque se observó una disminución mayor en la subunidad 

Cav2.2, esta diferencia con Cav2.1 no fue estadísticamente significativa (Fig. 

42). La eliminación selectiva de las subunidades Cav1.1 y Cav2.3 no modificó 

los cambios en los niveles de Ca2+ intracelular inducidos por VTD indicando 

su escasa contribución al incremento en la [Ca2+]i inducido por el alcaloide. 
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Figura 42.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva de CCVD sobre el 

incremento de [Ca
2+

]i inducido por VTD (100 µM). Los datos vienen 

expresados como media ± sem (n=6). **p<0,01, ***p<0,001, respecto a las 

células control (C). 
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6.- Efecto de la inhibición selectiva de diversos CCVD sobre la 

producción de ROS y la actividad caspasa 3 inducida por VTD 

La producción de ROS inducida por el tratamiento con VTD (100 µM) 

durante 30 minutos, y determinada 24 horas después, se redujo de forma 

significativa en las células en las que previamente se inhibió la expresión de 

las subunidades Cav2.2 y Cav2.1 (Fig. 43). Por el contrario, el silenciamiento 

de las subunidades Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 y Cav2.3 no produjo ningún 

cambio en este incremento de ROS producido por VTD (Fig. 43).  
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Figura 43.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva de las 

subunidades α1 de los diferentes CCVD sobre la producción de ROS, 

tras la exposición a VTD (100 µM, 30 minutos), comparadas con las 

células control. Los datos vienen expresados como media ± sem (n=3). 

**p<0,01, comparando las células tratadas con VTD (100 µM) y las control 

(C); #p<0,05, respecto de las células tratadas sólo con VTD. 
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También se estudió la actividad caspasa 3 en respuesta la exposición a 

VTD (100 µM) durante 1 hora. La exposición al alcaloide produjo un 

incremento marcado de la actividad enzimática que se inhibió tras el 

silenciamiento de las subunidades Cav1.2, Cav1.3, Cav2.1 y Cav2.2. Es 

llamativo que también fue el silenciamiento de las subunidades Cav2.2 y 

Cav2.1 las que más redujeron la activación de la caspasa 3, inhibiendo casi 

completamente los cambios producidos por 100 µM de VTD (Fig. 44). Aunque 

se observó un efecto mayor de la subunidad Cav2.2, no fue estadísticamente 

significativo respecto a la Cav2.1. 
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Figura 44.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva de las 

subunidades α1 de los diferentes CCVD sobre la actividad caspasa 3 

inducida por VTD (100 µM, 2h). Los datos vienen expresados como media ± 

sem (n=3). **p<0,01, comparando las células tratadas con VTD (100 µM) y las 

control (C); ##p<0,01, #p<0,05, respecto de las células tratadas sólo con 

VTD. 
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7.- Efecto de la inhibición selectiva de CCVD sobre la 

toxicidad inducida por VTD 

Por otra parte, resultados similares se obtuvieron al estudiar la toxicidad 

inducida por VTD (100 µM) durante 1 hora determinada mediante la técnica 

de MTT, aunque en este caso el silenciamiento de las subunidades Cav2.2 y 

Cav2.1 inhibieron prácticamente en su totalidad la toxicidad inducida por VTD 

a este nivel (Fig. 45). 
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Figura 45.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva de las 

subunidades α1 de los diferentes CCVD sobre la actividad mitocondrial 

inducida por VTD (100 µM, 1hora). Los datos vienen expresados como 

media ± sem (n=3). *p<0,05, comparando las células tratadas con VTD (100 

µM) y las control (C); #p<0,05, respecto de las células tratadas sólo con VTD. 

 

Por último, cabe destacar que el silenciamiento de las subunidades Cav1.2, 

Cav2.1 y Cav2.2 de los CCVD redujeron significativamente la muerte celular 

producida por la exposición a VTD (100 µM) durante 2 horas y cuantificada 24 

horas después mediante ensayo de LDH (Fig. 46). 
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8.- Efecto de la inhibición selectiva simultánea de las 

subunidades α1 de los CCVD Cav2.1 y Cav2.2 

Puesto que los CCVD que participaron de forma más significativa en la 

muerte celular inducida por VTD fueron el Cav2.1 (tipo P/Q) y el Cav2.2 (tipo 

N), el siguiente paso consistió en la inhibición simultánea de las dos 

subunidades α de dichos CCVD, mediante la formación de un dendriplejo 

formado por siRNA selectivo para silenciar estas subunidades (2 µM TGD/100 

nM Cav2.1 siRNA/100 nM Cav2.2 siRNA). 
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Figura 46.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva de las 

subunidades α1 de los diferentes CCVD sobre la muerte celular inducida 

por VTD (100 µM, 2h). La mortalidad celular viene expresada en función del 

porcentaje de LDH liberada. Los datos vienen expresados como media ± sem 

(n=3). ***p<0,001, comparando las células tratadas con VTD (100 µM) y las 

control (C); #p<0,05, ##p<0,01, respecto de las células tratadas sólo con 

VTD. 
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8.1.- Estudio del silenciamiento génico mediante real time RT-PCR 

Se determinaron los niveles de RNAm de los diferentes tipos de CCVD (Figs. 

47 y 48), cuantificados mediante real time RT-PCR. Los dendriplejos 

formados con 2 µM de TGD y 100 nM de siRNA específico de las 

subunidades Cav2.1 y Cav2.2 fueron capaces de disminuir de forma 

significativa y selectiva la expresión génica de ambas subunidades, tras 72 

horas de incubación. 
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Figura 47.- Estudio del silenciamiento génico de la subunidad Cav2.1 

(α1A). Los valores de RNAm de la subunidad Cav2.1 fueron: 29,7 ± 6,8% 

cuando se trató con el dendriplejo TGD/ Cav2.1 siRNA, y 11,3 ± 2,3% cuando 

se trató con el dendriplejo TGD/Cav2.1 siRNA/Cav2.2 siRNA. Los resultados 

vienen expresados como media ± sem (n=3). ***p<0,001, respecto al control 

(C). 
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8.2.- Efecto de la inhibición simultánea de las subunidades α de los 

CCVD Cav2.1 y Cav2.2 sobre el incremento de la [Ca2+]i inducido por VTD 

El silenciamiento simultáneo de las subunidades α de los canales Cav2.1 

(tipo P/Q) y Cav2.2 (tipo N), redujo la entrada de Ca2+
 en las células 

cromafines, tras la exposición a VTD 100 µM, alrededor de un 75% (Fig. 49). 
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Figura 48.- Estudio del silenciamiento génico de la subunidad Cav2.2 

(α1B). Los valores de RNAm de la subunidad Cav2.2 fueron: 21,1 ± 2,9% 

cuando se trató con el dendriplejo TGD/ Cav2.2 siRNA, y 11,3 ± 2,3% cuando 

se trató con el dendriplejo TGD/Cav2.1 siRNA/Cav2.2 siRNA. Los resultados 

vienen expresados como media ± sem (n=3). ***p<0,001, respecto al control 

(C). 

 

Al comparar este resultado con los obtenidos al silenciar cada subunidad 

de los CCVD de forma individual, parece existir un efecto sumatorio del 

resultado obtenido tras el silenciamiento de las subunidades Cav2.1 y Cav2.2 

de forma conjunta. 
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Figura 49.- Estudio de la entrada de Ca
2+

 al interior de las células inducida por VTD (100 

µM) tras el silenciamiento génico de dos subunidades de forma simultánea. A) 

Cuantificación de la [Ca
2+

]i en unidades arbitrarias; B) Imagenes obtenidas en el microscopio 

de fluorescencia y análisis de dichas imágenes. Los resultados vienen expresados como 

media ± sem (n=3). ***p<0,001, respecto al control (C). 

A) 

B) 
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8.3.- Efecto de la inhibición de las subunidades α de los CCVD Cav2.1 y 

Cav2.2 sobre la muerte celular inducida por VTD 

El silenciamiento simultáneo de las subunidades Cav2.1 y Cav2.2 

individualmente redujo significativamente la muerte celular inducida por VTD, 

estudiada mediante la liberación de LDH, producida por la exposición a VTD 

(100 µM) durante 2 horas y medida 24 horas después. La inhibición 

simultánea de ambas subunidades previno casi en su totalidad la muerte 

celular inducida por VTD (Figs. 47-49). 
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Figura 49.- Estudio del efecto de la inhibición selectiva simultánea de 

Cav2.1 y Cav2.2 sobre la muerte celular inducida por VTD (100 µM, 2h). 

La mortalidad celular viene expresada en función del porcentaje de LDH 

liberada. Los datos vienen expresados como media ± sem (n=3). ***p<0,001, 

comparando las células tratadas con VTD (100 µM) y las control (C); #p<0,05, 

##p<0,01, respecto de las células tratadas sólo con VTD. 
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Uno de los problemas fundamentales en la neurociencia consiste en 

determinar si existe una asociación preferente entre el ión Ca2+ que entra por 

un determinado tipo de canal y la regulación específica de alguna función 

fisiológica o patológica de las células nerviosas. Hasta ahora, la aproximación 

a este problema se ha basado en la disección farmacológica de los canales. 

No obstante, este método tiene la objeción de la inespecificidad de los 

diversos fármacos y toxinas utilizados para bloquear los diversos tipos de 

CCVD. 

Utilizando células neuroendocrinas, que están consideradas como un buen 

modelo para estudiar ciertos aspectos de la fisiología neuronal, como son las 

células cromafines, que expresan varios subtipos de CCVD, la cuestión que 

hemos intentado resolver es si el Ca2+ que entra en las células tras la 

estimulación con VTD provoca una toxicidad celular asociada a la entrada de 

Ca2+ por un tipo específico de CCVD activado, o si, por el contrario, la 

toxicidad celular se asocia a la cantidad total de Ca2+ que entra en la célula, 

independientemente de su vía de entrada. En otras palabras, ¿existe una 

función específica para el Ca2+ que entra por un tipo determinado de CCVD? 

o, por el contrario, no hay funcion específica para el Ca2+ que entra por una 

vía especifíca y sus acciones dependen solamente de la [Ca2+]i 

independientemente de cual sea su vía de entrada. 

En esta Tesis Doctoral hemos intentado responder a esta pregunta 

utilizando un nuevo abordaje que consiste en la eliminación selectiva de los 

diversos tipos de CCVD utilizando siRNA, que es introducido en las células 

cromafines, utilizando un dendrímero (TGD) como vector no viral. 
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1.- Caracterización del cultivo de células cromafines bovinas 

1.1.- Características morfológicas de las células cromafines 

Las células cromafines son células neuroendocrinas que derivan de la 

cresta neural. Una vez adheridas a las placas, estas células presentan ciertas 

características inequívocas como su forma redondeada y su tendencia a 

agregarse entre sí en grupos de varias decenas de células (Fenwick y cols., 

1978). Por otro lado, muchos autores han descrito que tras unos días en 

cultivo, estas células tienden a emitir prolongaciones en formas de neuritas 

(Unsicker y cols., 1980). Debido a que en este trabajo las células no se 

utilizaron más allá del quinto día en cultivo, ni se añadieron factores de 

crecimiento o de diferenciación, nuestros cultivos primarios no presentaron 

estos signos de diferenciación. 

El estudio con microscopía de campo claro, muestra que aunque los 

cultivos celulares utilizados están compuestos de forma predominante por 

células cromafines, también existe un pequeño número de células de otros 

tipos, como células endoteliales y fibroblastos. Estos tipos celulares actúan 

como soporte de las células cromafines, y favorecen su viabilidad. Podríamos 

pensar que la presencia de estas células pudiera alterar la validez de los 

resultados, pero debido al bajo número de células de otro tipo presentes, en 

este caso, sólo podrían enmascarar sutilmente los datos. Además, se ha 

comprobado que estos tipos celulares prácticamente no expresan CCVD 

(Benavides y cols., 2004), por lo que descartamos que pudieran alterar 

significativamente nuestros resultados. 

1.2.- Actividad fisiológica de las células cromafines en cultivo 

Se ha descrito en el cultivo de células de la médula adrenal bovina, la 

existencia de dos poblaciones celulares, una que secreta preferentemente 

noradrenalina y la otra adrenalina (Moro y cols., 1990). En este estudio, la 

detección de estas CAs la hemos realizado utilizando la técnica de HPLC de 
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fase reversa acoplada a un detector electroquímico siguiendo el método 

empleado en nuestro grupo en estudios previos (Calvo y cols., 1995). No se 

ha descrito una diferencia significativa en la dotación de CCVD entre ambos 

tipos celulares, por lo que no parece que la presencia de ambos tipos 

celulares pueda afectar a los resultados presentados en esta Tesis Doctoral. 

A pesar de ello, hemos validado nuestro cultivo de células cromafines bovinas 

como modelo neurosecretor, mediante la determinación por HPLC de la 

cantidad de adrenalina y noradrenalina contenida en las células. En este 

sentido, hemos determinado que en nuestro cultivo existe aproximadamente 

un 75% de células cromafines que secretan noradrenalina y un 25% 

adrenalina. La proporción es inversa a la descrita en algunos artículos para 

células cromafines bovinas, que proponen una proporción 80:20 de 

adrenalina:noradrenalina (Craviso y cols., 2003), aunque este porcentaje 

puede variar significativamente, dependiendo del método de aislamiento y de 

la purificación en gradientes de Percoll® (Moro y cols., 1990). Adicionalmente, 

otros artículos han mostrado que, dependiendo de la región que se aisle de la 

médula adrenal bovina, aumenta la proporción de células noradrenérgicas 

frente a las adrenérgicas (García-Palomero y cols., 2001). 

Hemos observado que las células son funcionalmente activas, puesto que 

liberan CAs en respuesta a la estimulación con elevadas concentraciones de 

un agente despolarizante como es el K+ extracelular, mostrando una mayor 

secreción de noradrenalina que de adrenalina, en concordancia con otros 

estudios (Calvo y cols., 1995). De esta forma, hemos validado el modelo a 

utilizar, comprobando que es funcionalmente activo y que no se observan 

alteraciones de la maquinaria responsable del proceso de secreción, en el 

que, como se ha comprobado previamente, participan en buena medida los 

CCVD (Ceña y cols., 1983) aquí estudiados. 
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2.- Empleo del alcaloide VTD como modelo de muerte en 

células cromafines bovinas 

El alcaloide VTD es conocido por incrementar la permeabilidad del ión Na+ 

a través de los canales de Na+ voltaje-dependientes (Ohta y cols., 1973; Hille, 

1992). Esto sugiere que las oscilaciones de [Ca2+]i inducidas por VTD 

comienzan por la despolarización de la membrana, como consecuencia del 

incremento de la permeabilidad al ión Na+ antes mencionada. Esta 

despolarización modifica el potencial de membrana hacia valores más 

próximos a la activación de los CCVD, que serían los responsables de la 

entrada de Ca2+ tal y como ha sido descrito por nuestro grupo y por otros 

(Kilpatrick y cols., 1982; Jordán y cols., 2000; García y cols., 2006). De hecho, 

es conocido que las oscilaciones de [Ca2+]i inducidas por VTD se previenen 

por la retirada del Ca2+ externo (Jordán y cols., 2000), mediante bloqueo de 

los canales de Na+ con TTX, o mediante el bloqueo de los CCVD con una 

mezcla de toxinas y DHPs (Pauwels y cols., 1989; López y cols., 1994; Maroto 

y cols., 1994, 1996; Cano-Abad y cols., 1998; Novalbos y cols., 1999). 

Dependiendo de la concentración y el tiempo de exposición, la VTD puede 

promover en células cromafines la secreción de CAs (Cheek y cols., 1993a, b; 

Finnegan y Wightman, 1995) o procesos tóxicos que pueden terminar 

desencadenando, si este estímulo es lo suficientemente agresivo, la muerte 

celular (Jordán y cols., 2000). 

En esta Tesis Doctoral se han estudiado estos procesos tóxicos producidos 

por la exposición a VTD, que están relacionados con procesos similares 

observados durante la muerte neuronal inducida por isquemia y en 

enfermedades neurodegenerativas (Takei y cols., 1989; Ashley, 1986).  

2.1.- Características de las corrientes de Ca2+ generadas por VTD en 

células cromafines bovinas 

El incremento de la [Ca2+]i es una señal de transducción para muchos 

procesos fisiológicos. En un buen número de células estudiadas, dicho 
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cambio en la [Ca2+]i en respuesta a VTD, parece ser oscilatorio antes de 

estabilizarse (Tsien y Tsien, 1990). Este comportamiento tiene ventajas a la 

hora de observar el desarrollo de las respuestas fisiológicas, ya que son 

fácilmente observables en términos de frecuencia o duración de las 

oscilaciones de Ca2+, así como en términos de amplitud del incremento de la 

[Ca2+]i. Tras la observación de los procesos responsables de la generación de 

las oscilaciones en la [Ca2+]i, se han destacado dos mecanismos: por una 

parte, las oscilaciones aumentan debido a cambios periódicos en el potencial 

de membrana y la permeabilidad de la membrana plasmática al Ca2+, el cual 

entra a través de receptores de membrana (Gorman y Thomas, 1978; 

Schlegel y cols., 1987), y por otra, un intercambio dinámico de Ca2+ entre el 

citosol y los depósitos intracelulares (Cuthbertson y Cobbold, 1986; Tsien y 

Tsien, 1990). En algunos casos, ambos mecanismos pueden cooperar, la 

entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática dispara la liberación 

masiva de Ca2+ desde los depósitos intracelulares, lo que amplifica la [Ca2+]i 

(Friel y Tsien, 1992). 

En esta Tesis Doctoral, hemos estudiado la contribución relativa de los 

CCVD a la entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática, en respuesta 

a VTD. Estudios previos concluyen que la movilización de Ca2+ desde los 

depósitos intracelulares no participa en el incremento de la [Ca2+]i tras el 

estímulo con VTD (Garaschuk y cols., 1997), ya que el tratamiento con 

fármacos como thapsigargina y ryanodina no afectan de forma significativa a 

éstas oscilaciones inducidas por VTD en células cromafines bovinas (López y 

cols., 1995). Una conclusión similar se ha obtenido en células de hígado de 

rata (McNulty y Taylor, 1993).  

Se conoce que la VTD despolariza las células excitables mediante la 

prevención de la inactivación de los canales de Na+ voltaje-dependientes 

(Catterall y Coppersmith, 1981; López y cols., 1995), manteniéndolos abiertos 

durante largos períodos de tiempo. Este efecto despolarizante es oscilatorio y 

provoca un incremento cíclico en el flujo de Na+ y Ca2+ (Amy y Kirshner, 

1982), el cual induce, en condiciones fisiológicas, la liberación de CAs de las 
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células cromafines (Ceña y cols., 1983; Sihra y cols., 1984; Yokoo y cols., 

1998). Por otro lado, se conoce que estas oscilaciones en la [Ca2+]i 

provocadas por elevadas concentraciones de VTD son duraderas y no 

desaparecen tras la eliminación del fármaco, interpretándose como una 

sobrecarga de Ca2+ que explica el conocido efecto citotóxico de la VTD en 

neuronas y células cromafines (Maroto y cols., 1994). 

2.2.- Estudio de los efectos tóxicos inducidos por VTD en células 

cromafines bovinas 

En anteriores estudios se han investigado los mecanismos que, activados 

por la VTD, inducen la muerte en células cromafines bovinas (Maroto y cols., 

1994, 1996; Jordán y cols., 2000). En la presente Tesis Doctoral, hemos 

confirmado la acción neurotóxica producida por la exposición a VTD y descrito 

algunos de los mecanismos activados en células cromafines bovinas durante 

la toxicidad inducida por VTD. Así, algunos de los efectos tóxicos que 

promueve, en las células cromafines, la exposición a elevadas 

concentraciones de VTD son: 1) aumento del estrés oxidativo; 2) disfunción 

mitocondrial; 3) activación de la vía de las caspasas; y 4) muerte celular. 

La secuencia propuesta de la alteración de los mecanismos homeostáticos 

de Na+ y Ca2+, que llevaría a la muerte de las células cromafines tratadas con 

VTD y el mecanismo de citoprotección ofrecido por la inhibición selectiva de 

diferentes CCVD sería el siguiente: 1) la VTD retrasa la inactivación de los 

canales de Na+ voltaje-dependientes, aumentando la entrada de Na+ al 

interior celular a través estos canales (Ota y cols., 1973; Kilpatrick y cols., 

1982); 2) esto provoca la despolarización celular y la consiguiente apertura de 

los CCVD (Lopez y cols., 1995; Jordán y cols., 2000), aumentando la [Ca2+]i; 

3) la mitocondria detecta el aumento en la [Ca2+]i y se incrementa la actividad 

de la bomba Na+/Ca2+ mitocondrial (Montero y cols., 2000), que contribuye a 

generar grandes y largas oscilaciones de [Ca2+]i (Maroto y cols., 1994, 1996; 

Novalbos y cols., 1999); 4) esta sobrecarga de Ca2+ citosólico produce 

sobreproducción de ROS; 5) un desequilibrio mitocondrial; 6) inicio de 
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procesos de muerte celular caracterizados por activación de proteasas, 

plegamiento proteico y colapso energético y 7) finalmente, la muerte celular 

(Sedlak y Snyder, 2006). Por otro lado, el bloqueo selectivo de los CCVD 

conlleva una disminución en la sobrecarga de Ca2+ citoplasmático inicial, 

moderando los rápidos cambios mitocondriales y ejerciendo citoprotección 

frente a la toxicidad por VTD. Las similitudes entre estos mecanismos 

activados durante la muerte celular de las células cromafines y aquellos 

responsables de la muerte excitotóxica neuronal (Pettmann y Henderson, 

1998) sugieren que las células cromafines podrían ser un modelo útil para 

estudiar los mecanismos moleculares activados durante la muerte neuronal. 

Los resultados de este estudio han demostrado que la entrada de Ca2+ a 

través de cualquier subtipo de CCVD podría tener efectos negativos en las 

células, pero algunos subtipos de CCVD contribuyen más que otros a este 

proceso de entrada de Ca2+ en respuesta a VTD. Los CCVD están distribuidos 

de forma no homogénea en la célula cromafín, como demuestra la generación 

de gradientes de Ca2+ submembranales en respuesta a diferentes estímulos 

despolarizantes (Fernández y cols., 1995). Esta distribución específica 

plantea una pregunta relevante en temas de fisiología neuronal y que puede 

ser contestada utilizando un modelo como la célula cromafín bovina: ¿existe 

una función específica asociada al Ca2+ que entra por un tipo determinado de 

CCVD o, por el contrario, no hay selectividad en la función de cada uno de los 

subtipos de CCVD, a pesar de su localización no homogénea en la membrana 

de la célula cromafín? 

Estos resultados podrían ser evaluados en el contexto de la búsqueda de 

fármacos capaces de ofrecer protección frente a daños excitotóxicos 

neuronales, como se ha propuesto para otros fármacos con efectos 

inhibitorios en la sobrecarga de Ca2+ intracelular (Maroto y cols., 1996). De 

hecho, se ha propuesto que el incremento en la [Ca2+]i es el mecanismo 

común que media en la neurotoxicidad inducida por diferentes estímulos 

como hipoxia cerebral, epilepsia y enfermedades neurodegenerativas (Choi, 

1988). 
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2.2.1.- Implicación del estrés oxidativo en la toxicidad inducida por VTD  

Un aspecto muy interesante de la biología de las células cromafines 

consiste en la activación de mecanismos comunes a las neuronas durante 

procesos tóxicos, permitiendo así el uso de las células cromafines como un 

modelo válido para el estudio de los mecanismos activados durante la muerte 

neuronal. Uno de estos mecanismos moleculares comunes activado durante 

la toxicidad inducida por VTD es el estrés oxidativo. Nuestros datos, 

confirmando resultados descritos previamente (Jordán y cols., 2000), 

muestran que un aumento en la producción de ROS es uno de los primeros 

mecanismos que se produce en las células cromafines como consecuencia 

del incremento de la [Ca2+]i. De hecho, estudios previos han demostrado que 

la producción de ROS inducida por VTD, es un paso clave en el proceso de 

muerte celular (Jordán y cols., 2000). Por otro lado, también se han estudiado 

los efectos de paraquat (un generador de ROS) y H2O2, mostrando que son 

también capaces de inducir la fragmentación del DNA y la consiguiente 

muerte en células cromafines (Jordán y cols., 2002). Esto sugiere que la VTD 

induce una cascada secuencial que empieza con la sobreproducción de ROS, 

y continúa con fallo mitocondrial, apoptosis y muerte celular. Nuestros 

resultados parecen correlacionarse perfectamente con esta hipótesis, ya que 

este proceso se produce tras 30 minutos de exposición a VTD. 

Estudios anteriores que también se correlacionan con nuestros resultados, 

han comprobado que el MnTBAP, que degrada catalíticamente las ROS, 

posee un efecto protector sobre la toxicidad inducida por el aminoácido 

excitotóxico N-Metil-D-Aspártico (NMDA) en cultivos de células neuronales 

(Faulkner y cols., 1994) y, también, en la toxicidad del tratamiento con VTD en 

células cromafines (Jordán y cols., 2002). Por otro lado, aunque se considera 

a la mitocondria como fuente principal de ROS, también es posible que, tras la 

exposición a VTD, exista cierta actividad xantina-oxidasa activada por el 

incremento de la [Ca2+]i, que puede también contribuir a la generación de las 

ROS (Jordán y cols., 2000). De este modo, es probable que diversas vías 

fisiopatológicas relacionadas con los radicales libres estén implicadas en la 
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muerte inducida por VTD. Esta nueva hipótesis también se relaciona con 

resultados de nuestro estudio, donde se muestra un efecto más temprano de 

VTD induciendo la producción de ROS (tras 30 minutos de exposición) que 

sobre la disminución de la actividad mitocondrial (tras 1 hora de exposición a 

VTD). 

2.2.2.- Disfunción mitocondrial en la toxicidad inducida por VTD 

Como se ha indicado en el apartado anterior, se piensa que las 

mitocondrias son la principal fuente de ROS en las células, y diversos 

estudios sugieren que esta organela parece participar en la patología celular a 

través de la activación de un canal localizado en su membrana interna, 

denominado poro de transición de permeabilidad mitocondrial (PTP) (Hirsch y 

cols., 1998; Miller, 1998). La apertura de este poro está favorecida por varios 

factores como la despolarización y el incremento de la [Ca2+]i. En algunos 

casos, la activación del PTP parece ser irreversible y tiene consecuencias 

importantes sobre la célula, estando asociada con un “hinchamiento” de la 

mitocondria y la liberación de moléculas al citoplasma, como el factor de 

inducción de apoptosis (AIF) y citocromo C, que promueve la vía apoptótica y 

la muerte celular. Esta respuesta parece ser un evento temprano en la 

activación de la muerte en muchos tipos celulares, modulando la fase de 

ejecución de la apoptosis, a través de la vía de las caspasas (Kroemer y cols., 

1997; Bernardi y cols., 1999). 

Nuestros datos muestran que la VTD afecta a la función mitocondrial en las 

células cromafines bovinas, como demuestra la disminución de la capacidad 

de reducir MTT tras 1 hora de exposición a VTD. Estos datos concuerdan con 

estudios previos de nuestro grupo, en los que se ha visto que la 

sobreproducción de ROS en respuesta a VTD es capaz de disparar 

mecanismos implicados en la muerte celular, incluyendo en la activación de 

caspasas (Jordán y cols., 2002). Además, también se ha observado que VTD 

induce la liberación del citocromo C de la mitocondria, de forma similar a 

como lo causan otros estímulos nocivos que producen una sobrecarga de 

Ca2+ como, por ejemplo, los estímulos excitotóxicos (Gunter y Gunter, 1994), 
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y que esta acción es antagonizada por la Vitamina E, un conocido agente 

antioxidante (Jordán y cols., 2002). 

En nuestro trabajo, los resultados sugieren que el estrés oxidativo 

generado por VTD es capaz de disparar el proceso apoptótico dependiente de 

mitocondria. Así, VTD induce de forma muy rápida la producción de ROS y, 

prácticamente al mismo tiempo, la actividad caspasa 3 puede detectarse en el 

lisado celular. Por otro lado, este proceso es similar al acontecido en cultivos 

neuronales expuestos a VTD, ya que también se ha observado previamente 

que distintos compuestos como la vitamina E, la ciclosporina A, MnTBAP y la 

catalasa previenen la liberación del citocromo C y la activación de la cascada 

enzimática de las caspasas inducida por VTD (Jordán y cols., 2002). Estos 

resultados reafirman el uso de células cromafines como un buen modelo para 

estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la muerte neuronal. 

2.2.3.- Activación de la vía apoptótica inducida por VTD  

Un efector final en la vía de muerte celular programada o apoptosis es la 

activación de un tipo de proteasas: las caspasas (Chen y cols., 1998; 

Pettmann y Henderson, 1998). Nuestros resultados se correlacionan con otros 

estudios donde también se ha mostrado que este mecanismo parece estar 

activado en células cromafines expuestas a VTD. En estos estudios se ha 

observado que existe un incremento en la activación de caspasas, 

dependiente del tiempo de exposición a VTD. Además, la activación de las 

caspasas inducidas por VTD se inhibió mediante el uso de TTX o la retirada 

del ión Ca2+ del medio extracelular. Otra similitud con las neuronas es el 

hecho de que la sobrecarga de Ca2+ produce muerte celular en las células 

cromafines bovinas (Itano y Nomura, 1995; Jänicke y cols., 1998; Jordán y 

cols., 2000), siendo parte de esta muerte independiente de la vía de las 

caspasas, ya que inhibidores de estas proteasas sólo previnieron 

parcialmente la toxicidad inducida por VTD (Jordán y cols., 2002). 



Discusión 

 

121 

 

Nuestros datos muestran que tras el incremento de la [Ca2+]i, existe un 

incremento de la producción de ROS y una significativa disfunción 

mitocondrial que produciría la activación de las caspasas. 

Estudios previos sugieren que la secuencia de acontecimientos en la 

muerte de las células cromafines inducida por VTD es similar al observado en 

la muerte neuronal por excitotoxicidad, donde la entrada de Ca2+ se produce 

por sobreactivación de receptores de glutamato (Aguado y cols., 1997). 

Ambos estímulos nocivos inician una cascada de acontecimientos 

caracterizada por la pérdida de homeostasis de la [Ca2+]i, la producción de 

ROS, la disminución de la actividad mitocondrial, la activación de procesos 

pro-apoptóticos y, finalmente, la muerte celular. En este sentido, el estrés 

oxidativo y la disfunción mitocondrial han sido también extensamente 

relacionados con la enfermedad de Alzheimer y otras muchas patologías 

neurodegenerativas (Ansari y cols., 2006; Lin y Beal, 2006; Trushina y 

McMurray, 2007), mostrándose resultados satisfactorios sobre la 

neuroprotección que produce el tratamiento con diferentes inhibidores de la 

sobrecarga de Ca2+ intracelular (Valero y cols., 2009) e incluso con inhibidores 

de CCVD (Valentino y cols., 1993; Small y cols., 1997). 
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3.- TGD es un vector no-viral útil para transfectar células 

cromafines bovinas con siRNA sin producir toxicidad, y para 

silenciar la expresión de varias subunidades de CCVD  

En los últimos años, se ha descrito un nuevo mecanismo que las células 

utilizan para regular la expresión génica: el siRNA. Dicho mecanismo está 

basado en pequeños fragmentos de RNA de doble cadena que pueden unirse 

y neutralizar específicamente moléculas de RNAm, evitando que las células 

realicen la traducción de ese RNAm en su correspondiente proteína.  

A principios del año 2002, un artículo publicado en Nature de Tomas Tuschl 

y cols., del Instituto Max Planck de Química-Biofísica de Gottingen (Alemania) 

(Tuschl y cols., 2002) mostró que pequeñas moléculas de RNAi (siRNA) 

podían bloquear la producción de proteínas en células de mamíferos. 

Mediante el uso de moléculas de siRNA, se pueden corregir las alteraciones 

presentes en las células dañadas, por lo que el uso de esta tecnología 

presenta un gran potencial para el tratamiento de diversas patologías que 

actualmente carecen de un tratamiento efectivo. No obstante, uno de los 

grandes problemas que impide el uso generalizado de esta tecnología 

consiste en la dificultad que tiene el siRNA para atravesar barreras celulares 

y, por tanto, entrar en la célula. Para resolver este problema, se utilizan, entre 

otras aproximaciones, los vectores no virales. 

La entrega del siRNA al interior celular mediada por vectores no virales se 

consigue tras superar diferentes barreras: membrana celular, el interior 

celular, especialmente los lisosomas, y liberar el material genético que 

transportan en el citoplasma. Afortunadamente, la superficie de los 

nanomateriales puede diseñarse para conseguir propiedades físicas y/o 

biológicas específicas que permitan la interacción con la membrana 

citoplasmática, permitiendo su captación. Los vectores no virales son capaces 

de entrar en este tipo de células mediante diferentes vías de internalización 

de forma simultánea. Estas vías incluyen tanto la fagocitosis, como la 

pinocitosis. Aunque alguna de estas vías pueda llevar a la degradación de la 
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NP y su carga, esta diversidad de vías de entrada hace que el uso de NPs 

como moléculas terapeúticas en células neuronales sea posible. 

Una vez dentro de la célula, el mayor obstáculo para la liberación del 

material génico en los distintos tipos celulares son probablemente los 

lisosomas. El ambiente lisosomal, que se caracteriza por un bajo pH y la 

presencia de enzimas hidrolíticas, puede degradar rápidamente un amplio 

rango de NPs y sus cargos, incluyendo DNA, RNA, proteínas y agentes 

terapeúticos. Por ello, el escape lisosomal es considerado como el paso más 

limitante en la efectividad de las NPs (Suk y cols., 2006). Algunos estudios 

indican que las cargas positivas en la superficie de las NPs son críticas para 

la entrada en la célula y el escape lisosomal, y que modificaciones en la 

superficie como la adición de arginina son importantes en la eficiencia de 

escape (El-Sayed y cols., 2008). 

Básicamente, cualquier gen cuya secuencia sea conocida puede ser la 

diana de la secuencia complementaria de una molécula de siRNA 

correctamente diseñada. Sin embargo, se necesita un vector como el utilizado 

en esta Tesis Doctoral que presente: 1) solubilidad aceptable en agua, 2) 

reducida toxicidad, 3) capacidad de unión del material genético, 4) posibilidad 

de liberar el siRNA intacto en condiciones intracelulares, 5) que lo proteja de 

la degradación enzimática acontecida en los fluidos corporales y medios de 

cultivo, y 6) capacidad de transportar al interior celular la cantidad suficiente 

de siRNA para bloquear prácticamente la totalidad de la expresión del gen 

diana. 

3.1.- Toxicidad de TGD en células cromafines bovinas 

Ciertamente, existen dudas en relación con la toxicidad causada por las 

NPs en células post-mitóticas, uno de sus mayores hándicaps para ser 

utilizadas eficientemente en estudios de terapia génica. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad con TGD muestran una 

baja toxicidad a las concentraciones necesarias para conseguir resultados 

efectivos en células cromafines bovinas.  
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En células cromafines bovinas, no se observó ninguna toxicidad a 

concentraciones iguales o inferiores a 2 µM de TGD tras la incubación durante 

24-72 horas, empezando a mostrar una toxicidad significativa a partir de la 

incubación durante 48-72 horas con dosis de TGD de 6 y 8 µM. Estos efectos 

tóxicos, son similares a los obtenidos con este mismo dendrímero en otros 

cultivos de células post-mitóticas. Por ejemplo, TGD no mostró, en neuronas 

granulares de cerebelo de rata, signos de toxicidad medidos por ensayos de 

MTT y LDH a concentraciones de 3 µM tras una incubación de 72 horas 

(Rodrigo y cols., 2011). Por otro lado, estudios en neuronas corticales de rata 

mostraron que esta dosis máxima no tóxica es de 4 µM para periodos de 

incubación de 72 horas (Pérez-Carrión y cols., 2012). 

3.2.- Transfección de siRNA utilizando TGD como vector no viral 

Este estudio es el primero que utiliza una NP como vector no viral para 

transportar siRNA al interior de células cromafines bovinas. Aunque la vía de 

internalización exacta de estos dendriplejos aún no haya sido determinada, lo 

más probable es que esté mediada por endocitosis como en la mayoría de los 

tipos celulares, terminando en su degradación en los lisosomas, si no existe 

un mecanismo eficaz para escapar de esta vía de degradación. En los datos 

obtenidos este estudio, podemos observar una elevada transfección con un 

marcado silenciamiento génico, lo que muestra que TGD posee las 

características necesarias para escapar de esta vía degradativa y así, ser una 

herramienta útil en terapia génica.  

En células post-mitóticas, debido a la baja eficiencia de transfección 

obtenida inicialmente con los vectores no virales, la estrategia inicial para 

introducir material genético se basó en el uso de vectores virales. En este 

sentido, los vectores no virales utilizados para introducir material genético en 

células eucarióticas, como la coprecipitación con fosfato cálcico y los métodos 

basados en el uso de compuestos con un elevado peso molecular, como el 

dextrano, mostraron una elevada variabilidad en la eficiencia de transfección, 
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dependiendo del tipo celular, y una elevada toxicidad en cultivos primarios 

(Guerra-Crespo y cols., 2003; Dalby y cols., 2004). 

La eficiencia de transfección observada en células post-mitóticas utilizando 

lípidos catiónicos es muy baja, siendo la máxima obtenida de un 25% con 

Lipofectamine® en neuronas corticales de rata (Dalby y cols., 2004). En NPs 

derivadas de PEI, la literatura muestra unos niveles muy bajos, que oscilan 

desde un 1% en células granulares de cerebelo hasta un 20% en neuronas 

simpáticas de los ganglios superiores cervicales (Lambert y cols., 1996). En 

los últimos años, el estudio del uso de nanotubos de carbono combinados con 

dendrones de PAMAM, ha mostrado un aumento en la eficiencia de 

transfección de hasta un 50% en neuronas granulares de cerebelo de rata 

(Herrero y cols., 2009). 

Sin embargo, TGD ha mostrado una eficiencia de transfección de siRNA en 

este tipo de células similar a la obtenida con vectores virales, consiguiendo 

aproximadamente un 80% de inhibición en los niveles de RNAm específicos, 

lo que es considerado como suficiente para llevar a cabo los estudios de 

“ausencia de función”. En la presente Tesis Doctoral, mediante citometría de 

flujo y microscopía de fluorescencia, se ha detectado un transporte efectivo de 

los siRNA al interior celular utilizando TGD como vector no viral. En este 

sentido, a las 24 horas se estimó un 70% de células cromafines habían 

incorporado los dendriplejos, aumentando a prácticamente el 100% a las 48-

72 horas post-transfección, utilizando dosis de 2 µM de TGD y 100 nM de 

FAM-siRNA. Estos niveles de transfección son significativamente mayores 

que los mostrados por otros tipos de NPs en células post-mitóticas. Por 

ejemplo, utilizando un dendrímero PAMAM de cuarta generación se consiguió 

una transfección del 25-40% en cultivos primarios de neuronas corticales (Kim 

y cols., 2006). Más recientemente, sí que se ha visto que modificaciones de 

éstos dendrímeros PAMAM pueden incrementar éstos niveles de transfección 

hasta los mostrados con TGD en células post-mitóticas (Kim y cols., 2010). 

De hecho, estudios previos también muestran que TGD es capaz de 

incorporarse desde un 30% de neuronas granulares de cerebelo a las 24 
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horas, hasta casi un 80% a las 48 horas, llegando prácticamente al 100% de 

las neuronas a las 72 horas post-transfección (Rodrigo y cols., 2011). Estas 

eficiencias de transfección fueron similares en otro estudio en el que se 

utilizaron neuronas corticales de rata (Pérez-Carrión y cols., 2012).  

3.3.- Capacidad de interacción TGD/siRNA 

Los complejos se formaron a diferentes ratios N/P entre TGD y el siRNA 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras ser cargados en un gel de 

agarosa, se vio que un ratio N/P de 3,5 era suficiente para producir un retardo 

completo del siRNA. Comparado con otras NPs, el número de cargas 

positivas de la NP necesarias para acoplar cada carga negativa del siRNA, es 

menor para TGD que para dendrímeros PAMAM de primera generación o 

modificados con PEG, que necesitan un ratio N/P de 45 y 15, 

respectivamente, para el retardo completo del siRNA (Kim y cols., 2008; 

Monteagudo y cols., 2012). Por el contrario, parece ser muy similar al ratio 

N/P necesario por otro tipo de NPs poliméricas como algunas basadas en 

sorbitol (Islam y cols., 2012), por NPs compuestas por combinación de 

nanocuernos de carbono/PAMAM (Pérez-Martínez y cols., 2012c), o por NPs 

basadas en PEI (Chen y cols., 2012). 

La capacidad de proteger el siRNA de las RNAsas es de vital importancia 

para que el siRNA ejerza su efecto, evitando su degradación antes de ser 

internalizado en las células (Mao y cols., 2006). Por eso se realiza el estudio 

de protección de RNAsas, que nos permite comprobar la resistencia del 

complejo frente a la degradación por parte de estas enzimas. Con este 

estudio se pudo comprobar que el siRNA libre es degradado completamente 

en presencia de 0,25% de RNAsas, mientras que el siRNA unido a TGD no es 

degradado. Dada la rapidez con la que se degrada el siRNA en contacto con 

las RNAsas presentes, tanto en el ambiente como en los fluidos biológicos, 

esta capacidad de ciertas NPs parece esencial si se quieren emplear para 

transportar siRNA al interior celular, tanto in vitro como in vivo. De hecho, la 

mayoría de las NPs empleadas para aplicaciones biológicas parecen poseer 

esta capacidad en mayor o menor grado. 
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3.4.- Uso de técnicas de RNAi para inhibir selectivamente los CCVD en 

células cromafines bovinas 

El objetivo de utilizar siRNA en el estudio funcional de los CCVD es 

posibilitar el estudio sobre el papel que juega cada tipo de CCVD en diversas 

situaciones fisiológicas y patológicas, un tema que durante mucho tiempo ha 

supuesto un reto no resuelto. La tecnología del RNAi ha surgido como una 

buena alternativa para el estudio del papel de ciertas proteínas en los 

mecanismos fisiológicos y patológicos de la célula, porque es específico, no 

permite el desarrollo de mecanismos compensatorios y, además de ser más 

barato, requiere menos tiempo que otras alternativas como los ratones knock 

out. 

El uso de vectores no virales en terapia génica ha sido especialmente 

utilizado en líneas tumorales (Liu y cols., 2009) y células sanguíneas (Weber y 

cols., 2008), ya que las células post-mitóticas son muy difíciles de transfectar. 

Hasta el momento, muy pocos estudios se han llevado a cabo para silenciar 

un gen utilizando siRNA internalizado mediante un vector viral o no viral en 

cultivos primarios de células cromafines. La mayoría de estos estudios se han 

realizado en células tumorales PC12 de feocromocitoma de rata, utilizando 

vectores no virales comerciales como Lipofectamine LTX® y 

Lipofectamine2000® (Wen y cols., 2008; Han y cols., 2008), Superfect® 

(Mahapatra y cols., 2008), o utilizando vectores virales (Osborne y cols., 2008; 

Zeniou-Meyer y cols., 2007). No obstante, las líneas tumorales son 

relativamente fáciles de transfectar, y no siempre son un modelo adecuado 

para estudiar la fisiología de las células de las que se originan. Por el 

contrario, en células neuroendocrinas no tumorales (células cromafines) como 

las utilizadas en esta Tesis Doctoral, sólo se han realizado estudios con 

adenovirus recombinantes (Park y cols., 2006). 

Con respecto al empleo de NPs, en particular de dendrímeros, para terapia 

génica, se ha conseguido salvar su principal inconveniente, su escasa 

eficiencia de transfección, gracias a que los dendrímeros ofrecen una gran 

flexibilidad en su diseño (Boas y cols., 2004). Las variaciones en tamaño, 
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generación y densidad de carga permiten optimizar cada NP para cada 

función específica (Zuhorn y cols., 2007; Paleos y cols., 2007; Svenson y 

cols., 2007). En este sentido, TGD ha demostrado ser útil para alcanzar una 

inhibición selectiva del 70% o superior de la expresión de las subunidades α1 

de los CCVD presentes en células cromafines bovinas. Además, TGD 

también ha mostrado resultados satisfactorios disminuyendo la expresión de 

genes como cofilina-1 en células granulares de cerebelo hasta 

aproximadamente un 20% de los niveles control sin signos aparentes de 

toxicidad (Rodrigo y cols., 2011). Otros genes silenciados con este mismo 

dendrímero han sido, en neuronas corticales de rata, los de cofilina-1 y SSH-

1L (Posadas y cols., 2012) y el de beclina-1 (Pérez-Carrión y cols., 2012), con 

niveles de inhibición similares a los obtenidos en el presente estudio en 

células post-mitóticas. 
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4.- Papel que desempeñan cada uno de los CCVD en 

procesos de toxicidad inducidos por VTD, y su correlación 

con la [Ca2+]i 

Desde que se describieron varios subtipos de CCVD en neuronas 

(Swandulla y cols., 1991; Tsien y cols., 1991; Olivera y cols., 1994), y en las 

células cromafines de la médula adrenal (Benavides y cols., 2004; García y 

cols., 2006;), la pregunta fundamental por la que se ha realizado esta Tesis 

Doctoral, consiste en explorar si existe una especialización de cada subtipo 

de CCVD en una o varias funciones celulares o, dicho en otras palabras, si el 

Ca2+ que entra por cada subtipo posee un papel selectivo en el control de 

distintas funciones fisiológicas. Para ello, estudiamos el papel que desempeña 

cada tipo de CCVD en la muerte inducida por VTD. 

En neuronas, esto parece ser más evidente, ya que existe una segregación 

geográfica de los distintos subtipos de CCVD, lo que facilita su 

especialización en funciones específicas (Rosa y cols., 2007). Se ha 

observado que los CCVD tipo N (Cav2.2) y P/Q (Cav2.1) son predominantes a 

lo largo de las dendritas apicales y en las terminaciones axonales que 

sinaptan sobre las dendritas (Westenbroek y cols., 1998a), controlando la 

liberación de varios neurotransmisores (Wheeler y cols., 1994). Por otro lado, 

los canales tipo L (Cav1.3) localizados en la parte proximal de las dendritas y 

en los cuerpos neuronales (Ahlijanian y cols., 1990; Westenbroek y cols., 

1990, 1998b) están asociados con la regulación de la expresión de genes y 

también de la actividad de enzimas en neuronas corticales y de hipocampo 

(Murphy y cols., 1991; Bading y cols., 1993). 

Como las neuronas, las células cromafines de la médula adrenal expresan 

CCVD de tipo L (Ceña y cols., 1983, 1989; García y cols., 1984; Bossu y cols., 

1991 a, b; Artalejo y cols., 1991), de tipo N (Ballesta y cols., 1989; Artalejo y 

cols., 1992a; Gandía y cols., 1993a,b), de tipo P/Q (Gandía y cols., 1993a) y 

de tipo R (García-Palomero y cols., 2000). Pero, a diferencia de las neuronas, 

estas células no poseen dendritas ni axones. Por ello, los estudios sobre la 
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especialización de los CCVD en las células cromafines, que son esféricas 

cuando están en cultivo, han mostrado resultados poco concluyentes (García 

y cols., 2006). Además, subtipos específicos de CCVD se expresan en 

distintas densidades en las células cromafines en cultivo y en la médula 

adrenal intacta (Benavides y cols., 2004), lo que también podría influir en los 

resultados, ya que no son extrapolables a otros sistemas. 

Entonces, ¿por qué esta población tan heterogénea de CCVD en la misma 

célula? ¿desempeñan estos CCVD funciones específicas para controlar, de 

forma muy fina, diferentes funciones primordiales en las células cromafines? 

Existen dos teorías para dar respuesta a estas preguntas: 1) propone que 

todos los CCVD contribuyen de la misma forma, dependiendo de su densidad 

relativa, y que es la [Ca2+]i en la célula la que induce los cambios, 

independientemente del canal por el que entre el Ca2+; 2) otra asocia a un 

subtipo de CCVD con un papel más específico en el control de determinados 

procesos fisiológicos. Existen multitud de trabajos que se muestran a favor de 

una y de otra hipótesis. En esta variabilidad intervienen muchos factores que 

influyen en los resultados obtenidos como el estímulo (García y cols., 2006), 

el patrón de estimulación (García-de-Diego y cols., 2006), la especie animal 

(García y cols., 2006) y, especialmente, los métodos utilizados para el estudio 

sobre todo el uso de bloqueantes farmacológicos para disseccionar la 

contribución de cada una de las corrientes mediadas por los CCVD. Por 

ejemplo, se ha investigado intensamente el proceso de exocitosis en las 

células cromafines, por ser un modelo neurosecretor aceptado, y se ha 

sugerido cierta especialización que modula este proceso por parte de los 

CCVD tipo L, asociados preferentemente a las respuestas de liberación en 

algunos estudios (Jimenez y cols., 1993; Lopez y cols., 1994). Por el 

contrario, otros trabajos atribuyen más protagonismo a los CCVD tipo N 

(O’Farrell y cols., 1997) o a los CCVD tipo P/Q (Lara y cols., 1998). 

Finalmente, otros concluyen que la exocitosis es proporcional a la entrada de 

Ca2+ y a la densidad de la corriente de Ca2+ que lleva cada CCVD, sin existir 

ninguna especialización (Lukyanetz y cols., 1999). 
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En esta Tesis Doctoral se ha realizado un estudio sobre la contribución de 

cada uno de los CCVD al Ca2+ intracelular que media la muerte celular 

inducida por VTD. La exposición a VTD provoca daños en las células 

cromafines bovinas en cultivo (Jordán y cols. 2000, 2002), relacionada con 

una entrada de Ca2+ a través de CCVD y con una actividad oscilatoria 

sostenida de [Ca2+]i (Maroto y cols., 1994). Sin embargo, en el estudio de este 

mecanismo relacionado con los CCVD también existe mucha controversia, ya 

que para estudiar la contribución de cada subtipo de canal se han utilizado 

bloqueantes farmacológicos, considerados hasta entonces selectivos, pero 

que en la actualidad se conoce que actúan sobre más de un canal de forma 

simultánea. En este sentido, su especificidad puede depender de la 

concentración utilizada (Bean y Mintz, 1994), por ejemplo, la ω-conotoxina 

MVIIC, que a altas concentraciones inhibe tanto canales tipo N como P/Q; 

(Mintz y cols., 1992; Ming y cols., 1994), también varía dependiendo del tipo 

celular, y del estado fisiológico de la célula, ya que la acción farmacológica 

puede variar dependiendo de si la célula está hiperpolarizada o despolarizada 

(Sala y cols., 1986; Artalejo y cols., 1987). Además, concentraciones 

micromolares de ω-agatoxina IVA bloquean aproximadamente las corrientes 

tipo N un 30% en neuronas simpáticas y subtalámicas (Sidach y Mintz, 2000), 

y solamente un 6% en neuronas de Purkinje (Jun y cols., 1999). Se ha 

descrito un comportamiento similar de esta toxina en células cromafines, 

donde el bloqueo desaparece cuando la ω-agatoxina IVA fue aplicada tras 

nifedipino y ω-conotoxina GVIA (Aldea y cols., 2002). 

En nuestros estudios hemos utilizado una nueva herramienta 

biotecnológica, que utiliza el mecanismo natural de RNAi para reducir los 

niveles de RNAm de los diferentes subtipos de CCVD disminuyendo así su 

biodisponibilidad para la expresión de estos tipos de canales. Este 

mecanismo es muy selectivo, y consigue una eficiencia de silenciamiento 

entre el 70 y el 80%, que nos permite realizar estudios de “ausencia de 

función”. Además, se evitan los efectos de compensación que ocurren en los 

ratones knock-down o knock-out (Jun y cols., 1999; Platzer y cols., 2000). De 

este modo, hemos observado una contribución diferencial a la muerte por 
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sobrecarga de Ca2+, dependiendo del CCVD que permite el paso del ión al 

interior célula, es decir, nuestros resultados apoyan la hipótesis que propone 

que la muerte inducida por VTD depende fundamentalmente de la vía de 

entrada del ión Ca2+ al interior celular, aunque requiere que se alcance una 

[Ca2+]i que debe permanecer elevada cierto tiempo para producir toxicidad. 

4.1.- Papel de los CCVD tipo L 

Los CCVD son entidades moleculares que están en continua transición 

entre los estados abiertos e inactivos (Hess y cols., 1984). En células 

cromafines bovinas, los CCVD de tipo L son menos sensibles al voltaje que 

los tipo N y P/Q (Villarroya y cols., 1999), y a la inactivación dependiente de 

Ca2+ (Hernández-Guijo y cols., 2001). Obviamente, este distinto patrón de 

inactivación podría provocar diferentes señales de [Ca2+]i (García y cols., 

2006). Se ha observado que la entrada de Ca2+ a través del CCVD tipo L fue 

más efectiva a la hora de disparar los procesos de exo- y endocitosis, por lo 

que estos datos son compatibles con la hipótesis de que no todos los subtipos 

de canales de Ca2+ en células cromafines contribuyen de la misma forma en 

distintas funciones celulares (Rosa y cols., 2007) 

En el modelo propuesto de sobrecarga de Ca2+ inducida por VTD, tras 

inhibir de forma aguda los subtipos Cav1.1, Cav1.2 y Cav1.3 (CCVD tipo L) 

aparecieron diferentes patrones ante el efecto tóxico de la VTD. Tanto Cav1.2 

como Cav1.3 contribuyeron a una disminución significativa de la entrada de 

Ca2+ a las células cromafines, sin embargo, ninguno fue capaz de ejercer un 

efecto protector cuando estudiamos la sobreproducción de ROS ni sobre la 

actividad mitocondrial. En cambio, sí que encontramos que previenen 

parcialmente la activación de la caspasa 3.  

En el caso de Cav1.2, la más abundante de estas subunidades en las 

células cromafines bovinas (Benavides y cols., 2007), además, presentó un 

cierto efecto protector frente a la muerte celular, como se observa en los 

resultados del ensayo de LDH. Este comportamiento nos hace pensar que 

pudiera existir otra vía de muerte inducida por VTD, más desorganizada, en la 
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que intervendrían Cav1.2 y Cav1.3. Esto sugeriría que, debido a la mayor 

abundancia de la subunidad Cav1.2, al silenciarla, repercutiría sobre la 

muerte celular, ejerciendo cierto efecto protector. Sin embargo, el efecto 

protector obtenido tras reducir los niveles del CCVD tipo Cav1.2 no fue el 

esperado, ya que en estudios previos se ha observado que es responsable de 

casi la mitad de las corrientes de Ca2+ que entra en las células cromafines 

(García y cols., 2006). Esto nos hace plantear que quizá su contribución al 

mecanismo de muerte celular inducido por VTD sea mucho menor que el 

observado en otros tipos de funciones celulares, como en la endocitosis o en 

el proceso de exocitosis (López y cols., 1994; Rosa y cols., 2007). 

4.2.- Papel de los CCVD tipo N 

Durante los últimos años, se han dirigido grandes esfuerzos en 

investigación para encontrar formas de protección frente a la degeneración 

neuronal en ciertas condiciones patológicas relacionadas con una sobrecarga 

de Ca2+ intracelular. En relación con el influjo de elevadas cantidades de Ca2+ 

y su contribución a la muerte neuronal, muchos estudios han demostrado que 

las formas farmacológicas de limitar este influjo de Ca2+, funcionan atenuando 

la degeneración neuronal en varias condiciones experimentales (Rothman y 

Olney, 1986).  

Una concentración de ω-conotoxina MVIIA (3 µM), suficiente para bloquear 

todos los CCVD tipo N, produjo una protección del 43% en rodajas de 

hipocampo de rata (Small y cols., 1997). El valor de la contribución relativa de 

los canales tipo N a la muerte neuronal está en concordancia con estudios 

previos de la contribución de los canales tipo N en la transmisión sináptica en 

el hipocampo observada por Wu y Saggau de un 40% (Wu y Saggau, 1994), y 

con Wheeler y cols., de un 46% (Wheeler y cols., 1994). Sin embargo, parece 

que esta protección no se debe sólo al bloqueo de los CCVD de tipo N, ya 

que se ha observado que la ω-conotoxina MVIIA también bloquea 

parcialmente las corrientes de tipo P/Q (Gandía y cols., 1993b; Maroto y cols., 

1996). Se conocen varios trabajos sobre neuroprotección in vivo utilizando los 
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bloqueantes ω-conotoxina GIVA o ω-conotoxina MVIIA (Valentino y cols., 

1993; Buchan y cols., 1994; Hovda y cols., 1994; Yamada y cols., 1994a, b; 

Zhao y cols., 1994; Takizawa y cols., 1995). Observando los trabajos en los 

que los ω-conopéptidos bloquean la liberación de neurotransmisores (Dooley 

y cols., 1987, 1988; Dutar y cols., 1989), los bloqueantes de los canales tipo N 

se estudiaron in vivo en modelos de isquemia cerebral con éxito relativo 

(Smith y Siesjö, 1992; Valentino y cols., 1993).  

Nuestros resultados tras silenciar de forma específica los CCVD de tipo N 

(Cav2.2), mostraron que la entrada de Ca2+ a las células tras la adición de 

VTD (100 µM) disminuyó prácticamente a la mitad. Además, mostró un efecto 

protector significativo en todos los estudios realizados sobre la toxicidad 

inducida por la VTD en las células cromafines bovinas, tanto en la producción 

de ROS, como sobre la actividad mitocondrial, la activación de caspasa 3 y 

sobre la muerte celular medida por ensayo de LDH. En este sentido, nuestros 

datos muestran que los CCVD tipo N son los que más contribuyen al 

mecanismo de muerte por sobrecarga de Ca2+ inducido por VTD en células 

cromafines bovinas junto con el tipo P/Q, ya que aunque se observa una 

ligera contribución mayor del tipo N, estadísticamente, las diferencias entre 

ellos no fueron significativas. 

4.3.- Papel de los CCVD tipo P/Q 

Existe muy poca información sobre la eficacia de los bloqueantes de CCVD 

tipo P/Q. Se ha observado que estos canales contribuyen de forma 

significativa a la liberación de glutamato en el hipocampo in vivo (Valentino y 

cols., 1993) y en la transmisión sináptica en el hipocampo in vitro (Wheeler y 

cols., 1994; Igelmund y cols., 1996), haciendo de ellos unas atractivas dianas 

para la intervención terapeútica en los procesos de muerte neuronal por 

excitotoxicidad. 

La toxicidad de los bloqueantes utilizados selectivamente sobre los CCVD 

tipo P/Q ha dificultado los esfuerzos para la investigación de su potencial 

efecto neuroprotector (Valentino y cols., 1993), existiendo muy pocos estudios 
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sobre ellos (Small y cols., 1995; Maroto y cols., 1996). Se ha desarrollado un 

modelo de ratón knock out para el gen α1A, que codifica para el CCVD tipo 

P/Q. Curiosamente, las consecuencias de esta supresión génica fueron de un 

incremento de las corrientes tipo L de un 20% (Aldea y cols., 2002). Esto 

sugiere la existencia de algún tipo de compensación durante el desarrollo 

cuando se altera la expresión de algún tipo de CCVD, desencadenándose en 

la célula una sobreexpresión de otros subtipos de CCVD, para ejercer su 

función y mantener la homeostasis del Ca2+ celular. El subtipo de CCVD que 

la célula sobreexpresa como mecanismo de compensación, parece estar 

relacionado con el tipo celular y su función principal. En este sentido, se ha 

descrito que ante la ausencia del tipo P/Q se expresa el tipo L, por estar más 

próximo a la maquinaria secretora (función principal de las células 

cromafines), y mantener así la secreción (Lara y cols., 1998). Estos procesos 

de sobrecompensación durante el desarrollo, hacen que el uso de ratones 

knock out, no sea la mejor aproximación para responder sobre el papel 

selectivo de ciertos CCVD en la regulación de ciertas funciones celulares. 

Estudios previos muestran que los resultados obtenidos con bloqueantes 

farmacológicos considerados específicos de este canal, dependen en gran 

medida de la concentración utilizada. Por ejemplo, en un modelo de 

deprivación de oxígeno y glucosa en rodajas de glándula adrenal de ratón, 20 

nM de ω-agatoxina IVA no mostró efecto neuroprotector, pero a una 

concentración de 200 nM de ω-agatoxina IVA se obtuvo un importante efecto 

en el mismo modelo (Small y cols., 1995). En cambio, a concentraciones de 

100 nM de ω-conotoxina MVIIC (Maroto y cols., 1996), considerada también 

específica de estos canales, resultó ser más protectora que el tratamiento con 

200 nM de ω-agatoxina IVA (Aldea y cols., 2002).  

Tras la reducción de forma aguda de los niveles de los CCVD tipo P/Q, los 

resultados que obtuvimos muestran una importante contribución a la entrada 

de Ca2+ a la célula tras la estimulación con VTD (100 µM), que interviene en 

los procesos que desembocan en la muerte celular, mostrando un efecto 

protector cuando se midió por ensayo de LDH. Esto nos plantea la hipótesis 
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de que la aproximación a este problema utilizando bloqueantes 

farmacológicos no es la mas adecuada ya que, probablemente, estén 

bloqueando más tipos de CCVD de los deseados. 

4.4.- Papel de los CCVD tipo R 

Se ha discutido mucho sobre la existencia de los CCVD tipo R, ya que las 

evidencias de los canales tipo R eran pocas. Algunos trabajos han mostrado 

que las células cromafines bovinas expresan el RNAm α1E, que posiblemente 

codifica los canales R en estas células (García-Palomero y cols., 2000), y se 

observó que su expresión se veía disminuída en las células cromafines 

bovinas en cultivo respecto a las de la médula adrenal intacta (Benavides y 

cols., 2004). Estudios in situ en las células cromafines de rodajas de la 

médula adrenal de ratones presentan una fracción de la corriente de Ca2+ 

global correspondiente a ellos. En cambio, en estudios in vitro no se ha 

observado la fracción R en cultivos celulares (Albillos y cols., 1996) debido al 

uso de la técnica de parche perforado en la configuración entera (whole-cell) 

de la técnica de patch-clamp (Albillos y cols., 2000), ya que parece que algún 

tipo de componente citosólico se pierde al realizar la técnica. 

Nuestros resultados muestran la expresión de estos CCVD mediante el 

análisis del RNAm α1E con la técnica de real time RT-PCR. Además, fueron 

silenciados para el estudio de su implicación en el proceso de muerte celular 

inducido por VTD (100 µM). Se observó que tras su silenciamiento no existían 

cambios significativos en la entrada de Ca2+ en las células cromafines 

bovinas, ni en el resto de pruebas realizadas, concluyendo que su 

participación en este proceso no era significativa. En otros estudios, este tipo 

de CCVD se ha relacionado con la maquinaria exocitótica de las células para 

regular rápidamente el proceso de secreción (Albillos y cols., 2000). 
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4.5.- Papel combinado de los subtipos de CCVD Cav2.1 y Cav2.2 

Los datos sugieren que en la muerte celular inducida por VTD (100 µM), los 

canales que más contribuyen a la muerte celular son los de tipo Cav2.1 (tipo 

P/Q) y Cav2.2 (tipo N), pero a la vista de que su efecto protector no era 

suficiente para prevenir totalmente a la célula del daño sufrido, decidimos 

silenciar simultáneamente estas subunidades, mostrando que la inhibición 

conjunta, como cabría esperar, disminuye drásticamente la citotoxicidad 

inducida por VTD. Así, observamos que los niveles de RNAm de estas 

subunidades disminuyen drásticamente tras el silenciamiento y que la entrada 

de Ca2+ a la célula desciende prácticamente en un 75%, lo que se 

correlaciona con los resultados obtenidos en el ensayo de LDH, donde 

muestra un importante efecto protector sobre las células cromafines bovinas. 

Estos datos apoyan la hipótesis de que existe una asociación entre ciertos 

CCVD, en este caso, los tipos N y P/Q, y el control de ciertas funciones 

celulares, en particular, la producción de muerte por sobrecarga de Ca2+. Este 

hecho podría tener repercusiones a la hora de diseñar fármacos más eficaces 

y selectivos para tratar enfermedades neurodegenerativas causadas por 

sobrecarga de Ca2+. Por otra parte, en esta Tesis Doctoral se muestra una 

nueva herramienta, a través de la terapia génica, utilizando NPs como 

vectores no virales, capaces de introducir el siRNA específico para silenciar 

de forma aguda y selectiva los CCVD involucrados en los procesos de 

degeneración neuronal, en las condiciones patológicas relacionadas con una 

sobrecarga de Ca2+ intracelular. 
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De acuerdo a los objetivos planteados y a la luz de los resultados obtenidos, 

podemos exponer las siguientes conclusiones: 

1.- El empleo del dendrímero TRANSGEDEN® para transfectar RNA pequeño 

de interferencia (siRNA) en células postmitóticas permite alcanzar niveles de 

inhibición de la proteína diana de hasta un 80%, lo que permite realizar 

estudios de “ausencia de función”. 

2.- La exposición a Veratridina (100 µM) activa una secuencia de mecanismos 

que incluyen: un aumento de la concentración de calcio intracelular, 

producción de especies reactivas de oxígeno, y disfunción mitocondrial, que 

conlleva a la activación de caspasas y a la muerte celular. 

3.- El vector no-viral, TRANSGEDEN®, permite transfectar siRNA específico 

en células cromafines bovinas, y promover un silenciamiento superior al 70% 

de las subunidades Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3, Cav2.1, Cav2.2 y Cav2.3 de los 

canales de calcio voltaje-dependientes presentes en dichas células. 

4.- Los canales de calcio voltaje-dependientes Cav2.2 (tipo N), junto con el 

Cav2.1 (tipo P/Q), son los que contribuyen en mayor proporción al incremento 

de la concentración de calcio intracelular inducida por Veratridina, seguidos 

por el canal Cav1.2 (tipo L).  

5.- El silenciamiento de las subunidades Cav2.1 y Cav2.2 de forma 

simultánea es capaz de proteger a las células cormafines bovinas de la 

toxicidad inducida por Veratridina en más de un 75%. 

6.- Parece observarse una asociación entre el calcio que entra por los canales 

de calcio voltaje-dependientes Cav2.1 (tipo P/Q) y Cav2.2 (tipo N), y la muerte 

neuronal producida por Veratridina. Esto sugiere que existe una 

especialización de los canales de calcio voltaje-dependientes en proporcionar 

calcio para el inicio y/o la regulación de determinados procesos celulares 

como la muerte celular. 
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