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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 vias de entrada de calcio (Ca**) a la célula en respuesta a la
despolarizaciéon de la membrana plasmatica o a estimulos farmacologicos,
siendo los CCVD de tipo L, N y P/Q los mas abundantes en las células
cromafines bovinas. En este sentido, resulta de gran importancia la busqueda
de nuevos antagonistas selectivos 0 moduladores de subtipos especificos de
CCVD para el estudio y tratamiento en alguna de las diversas patologias en las
gue estos canales estan involucrados. La transfeccion de material genético
mediante nanoparticulas (NPs) ha surgido como una buena alternativa para
estudiar el papel que juegan los CCVD en diversas situaciones fisiologicas o

patoldgicas.

En esta Tesis Doctoral, hemos estudiado una hipotesis novedosa como es el
asignar una funcién especifica al Ca** que entra en las células excitables a
través de un tipo especifico de CCVD. Para ello, hemos utilizado un nuevo
vector no-viral para internalizar RNA pequefio de interferencia (siRNA) en el
interior de las células cromafines bovinas. Para dilucidar el papel especifico que
desempeiian los CCVD en la toxicidad inducida por veratridina (VTD), hemos
silenciado de forma selectiva genes que codifican la subunidad a1 de los
CCVD: Cavl.1, Cavl.2 y Cavl.3 (tipo L), Cav2.2 (tipo N), Cav2.1 (tipo P/Q) y
Cav2.3 (tipo R), y hemos estudiado los cambios en el patrén de toxicidad de
VTD en células cromafines bovinas, evaluando la produccion de especies
reactivas de oxigeno (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 exposicion a VTD (100 pM)
induce, a través del aumento de la concentracién de Ca?* intracelular ([Ca?']),

la activacion de varios mecanismos moleculares que conducen a la muerte



celular. En este sentido, nuestros resultados confirman que hay una relacién
directa entre la cantidad de Ca®** que entra en las células mediante un
determinado tipo de CCVD y el papel que desempefia en los procesos
patologicos inducidos por VTD. La reduccién 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 Ca®" al interior celular, la produccién de ROS, el
deterioro bioquimico mitocondrial y la actividad caspasa 3, mostrando ser los
que desempefian un papel mas relevante en la toxicidad inducida por VTD.
Ademas, el silenciamiento de ambos genes de forma simultdnea, reduce
marcadamente la toxicidad producida por VTD. Por otro lado, los canales
Cavl.2 y Cavl.3 (CCVD tipo L) muestran un papel menos relevante en la
activacion de la muerte celular inducida por VTD ya que, aungue su ausencia
inhibié ciertos efectos toxicos inducidos por VTD, no produjo cambios

significativos en la muerte de las células cromafines bovinas.
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Introduccion

1.- Las células cromafines de la médula adrenal como modelo

bioldgico

1.1.- Las glandulas adrenales

Las glandulas adrenales (también llamadas glandulas suprarrenales) se
encuentran localizadas encima de cada riidn y estan divididas
anatémicamente en corteza y médula. Ambas estructuras, a pesar de tener un
origen filogenético diferente y funciones diversas, forman un Organo
homogéneo (Fig. 1). Las glandulas adrenales estan rodeadas por una gruesa
capa de tejido conjuntivo denominada capsula, que les da una forma de gorro
frigio. La médula adrenal es la encargada de la produccién de adrenalina y
noradrenalina, mientras que la corteza se especializa en la secrecion de tres

tipos de hormonas:

e Mineralocorticoides (zona glomerular).

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

¢ Androgenos (zona fasciculata y zona reticular).

El origen embrionario de la corteza suprarrenal es el mesodermo, capa
celular intermedia de las tres que forman el embrion en desarrollo, de la que
derivan los huesos, el tejido conectivo, los musculos, la sangre, los tejidos
linfatico y vascular, la pleura, el pericardio y el peritoneo. Por otro lado, las
células de la médula suprarrenal derivan embriol6gicamente de la cresta
neural, un grupo de células que surgen de la regién dorsal del tubo neural y
gue rapidamente se diferencian para dar lugar a los nervios simpaticos
postganglionares, a las células cromafines de la médula adrenal, a las células
de Schwann (células gliales periféricas que acompafan 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 funcion es la de

bloquear los rayos ultravioleta solares, evitando que dafien 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
especifica el destino final de estas células embrionarias.
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Figura 1.- Localizacién y estructura de la glandula adrenal. Esquema de la glandula
adrenal donde se observa en posicion mas externa la corteza, y la médula en posicion
central, donde se ubican las células cromafines. A) Disposicion de las células en tres
zonas, que forman, en su conjunto, la corteza. B) Imagen de microscopia de campo

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

Dentro de la médula adrenal, las células cromafines son poliédricas,
exhiben una granulaciéon muy fina y estan 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 feocromicas.
Durante el periodo final del desarrollo embrionario, los terminales nerviosos
colinérgicos de neuronas preganglionares alcanzan la médula adrenal y
establecen contactos sinapticos con las células cromafines como si de

neuronas postganglionares se tratase (Fig. 2).

Adrenalina y
Noradrenalina

Células cromafines
de la médula
adrenal

Figura 2.- Esquema representativo de la inervacion de las células
cromafines por las neuronas simpaticas procedentes del Sistema
Nervioso Central (SNC). Las células cromafines se localizan en el interior
de la médula adrenal, y sus productos de secrecion, adrenalina y

noradrenalina, son vertidos al torrente sanguineo.

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

nervioso simpatico, y a las células cromafines se las considera paraneuronas
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debido a su origen, a la secrecion de catecolaminas (CAs) y a su
excitabilidad, siendo capaces de generar potenciales de accion (Coupland,
1965a, b; Kobayashi, 1977). Con frecuencia se habla de la médula adrenal
como un ganglio simpatico modificado en el que las células postganglionares
no emiten axones hacia los oOrganos diana, sino que vierten los

neurotransmisores (neurohormonas) directamente al torrente sanguineo.

1.3.- Excitabilidad de las células cromafines

En general, las células se pueden dividir, respecto a sus propiedades
eléctricas, en dos tipos basicos: no excitables y excitables. Las células no
excitables son aquellas que mantienen un potencial de membrana constante,
0 que varia muy poco. Por el contrario, las células excitables son aquellas,
gue en respuesta a determinadas sefiales pueden cambiar este potencial y
originar un potencial de accion (PA). Entre estas ultimas encontramos
fundamentalmente tres tipos celulares en el reino animal: 1) las células
musculares esqueléticas, que generan sefales eléctricas que activan el
mecanismo contrdctil; 2) las células secretoras, entre las que se encuentran
las células cromafines, que activan el mecanismo secretor por medio de
sefiales eléctricas que producen a su vez, un aumento transitorio de la

concentracion intracelular del i6n Ca®"; y 3) las neuronas.

La membrana celular estd compuesta mayoritariamente por una bicapa de
fosfolipidos altamente hidrofobica, que impide el trasiego espontaneo de
particulas cargadas como los iones, y establece la existencia de diferentes
concentraciones de iones a ambos lados de la membrana. También contiene
un gran namero de moléculas proteicas insertadas en los lipidos, 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 concentracion iénica a ambos lados de la
membrana y las diferencias de la permeabilidad relativa de la membrana
celular a las distintas especies idnicas presentes, genera una diferencia de

potencial, que es mas 0 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 rapidos del potencial de membrana. Cada PA
comienza con un cambio subito desde el potencial de membrana negativo en
reposo normal hasta un potencial positivo, y después termina con un cambio,

casi igual de rapido, de nuevo hacia el potencial negativo. Las fases del PA se
dividen en las siguientes (Fig. 3):
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Figura 3.- Registro de un PA medido con técnicas electrofisiolégicas.

-Fase de reposo: es el potencial de membrana de reposo antes del
comienzo del potencial de accién.

-Fase de despolarizacién o ascendente: la membrana se hace subitamente
muy permeable a los iones sodio, por o que estos iones con carga positiva
entran en la célula. Como consecuencia, el potencial aumenta hacia mas
positivo, lo que se denomina despolarizacion.

-Fase de repolarizacion 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 mas de lo normal. Asi, la rapida
difusion de los iones K" hacia el exterior restablece el potencial de membrana

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

En la generacion del potencial de accion, intervienen de forma principal los
canales de Na* y K* activados por voltaje. Estos dos canales activados por
voltaje tienen una funcion 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 idnicos 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 estd mediada por la entrada de Na”,
que dispara potenciales de accion, y ademas, por la entrada de iones calcio
(Ca?") al interior de las células, desencadenando la liberacién de CAs (Tapia y
cols., 2006). De este modo, los primeros estudios revelaron que el disparo de
potenciales de accion continGa tras el bloqueo de las corrientes de Na* con
tetrodotoxina (TTX), una potente neurotoxina que bloquea de forma especifica
los canales de Na’, o tras eliminar los iones Na® del medio extracelular,
mostrando que los potenciales de accion en las células cromafines también

son dependientes del Ca** (Kidokoro y cols., 1980; Brandt y cols., 1976).

Estos hallazgos fueron confirmados con estudios de las corrientes de Na* y
Ca®* como prerrequisito para entender la funcién 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 ionicos diferentes que contribuyen a las
propiedades eléctricas de las células tanto en reposo como tras la

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

células cromafines, en cuya respuesta participan los canales de Ca** voltaje-
dependiente (CCVD) (Garcia y cols., 2006).

ervio espldcnico

PROCESO DE
EXOCI TOSIS.

Vesiculas
cromafines

SINAPSIS ESPLACNICO-
CROMAFIN

CROMAFIN

I
i)

Receptores nicotinicos

Canales de sodio
voltaje-dependientes

Canales de calcio
voltaje-dependientes
(ccvb)

Figura 4.- Esquema de la sinapsis esplacnico-cromafin y de la secuencia de

procesos que median la liberacion de CAs. La llegada de un estimulo despolarizante

al terminal del nervio esplacnico (1) produce la entrada de ca* al terminal y la

secrecion de acetilcolina (ACh) (2). La ACh activa los receptores nicotinicos de la célula

cromafin (3) produciendo la entrada de Na* y ca” (en menor cantidad) a su interior (4).

La entrada de Na' produce una leve despolarizacion, suficiente para activar los CCVD

(5), y la entrada masiva de ca* por estos canales desencadena finalmente la

exocitosis de CAs (6).
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1.4.- Acoplamiento excitacidn-secrecion

Hace ya mas de 50 afios que Douglas y Rubin (1961) acufaron la
expresion “acoplamiento excitacion-secrecion” para resaltar la importancia de
la entrada de Ca®" extracelular en el desencadenamiento de la secrecion de

CAs en la célula cromafin de la glandula adrenal de gato.

Las glandulas adrenales participan en una de las respuestas fisiologicas
mas importantes para la supervivencia, la respuesta de “lucha o huida”
descrita por el fisidlogo Walter B. Cannon en 1925. Esta respuesta es el
resultado final de la secrecién de CAs, que tiene lugar en la médula adrenal
por parte de las células cromafines (Fig.4). La sintesis de CAs en las células
cromafines constituye una compleja secuencia de reacciones quimicas
catalizadas por diferentes enzimas que se inicia en el aminoécido tirosina y
termina en la produccion de noradrenalina y adrenalina (Fig. 5). La primera
etapa es catalizada por la enzima tirosina hidrolasa (TH) y resulta en la
formacion de L-3,4 dihidroxifenilalanina (también llamada levodopa o L-
DOPA), a partir del aminoacido precursor L-Tirosina. La transformacion de L-
DOPA en dopamina es catalizada por la enzima L-DOPA descarboxilasa. La
siguiente etapa implica la adiciébn de un grupo hidroxilo al carbono 3 de la
cadena lateral de dopamina para dar noradrenalina, y es catalizada por la
enzima dopamina B-hidrolasa (DBH) (Ribeiro y cols., 1992; Kumer y Vrana,
1996).

Las células cromafines almacenan sus productos de secrecion en
organelas especiales: las vesiculas secretoras. En células cromafines bovinas
se han llegado a identificar hasta cinco tipos diferentes de estas vesiculas,
segun su tamafio y forma al microscopio electrénico (Koval y cols., 2001).

En las células cromafines adrenérgicas, la cadena de reacciones
enzimaticas termina con la metilacion de la noradrenalina para dar adrenalina
en una reaccion catalizada por la feniletanolamina N-metil transferasa
(PNMT). La reaccion catalizada por la DBH tiene lugar en el interior de las

vesiculas de secrecion, mientras que el resto de las reacciones enzimaticas
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ocurren en el citoplasma de las células. Este hecho implica, en primer lugar,
gue la dopamina debe ser transportada al interior de los granulos para su
transformacion 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 granulo de
secrecion (Kilpatrick y cols., 1980; Livett y cols., 1984; Wilson y cols., 1987;
Moro y cols., 1990).

Granulo
cromafin

VMAT Ceoe

Noradrenalinag)
3 °
@ ™) [}

a
)
PNMT

Citosol

°)
Dopamina Jg ©

[o)e] ..
L-DOPA
lescarboxilasa

Exocitosis

Figura 5.- Esquema de la biosintesis 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 -
hidrolasa (DBH); enzima feniletanolamina N-metil transferasa (PNMT); transportador de
vesiculas monoaminas (VMAT).
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1.4.1.- Exocitosis en células cromafines

La fusion de vesiculas secretoras con la membrana plasmatica ocurre en
todas las células en la forma de exocitosis constitutiva, necesaria para reciclar
la membrana plasmética y para secretar ciertas moléculas (anticuerpos,
proteinas plasmaticas o componentes de la matriz extracelular). Pero en las
células secretoras, entre ellas las neuronas y paraneuronas, se produce
ademas la exocitosis regulada, que permite liberar de forma controlada ciertas

moléculas en respuesta a una sefial fisioldgica.

La fusién de la membrana vesicular con la plasmatica es una reaccion que
requiere de proteinas especificas que empujen a las membranas a
mantenerse juntas, ya que la repulsién entre ambas membranas y el entorno
acuoso no favoreceria su fusion espontanea (Sudhof, 1995). Algunas de estas
proteinas, muy conservadas en la evolucién 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 vesiculas
secretoras (Vv-SNARES) o bien en la membrana plasmatica (t-SNARES). Se
han identificado principalmente de tres tipos (Sollner y cols., 1993; Roth y
Burgoyne, 1994): proteina de membrana asociada a vesiculas o
sinaptobrevinas (VAMPs), sintaxinas y SNAP-25. Estas tres proteinas son
suficientes para que se produzca el proceso de fusion in vitro (Weber y cols.,
1998), pero in vivo son necesarias muchas otras proteinas reguladoras, como
la a-SNAP (del inglés “soluble NSF-attachment protein”) o el factor sensible a
N-etilmaleimida (NSF). Este complejo entramado de proteinas constituye lo

gue ha dado en llamarse la “maquinaria de la exocitosis”.
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2.- Canales ionicos en la célula cromafin

Los canales ibnicos involucrados en la excitabilidad de las células
cromafines han podido estudiarse gracias al desarrollo de las técnicas de
patch-clamp y de biologia molecular, y a la aparicion de herramientas
farmacolégicas, fundamentalmente toxinas (procedentes de caracoles
marinos, arafias, abejas, alacranes, serpientes, ranas, plantas, etc) o
moléculas organicas de sintesis que son capaces de reconocer los diversos

tipos de canales idnicos presentes en la membrana celular.

2.1.- Canales i6nicos regulados por voltaje en la célula cromafin

En la superfamilia de canales dependientes de voltaje presentes en la
célula cromafin se incluyen los canales de Na’, los de K" voltaje-

dependientes, los de K* dependientes de Ca®" y voltaje, y los CCVD.

2.1.1.- Canales de Na" activados por voltaje

Los canales de Na* son proteinas transmembrana que permiten el paso de
iones Na’ a través de la membrana celular. En la célula cromafin se
comportan como amplificadores de la sefial nicotinica, promoviendo una
mayor despolarizacién de la membrana, que acabara reclutando a los CCVD.
En el resto de situaciones, la despolarizacion producida por la activacion de
los receptores nicotinicos per se es capaz de reclutar CCVD, sin que sea
necesaria la intervencion de los canales de Na'. Probablemente éstos
desempeiien también un papel en el acoplamiento eléctrico entre células

cromafines, sincronizandolas 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 subito en la activacion de la compuerta, que bascula desde el
estado inactivado hacia la posicion abierta o estado activado, permitiendo que
los iones Na* puedan atravesar el canal, aumentando asi la permeabilidad de

la membrana al sodio de 500 a 5000 veces (Guyton, 1988). EI mismo
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aumento de voltaje que abre la compuerta de activacion también cierra la
puerta de inactivacion, pasando al estado cerrado. Sin embargo, la compuerta
de inactivacion se cierra mas tarde de que se abra la de activacién, es decir,
el cambio que hace bascular la compuerta de inactivacion hacia el estado
cerrado es un proceso mas lento que el que abre la compuerta de activacion
(Fig. 9). Ademas, en general, el canal de Na*, una vez cerrado, no se puede

abrir de nuevo hasta que exista una repolarizacion.

2.1.2.- Canales de K" activados por voltaje

Los canales de K' descritos en la célula cromafin contribuyen a la
hiperpolarizacion/repolarizacion de ésta durante los potenciales de accion,
regulando su patron de disparo y la exocitosis (Gonzélez-Garcia 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 sélo por voltaje sino principalmente por calcio intracelular ([Ca®']), 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 categoria, pero se ha observado que se

2+]i

activan casi exclusivamente por [Ca“’]; (Adelman y cols., 2012), de manera

gue cuando el potencial de membrana esta en reposo pero se producen

elevaciones sostenidas del [Ca®"]

son muy efectivos en hiperpolarizar a la
célula. La estimulacién muscarinica (y la consecuente liberacién de Ca®*
desde depdsitos 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), asi como de inactivar los canales de K* de tipo
BK en la rata (Neely y Lingle, 1992), afectando al patrén de disparo de

potenciales de accién y a la respuesta secretora de las células cromafines.
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2.1.3.- Canales de Ca?" voltaje-dependientes (CCVD)

Los CCVD son estructuras proteicas complejas formadas por cuatro
subunidades diferentes (a1, B, y, a20) de las que se requiere, al menos, tres

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

Ca?t

Ca?*

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

La subunidad a1 es la de mayor tamano (170-250 kDa) y contiene el poro
i6nico, el sensor de voltaje, el mecanismo de compuerta y la mayoria de los
sitios conocidos de regulacién del canal por segundos mensajeros, farmacos
y toxinas (Fig. 7). Esta subunidad esta compuesta por cuatro dominios
homodlogos (I-1V), cada uno de los cuales incluye seis segmentos
transmembrana (S1-S6) (Tanabe y cols., 1987; Lacinova, 2005). Las cargas
positivas altamente conservadas del segmento S4 corresponderian al sensor
de voltaje, mientras que el asa que une el segmento S5 y S6 formaria parte
del poro ionico de selectividad del canal (Garcia y cols., 1998). En los

mamiferos, la subunidad a1 esta codificada por al menos 10 genes distintos y,
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de hecho, la existencia de multiples subunidades a1 es la causa de la

diversidad farmacoldgica y electrofisiologica de los CCVD.

Ll

HOOC ————

Figura 7.- Estructura molecular de la subunidad a1 de los CCVD, formada por
cuatro dominios homélogos (I-IV), cada uno de ellos constituido por seis segmentos
transmembrana (S1-S6) (Lacinova, 2005).

Del resto de subunidades de los CCVD, cabe destacar que: la subunidad 3
(1-4) es un componente intracelular esencial de los CCVD y posee un tamafio
de entre 50 y 78 kDa. La expresién Unica de la subunidad al produce
corrientes muy pequefias, mientras que su coexpresion con la subunidad

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

En general, la coexpresién de las subunidades a y B provoca que la
activacion/inactivacion dependiente de voltaje cambie hacia potenciales de
membrana mas negativos y que aumente la velocidad de inactivacién (Hanlon
y Wallace, 2002). La subunidad a2® (1-4) tiene un papel modulador de los
CCVD, es la segunda subunidad de mayor tamafio (unos 170 kDa) y, al igual
que la subunidad 3, modifica la interaccidn con inhibidores. Por ultimo, la
subunidad y (1-8), la de menor tamafio (36 kDa), es una proteina integral de
membrana que modula los CCVD e interacciona con otras proteinas de

membrana (Lacinova, 2005).
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Los CCVD presentan una amplia distribucion, encontrandose presentes en
la membrana plasmatica de células nerviosas, musculares, cardiacas,
endocrinas, células B-pancreaticas y células inmunoldgicas, entre otras. En la
mayoria de estos tipos celulares, los CCVD constituyen una de las principales
vias de entrada de Ca*" a la célula en respuesta a la despolarizacién de la
membrana plasmatica. Los cambios en la concentracién del Ca** citosélico
regulan una variedad de importantes funciones celulares como la
neurotransmision (Dunlap y cols., 1995), la contraccibn muscular y
automatismo cardiaco (Beam y cols., 1989), la secrecion hormonal (Ashcroft y
cols., 1994; Calvo y cols., 1995), la liberacién de Ca*" desde los depdsitos
intracelulares (Fabiato y cols., 1983) y la expresién génica (Finkbeiner y

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

Nomenclatura de los CCVD segun sus propiedades biofisicas

La primera caracterizacion de corrientes de Ca*" usando la técnica del
patch-clamp en células cromafines bovinas fue realizada en 1982 (Fenwick y
cols., 1982b). Posteriormente, de acuerdo a las propiedades biofisicas, los

CCVD se englobaron en dos grandes grupos:

e CCVD de bajo umbral de activacibn 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 estan presentes
en una gran variedad de tipos celulares, donde participan en la
generacion 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.

e CCVD de alto umbral de activacion. 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 Ca** en neuronas
y células cromafines. En este segundo grupo se han descrito hasta cuatro

subtipos (L, N, P/Q y R), que estan codificados por diferentes genes y que
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se diferencian entre si por sus propiedades biofisicas y farmacologicas.
Existen inhibidores o bloqueantes de estos tipos de canales como, por
ejemplo, inhibidores organicos de los CCVD tipo L (moléculas organicas
pequefias), inhibidores de los CCVD tipo N (w-conotoxina GVIA, aislada
del veneno del caracol marino Conus geographus) o inhibidores de los
CCVD tipo P/Q (w-agatoxina IVA, proveniente del veneno de la arafia
Agelenopsis aperta) (Olivera y cols., 1994; Catterall, 2000; Ertel y cols.,
2000).

Matching Percentage

20 4 e 8 100

o Ca,1.1, 1S, L-type

e Ca,1.2, u1C, L-type

_E Ca,1.3, a1D, L-type

HVA Ca,1.4, alF, L-type
Ca2.1, 1A, PIQ-type

Ca2 Ca,2.2, «1B, N-type

Ca,2.3, a1E, R-type

— Caj3.1, a1G, T-type

LVA Ca3 Ca3.2, ulH, T-type
Ca3.3, oll, T-type

Figura 8.- Filogenia de los CCVD. Las subunidades ol en mamiferos estan
codificadas por, al menos, diez genes distintos. Las secuencias de aminoacidos de las
subunidades ol dentro de una subfamilia son idénticas en mas del 70%, estando mas

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 i6n permeante (el Ca"), el principal regulador fisiolégico (el voltaje,
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V) y la subfamilia genética de la subunidad a1 (1-3) (Ertel y cols., 2000;

Catterall, 2000).

. | Subunidad Bloqueantes
Superfamilia | Familia Nomenclatura »
formadora especificos
Ad1ic Ca/l.2
a Ca,l1.3
] 0 Y Dihidropiridinas
(DHP)
A1E Ca/l.4
CCVD de alto
umbral de dis Ca/l.1
activacion
HVA w-conotoxina
( ) N A1 Ca2.2
GVIA
P/IQ a1 Ca2.1 w-agatoxina IVA
R Q1 Ca,2.3 SNX-482
dic Ca3.1
CCVD de No se han
bajo umbral T . Ca,3.2 descrito
de activacion bloqueantes
LVA especificos
(LVA) ay Ca3.3 P

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

distintas subunidades al junto con la farmacologia descrita.

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

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

segun contengan las subunidades a1S, a1C, a1D o a1F, respectivamente.
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Por otro lado, la familia de receptores Cav2 media las corrientes de Ca*" tipo
P/Q, tipo N y tipo R, segun posean la subunidad a1A (Cav2.1), a1B (Cav2.2) o
a1E (Cav2.3), respectivamente. Por ultimo, la familia Cav3 (Cav3.1, Cav3.2 y
Cav3.3) incluye los canales que contienen las subunidades a1G, a1H y afl,

que median las corrientes de Ca** tipo T (Tabla 1).

Inhibidores farmacoldgicos de los CCVD

Los inhibidores farmacologicos conocidos actualmente tienen el
inconveniente de no ser totalmente selectivos para el bloqueo de un Unico
CCVD, ya que dependen de factores como la concentracion utilizada (Bean y
Mintz, 1994), del estado de despolarizacién de la célula (Sala y cols., 1986;
Artalejo y cols., 1987; Cefia y cols., 1989), tiempo de exposicion y el tipo
celular, entre otros. Pueden clasificarse en tres grandes grupos (Doering y
Zamponi, 2003, 2005):

e lones inorganicos. Los iones inorganicos divalentes o trivalentes

pueden actuar de dos formas: bloqueando fisicamente el poro iénico de
manera no selectiva, como el Cadmio, afectando a la mayoria de los
subtipos de CCVD; o modificando la cinética de apertura y cierre del
canal, como el Niquel (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 clinica.

e Péptidos. La accién de los péptidos (toxinas) provenientes de arafias,
caracoles marinos o viboras, generalmente actlan de forma selectiva
sobre algun subtipo de CCVD, y han servido de herramientas
farmacolégicas para la caracterizacion de varios de estos subtipos
(Olivera y cols., 1994, 1997; Adams y cols., 2003). La accion de bloqueo
puede producirse por oclusion fisica del poro del canal (w-conotoxina
GVIA, MVIIA, MVIIC) o por la modificacion de la cinética de apertura y
cierre del canal, como en el caso de la w-agatoxina IVA (McDonough,
2007). Destacan dos tipos de toxinas especialmente utiles para el bloqueo
de los CCVD:
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v 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.

v Agatoxinas. Se han identificado cuatro subclases, tres de ellas
(w-agatoxina Il, I, y 1V) son capaces de inhibir los CCVD neuronales
(Olivera y cols., 1994). La w-agatoxina llIA 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 w-agatoxina IVA esta considerada
como un bloqueante especifico de los canales P/Q, siendo hasta la

fecha, la toxina conocida relativamente mas selectiva.

Ademas, se han identificado otras toxinas capaces de bloquear los CCVD.
Por ejemplo, el SNX-325 se conoce como un blogueante selectivo del CCVD
tipo N (alB) clonado (Newcomb y cols., 1995a). A bajas concentraciones
micromolares, la w-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 especificos. Los
bloqueantes han sido muy utilizados como herramientas para la identificacion
y aislamiento de los subtipos de CCVD, y surgieron como un tratamiento
potencial en enfermedades como el dolor crénico, pero su forma de
administraciéon, en muchos casos intratecal, supuso su abandono (Snutch,
2005).

e Moléculas organicas. Las moléculas organicas pequefias son numerosas,

y pueden tener efectos agonistas/antagonistas sobre subtipos de CCVD
mediante la oclusiébn del poro, reduciendo el numero de canales
disponibles o modificando la cinética de apertura y cierre. Se ordenan
atendiendo a su relacion estructura/actividad (Doering y Zamponi, 2003)

en:
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v Dihidropiridinas (DHP). Su estructura se basa en la piridina, e
incluyen compuestos como nifedipino, nimodipino, nitrendipino,
isradipino 'y BAY K 8644. Aunque estan considerados como
bloqueantes especificos 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).

v' Fenilalguilaminas (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).

v' Benzotiazepinas (BZP). El receptor de BZP interactia Unicamente
con agentes clinicos 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 organicas que
actuan 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 ionicos, lo que limita su uso selectivo
(Kaczorowski y cols., 1994). El compuesto natural farnesol (un intermediario
en mamiferos de la via del mevalonato) bloguea selectivamente los CCVD
tipo N, entre los de HVA, con una afinidad en el rango nanomolar (Roullet y
cols., 1999). Por ultimo, el mibefradilo fue utilizado para el tratamiento de la
hipertension, isquemia y procesos del corazén como un bloqueante especifico
de los canales tipo T (Roux y cols., 1996; Vacher y cols., 1996; Ertel y cols.,
1997; Mulder y cols., 1997, 1998), pero estudios mas recientes han mostrado
gue también posee afinidad por otros CCVD (Bezprozvanny y Tsien, 1995;
Viana y cols., 1997; Bernatchez y cols., 2001) y que, ademas, 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 accion de las moléculas
organicas pequefias sobre los CCVD tipo N que han emergido como una
diana en el tratamiento del dolor (Doering. y Zamponi, 2005), asi como la
busqueda de nuevos bloqueantes selectivos o moduladores de subtipos
especificos de CCVD que puedan eventualmente ser utilizados como
herramientas en alguna de las diversas patologias en las que estos canales
estan involucrados (Gandia y cols., 2007), ya que la especificidad de estos
compuestos es relativa, dependiendo en muchos casos, de la concentracion

utilizada.

Los CCVD muestran caracteristicas electrofisiolégicas que se solapan
entre si, y soOlo pudieron distinguirse por su farmacologia: en general, los
canales tipo L son muy sensibles a las DHPs; los de tipo N se definen porque
s6lo son sensibles a la w-conotoxina GIVA; los tipos P/Q se identifican por su
especificidad, pero con distinta sensibilidad, a la w-agatoxina, y el tipo R se
definié por su resistencia a estos antagonistas, pero identificaron péptidos
blogueantes especificos (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 Ca** 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 actla como una neurotoxina mediante la prevencion de la
inactivacion de los canales i6nicos de Na”, lo que provoca que estos canales
permanezcan mas tiempo en el estado abierto, sin pasar al estado inactivo,

provocando una mayor despolarizacion 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 concentracion intracelular de Na* y Ca?*, que produce muerte
dependiente de Ca** en neuronas del hipocampo y en células granulares del
cerebelo de rata, lo que sugirié que los bloqueantes de los CCVD podrian ser
Gtiles en el tratamiento de los accidentes cerebrovasculares (Pauwels y cols.,
1989).

INACTIVO

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 (Jordan y cols., 2000, 2002, 2003). Este efecto
despolarizante, manteniendo abiertos los canales de Na® voltaje-
dependientes, provoca el incremento del flujo de Na* y Ca®*, lo que induce la
liberacibn 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 [Ca®'], disfuncién mitocondrial, apertura del poro de permeabilidad
transitoria, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), activacion de
la cascada de enzimas caspasas Yy la degradacion del DNA (Jordan 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 Util para el estudio de los mecanismos moleculares

implicados en la muerte neuronal.

A)

VTD

B)

VTD

Incremento de [Ca®"];

L] L] L] L] L] 4
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 10.- A) Estructura quimica de la VTD; B) Patron oscilatorio del
incremento de la [Ca®'];, expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia

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

2.3.- Canalopatias. Los CCVD como diana terapéutica

En las dos ultimas décadas hemos sido testigos de la emergencia de un
nuevo campo en expansion de las enfermedades neuroldgicas, las
canalopatias (Meisler y cols., 2001), relacionadas con la presencia de

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

musculo (Rajakulendran y cols., 2012).

Hoy sabemos que las mutaciones de los canales de Na*, Ca**, K* y Cloro
(CI) son responsables de cuadros de epilepsia, ataxia, degeneracion
neuronal, miotonia, 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 utilizacion de
compuestos bloqueadores, tradicionalmente llamados antagonistas del Ca*".
Sin embargo, el conocimiento de nuevas y multiples isoformas de CCVD en
distintos tejidos, asi como el hallazgo de la implicacién de los CCVD en
patologias como la epilepsia (Jones y cols., 2002), el dolor crénico (McGivern
y cols., 2006), el cancer (Monteith y cols., 2007) y en las enfermedades
neurodegenerativas (Kochegarov y cols., 2003), ha evidenciado aln mas su
importancia como diana terapéutica. La mayor parte de los inhibidores
inorganicos de CCVD son toéxicos. Es por ello y, principalmente, por su
caracter inespecifico, por lo que estos inhibidores farmacolégicos no han sido
ampliamente utilizados como agentes terapéuticos (Livett y cols., 2004).
Hasta el momento, las DHP han sido los antagonistas de CCVD mas
utilizados en clinica, y, por esta razon, también los mas estudiados (Doering y
Zamponi, 2005). En este sentido, resulta de gran importancia la busqueda de
nuevos antagonistas selectivos o moduladores de subtipos especificos de
CCVD que puedan eventualmente ser utilizados como herramientas en
alguna de las diversas patologias en las que estos canales estan

involucrados.
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3.- Mecanismo de accién del RNA de interferencia (RNAI)

El RNAI es un sistema que utilizan las células para regular el grado de
activacion de los genes en un momento determinado. Concretamente, el RNAI
es un mecanismo de silenciamiento post-transcripcional de genes especificos,
ejercido por moléculas de RNA que siendo complementarias a un RNA
mensajero (RNAm), conducen habitualmente a la degradacion de éste (Fig.
11). Por su descubrimiento Craig C. Mello y Andrew Fire recibieron el Premio

Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio 2006.
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Figura 11.- Mecanismo de accion del RNAi. La enzima Dicer corta RNA
bicatenario y genera pequefio RNA; (siRNA) o microRNA (miRNA). Estos RNA
pequefios se incorporan al complejo RISC (RNA-induced silencing complex),

activandolo y dirigiéndolo contra el RNAmM complementario que sera degradado.
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3.1.- Mecanismo de silenciamiento génico mediado por RNAI

Los RNAi son moléculas pequeiias (de 20 a 25 nucleétidos) que se

generan por fragmentacion de precursores mas largos.

Cuando el RNAi se introduce en una célula, se activan distintos
mecanismos que permiten su incorporacion en un complejo con mudltiples
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 proteinas 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 guia para seleccionar su substrato (el RNAm
complementario de la hebra de siRNA). A continuacion, el complejo RISC
promueve el corte y posterior destruccion del RNAm diana, gracias a su
componente activo, una proteina de la familia de las endonucleasas
(denominadas Argonautas), que corta la hebra de RNAmM diana,
complementaria al RNAi que esta asociado al complejo RISC (Nashchekin y
cols., 2007). Finalmente, provoca la supresion de la expresion del gen
especifico (Hammond y cols., 2001; Caudy y cols., 2002) (Fig. 11). Una vez
gue el complejo RISC se activa, puede participar en ciclos repetidos de
degradacion especifica del RNAm diana (Novina y Sharp, 2004). Por tanto, el
RNAIi suprime la expresion génica a nivel post-transcripcional (ya que la
molécula diana es el RNAm), de manera selectiva y especifica.

Los resultados de este tipo de supresion, pueden producir una reduccién
parcial (knock-down) o completa (knock-out) de los niveles de la proteina
diana (Fig. 12). Utilizando este mecanismo, se puede conseguir una reduccion
drastica en la expresion del gen y la proteina deseada, y estudiar el papel que
desempefian en diferentes funciones fisiologicas (Harborth y cols., 2001).
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Por otro lado, hay que tener en cuenta que la supresion génica (también
llamada silenciamiento) realizada por el RNAI suele ser especifica, aunque
pueden producirse efectos inespecificos, denominados efectos off-target, en
los que la expresion de otros genes puede verse también disminuida debido a

similitudes en la secuencia de nucleétidos de distintos RNAm.

3.2.- Tipos de RNAI

Los RNAIi se pueden clasificar en tres grandes grupos (Grosshans y
Filipowicz, 2008a, b):

¢ Los RNA pequefios de interferencia 0 RNA de silenciamiento (SIRNAS).

Son moléculas de RNA de doble cadena perfectamente complementarias
de aproximadamente 21 nucledtidos, con 2 nucleétidos desemparejados
en cada extremo 3'. Cada hebra de RNA tiene un grupo fosfato en
posicion 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 especificos para la secuencia de nucleétidos de su RNAmM
diana, causando su degradacion y el consiguiente silenciamiento post-

transcripcional del gen especifico.

e Los microRNAs (miRNA). Son pequeiios RNAIi de doble cadena que se
generan a partir de precursores especificos codificados en el genoma,
gue al transcribirse se pliegan en horquillas intramoleculares (hairpins)
gue contienen segmentos de complementariedad imperfecta. El
procesamiento de los precursores ocurre generalmente en dos etapas,
catalizado por dos enzimas: Drosha en el nucleo 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 especifico, puede inhibir la traduccién del RNAm

o inducir su degradacion (Kim y cols., 2005; Eulalio, 2008).
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e 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 proteinas Argonauta denominada
proteinas Piwi. Se han identificado decenas de miles de piRNASs, pero su

funcion es desconocida.

Los RNAI pueden ser también sintetizados artificialmente e introducidos de
forma exdgena en las células utilizando métodos de transfeccion con la

finalidad de reducir significativamente la expresion de un gen especifico.

Silenciamiento --
de la proteina a

2

RNA;

Yo .. Secuencia génica
oy P especifica

Endocitosis

"

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

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

La existencia de un elevado numero de patologias para las que no existen
tratamientos eficaces, ha llevado a explorar nuevas areas como la
nanomedicina, una ciencia emergente basada en la aplicacion de la
nanotecnologia a la medicina, con el objeto de buscar nuevos agentes
terapelticos que actuen de forma més 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 nanoparticulas (NPs),
gue son moléculas con tamafios entre 1 y 100 nm, que podemos clasificar en
distintos grupos como: lipidos catiénicos, derivados de la polietilenimina (PEI),
dendrimeros y NPs con base de carbono (Fig. 13) (Pérez-Martinez y cols.,
2012a).

Tipos de NPs frecuentemente
utilizadas en biomedicina
A B
Lipidos catidnicos Nanoparticulas
derivadas de PEI
C D
Dendrimeros Nanoparticulas con base
de carbono

Figura 13.- Tipos de NPs frecuentemente utilizadas en biomedicina.
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4.1.- Lipidos cationicos

En 1987, Felgner y cols., propusieron el término de “lipofecciéon”,
refiriendose a la eficiente transfeccion de DNA llevada a cabo a través del
lipido catidnico 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 combinacién de DOTMA,
un lipido anfifilico catidnico con dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), un
fosfolipido neutral, fue comercializado como Lipofectin®. Posteriormente, la
combinacion de un derivado catidonico del colesterol (3B-[N-(N"N"-
dimetilaminoetano)-barbarmoil colesterol] [DC-Chol]) combinado con DOPE
mejoro la eficiencia de transfeccién de Lipofectin® con menor toxicidad en las
lineas celulares A431, A549 y L929 (Gao y cols., 1991). Se utilizaron también
en combinacion con vectores retrovirales, aumentando la transduccion en las
células diana. Asi, los retrovirus aumentaron hasta en 3,9 veces la eficiencia
de transduccién conseguida con DC-Chol/DOPE, manteniendo las
propiedades del vector en las lineas celulares TE671 y NIH3T3 (Porter y cols.,
1998).

Los lipidos cationicos fueron ampliamente estudiados como una nueva
herramienta para transportar material genético y proteinas. De hecho, algunos
reactivos basados en lipidos catidnicos estan disponibles en forma comercial,

como LipofectAce®, Lipofectamine® o Lipofectamine2000®.

En general, son toxicos en células post-mitéticas, aunque distintas
formulaciones lipidicas recientes han logrado disminuir esta toxicidad. Sin
embargo, muestran una eficiencia de transfeccion del DNA muy baja en
células post-mitéticas, por ejemplo, se ha observado una eficiencia de
transfeccién 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 RNA,, de
forma eficiente en neuronas de hipocampo de rata, con una reduccién de los
niveles de RNAm diana de un 70% (Yan y cols., 2007). Ademas, se ha
conseguido una reduccion del RNAm diana del 70% (que corresponde a un
50% de reduccion de los niveles de proteina en cultivos de neuronas
corticales de ratén) utilizando la combinacién de Transferrina con 1,2-
dioleiloxi-3-(trimetilamonio) propano (DOTAP) vy colesterol (Tf-DOTAP:
colesterol) (Cardoso y cols., 2010). Por ello, los estudios se han orientado
hacia las formulaciones de caracteristicas similares a éstos ultimos lipidos
cationicos, pues presentan propiedades que les hacen mucho mas eficientes

gue los anteriores.

4.2.- Nanoparticulas derivadas de Polietilenimina

La Polietilenimina (PEI) es un polimero organico con una elevada densidad
de carga cationica, debido a la presencia de mdultiples grupos amino en su
esqueleto, lo que permite la interaccion electrostatica con los acidos
nucleicos. Estas NPs las podemos encontrar en dos formas: lineal y
ramificada, lo que le aporta diferentes caracteristicas, siendo la ramificada la

mas eficiente en la interaccién con los acidos nucleicos (Dunlap y cols., 1997).

Su estructura le confiere la capacidad de actuar como tampén a,
practicamente cualquier pH, por lo que es capaz de proteger al DNA de la
degradacion lisosomal. Una vez que el complejo PEI/DNA escapa de la
accion del endosoma, parece que entra en el ndcleo por un mecanismo aun
desconocido. Algunos autores defienden que la entrada al nucleo del
complejo que forma el DNA con PEI linear o ramificado, no es un mecanismo
dependiente de la division celular (Bruner y cols., 2002), mientras que otros
muestran que la eficiencia de transfeccion para los complejos de PEI
ramificado con el DNA es dependiente del ciclo celular (Grosse y cols., 2006).
Un mecanismo dependiente de mitosis podria explicar la baja eficiencia de

transfeccion 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 simpaticas 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 transfeccidon 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 liberacion en el nucleo
es dependiente de mitosis, existen otros mecanismos, como el complejo del
poro nuclear o mecanismos de captacion neuronales, que también intervienen
en la translocacion del complejo al nucleo, por lo que la division celular no es
un requisito indispensable para la transfeccion. Por ello, se han estudiado
diversas estrategias para aumentar la eficiencia de transfeccion como la
adicién de secuencias de localizacion nuclear, de residuos glicosil o ligandos

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

Estas NPs poseen, en general, una mayor eficiencia de transfeccion que
los lipidos catidnicos (Guerra-Crespo y cols., 2003) en células post-mitéticas
(aproximadamente de un 20%), pero no es suficiente para estudios que
requieren “ausencia de funcion” de un gen especifico (se requiere como
minimo 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), contindan siendo poco utiles en aplicaciones biomédicas.
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4 .3.- Dendrimeros

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

por tres dominios:

grupos funcionales

terminales
\.

O
47 ramificaciones
Punto focal

(interaccién)

Dendrimero Dendrén

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

la NP, representando las distintas generaciones (G).

e Un ndcleo central, que estd formado por uno o un grupo de atomos
con, al menos, dos funcionalidades quimicas que facilitan la insercién

de las ramificaciones.

e Las “ramificaciones”, compuestas por unidades repetitivas, organizadas
en una progresion geométrica, que forman una serie de capas radiales

conceéntricas denominadas "generacion” (G).

e Los grupos funcionales terminales, localizados en el exterior de la
macromolécula, y que poseen una funciébn determinante en su

interaccion con solventes, superficies u otras moléculas.
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Starbust® poliamidoamina (PAMAM) fue el primer dendrimero descrito para
aplicaciones bioldgicas, y ha sido, hasta la fecha, el mas estudiado (Pérez-
Martinez y cols., 2012c) como vehiculo de transfeccion (Tomalia y cols., 1996;
Pérez-Martinez y cols., 2011). Muestra una toxicidad dependiente de la
generacion, que esta directamente relacionada con el numero de grupos

amino terminales y la densidad de cargas positivas.

El transporte de los dendrimeros PAMAM y sus derivados a través de la
membrana celular se produce mediante la via endocitica (Jevprasesphant y
cols., 2004). Diversos factores, como la masa molecular del dendrimero, 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
captacion celular de los complejos formados por el dendrimero y el cargo
(dendriplejos) (Manunta y cols., 2004). Los dendrimeros han mostrado ser
capaces de atravesar las barreras celulares, actuando de forma eficiente
como transportadores de moléculas, incluyendo acidos nucleicos. Se ha
observado un aumento en la transfeccion cuando se modifica la estructura del
PAMAM con grupos menos polares, como polietilenglicol (PEG), en la
periferia, 0 cuando se combina la adicién de PEG junto a otro ligando con
elevada afinidad por determinadas células neuronales como la lactoferrina.
Ademas, también permite la union de proteinas o péptidos, facilitando su

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

En los ultimos afios, se han descrito varios tipos de dendrimeros capaces
de transfectar cultivos neuronales eficientemente, como dendrimeros
carbosilanos (Weber y cols., 2008; Posadas y cols, 2009), dendrimeros
basados en poliglicerol (Ofek y cols., 2010) o dendrimeros con nucleo de
polifenilenevinileno (PPV) (Rodrigo y cols., 2011; Posadas y cols., 2012,
Pérez-Carrion y cols., 2012), como el utilizado en esta Tesis Doctoral. Por
este motivo, los dendrimeros 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 mayoria por hexdgonos y, en los
extremos, por pentdgonos de carbono. El nimero de capas de grafeno
diferencia entre los nanotubos con base de carbono (CNT) formados por una
Unica capa (SWNTs: Single-Walled Nanotubes), por dos (DWNTs: Double-
Walled Nanotubes) o por mdultiples capas (MWNTs: Multiple-Walled
Nanotubes). Su tamafio varia desde un diametro de cilindro de 0,8 nm, de los
formados por una capa, a diametros superiores a 100 nm, de los que poseen

multiples capas.

Estas NPs muestran una baja solubilidad, que puede solventarse por la
incorporacion de diversas unidades (funcionalizaciones). Se han unido
dendrimeros de PAMAM a la superficie de los nanotubos, lo que se traduce
en un aumento de la transfeccion (Herrero y cols., 2009). La segunda cuestién
por resolver para su posible uso en terapia génica es su posible efecto toxico.
Los CNTs estan formados principalmente por grafeno, por lo que podrian ser
biopersistentes, es decir, no se pueden eliminar, permaneciendo por mucho
tiempo en el organismo, principalmente en los pulmones. Se ha observado
qgue la aplicacion de forma intratecal o mediante inhalacién faringea de una
suspension de SWCNT en ratén provoca una acumulacién persistente de
agregados de CNT en pulmones, seguido de una rapida formacién de
granulomas pulmonares Yy tejido fibrético (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 aun mejorar su funcionalizacion (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 expresion
génica, hacen de este mecanismo una valiosa herramienta en investigacion,
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 biologia celular, ya que el siRNA es una herramienta simple y
rapida para el estudio de la funcion de los genes. Los siRNAs también pueden
utilizarse para silenciar sisteméaticamente diversos genes de la célula (analisis
gendémico). 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

gue desempefian determinados genes en los procesos celulares de interés.

Actualmente, se estan desarrollando ensayos clinicos para el uso de siRNA
en el tratamiento de enfermedades como, por ejemplo, la degeneracion
macular (Sah y cols., 2006). Otros usos clinicos 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 expresion del virus de la gripe (Li y cols., 2005), y la inhibicion de la
replicacion del virus del sarampién (Hu y cols., 2005). También se han
propuesto tratamientos potenciales para enfermedades neurodegenerativas
(Posadas y cols., 2012; Pérez-Carrion y cols., 2012), prestando una atencion
particular a las enfermedades relacionadas con poliglutaminas entre las que
destaca la enfermedad de Huntington (Raoul y cols., 2006). Por ultimo, el
siRNA también se considera una alternativa prometedora para tratar el
cancer, mediante el silenciamiento diferencial de genes sobreexpresados en
células tumorales o genes involucrados en la division celular (Izquierdo y
cols., 2005; Putral y Gu, 2006; McMillan y cols., 2006; Monteagudo y cols.,
2012; Pérez-Martinez y cols., 2012hb).
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Un éarea clave de investigacion en el uso de siRNA en aplicaciones
biomédicas, es el desarrollo de métodos utiles para transportar el material
genético al interior de las células (evitando su degradacién) similares a los
gue se utilizan en terapia génica (Li y cols., 2006; Takeshita y Ochiya, 2006).
Los problemas que aparecen al trabajar con siRNA estan relacionados con su
degradabilidad, ya que son facilmente 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 nucleo 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 mas dificiles
de transfectar. A continuacion, se describen los grandes grupos de vectores
utilizados para introducir SIRNA en el interior celular.

5.1.- Transfeccién de células post-mitoticas mediante vectores virales

En células post-mitéticas, como neuronas o células cromafines, debido a la
baja eficiencia de transfeccion de los vectores no-virales clasicos, 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 transfeccion del siRNA en
células post-mitéticas, logrando aproximadamente un 80% de inhibicién de la
expresion de la proteina, lo que se considera suficiente para realizar los
estudios de “ausencia de funciéon”. No obstante, los vectores virales poseen

inconvenientes especificos, como son:

e Un elevado coste de produccion.

e Activacion de la respuesta inmune en el hospedador contra el agente

virico. 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 infeccién anterior,

como en el caso de los adenovirus (Chirmule y cols., 2000).
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e Problemas de seqguridad, en particular, en el uso de oncoretrovirus,

como ocurre cuando existe mutagénesis por insercion durante los
ensayos de terapia génica. Este tipo de inconvenientes ha supuesto una
enorme limitacion del uso de estos vectores, ya que se han dado casos
de muerte de varios pacientes que participaban en ensayos clinicos de
terapia génica utilizando vectores virales (Lemoine, 2002; Hacein-Bey-
Abina y cols., 2003; Gansbacher, 2003).

5.2.- Transfeccién de células post-mitdticas mediante métodos fisicos

Los vectores no virales engloban aquellas técnicas donde el material

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

Estos ultimos engloban los métodos de biobalistica, electroporacion, y

microinyeccion.
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o Disparo de particulas, biolistica o bombardeo de microproyectiles. El

material génico (normalmente DNA) a transferir es situado sobre la
superficie de pequefias gotas de 1-3 micras de didmetro 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
expresion de los genes, ya que la expresion conseguida suele ser
transitoria y con una frecuencia baja. Este hecho limita la biobalistica en la

aplicacién de la terapia génica (Tuting y cols., 1999).

e Microinyeccion. El material génico (DNA normalmente) es introducido

por inyeccién directamente en el nlcleo de las células gracias a la ayuda
de un micromanipulador, evitando de este modo la degradacion
citoplasmatica y lisosomal. Las células que sobreviven a este dafio y han
insertado el material genético, presentan una alta eficacia de su
expresion. El mayor problema que plantea es que hay que transfectar las
células de forma individual, lo que requiere un amplio esfuerzo y no

permitiria su uso en ensayos clinicos (Pausnitz, 2004).
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e Electroporacién. La aplicacion 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.- Transfeccion de células post-mitéticas mediante nanoparticulas

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 sintesis es menos costosa.
Aungue se han utilizado con éxito en la transfeccion de lineas celulares, a
pesar de su menor toxicidad, estos compuestos suelen mostrar una
transfeccion génica mas baja que los vectores virales, siendo éste su mayor

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

En un principio, las técnicas mas utilizadas para introducir DNA exdgeno en
células eucaridticas se basaba en la coprecipitacién con fosfato de calcio, asi
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 transfeccion, dependiendo del tipo celular, y mostrando una alta
toxicidad en cultivos primarios. La maxima transfeccion observada fue del
3,5% en neuronas hipotalamicas de ratén, que aumenté al 6,5% cuando se

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

Debido a la baja eficiencia de transfeccion que ofrecian estos compuestos
en células post-mitéticas, se estudiaron otros tipos de compuestos, como los
chitosanos y el colageno. Los chitosanos comprenden una familia de
polisacéaridos lineares binarios, derivados de polisacaridos catiénicos. Poseen
el inconveniente de que la eficiencia de transfeccion de chitosan/DNA
depende de varios factores como su grado de deacetilacion, su peso
molecular, la concentracion de DNA, la relacion entre las cargas amino del
chitosano y las cargas fosfato del DNA, concentracién de suero, pH y tipo

celular, lo que hace que su eficiencia de transfeccion sea muy variable.
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Sin embargo, en los ultimos afios se han estudiado NPs basadas en
chitosan para su posible aplicacion terapeutica en la liberacion 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 biologicos. Se han
estudiado otros polimeros naturales como posibles vectores no virales, como
el colageno. En este sentido, se ha observado que la eficiencia de
transfeccion aumenta cuando se utiliza colageno metilado (Wang y cols.,
2004), e incluso la forma desnaturalizada del colageno, la gelatina, ha
mostrado ser util como vector para la liberacién génica (Truong-Le y cols.,
1999).

En la ultima 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
gue podemos clasificar en distintos grupos como: lipidos catiénicos, derivados
de la PEI, dendrimeros y NPs con base de carbono (Pérez-Martinez y cols.,
2012c).

-Los estudios con lipidos catidnicos han sido variados. Las formulaciones
estudiadas ofrecen una eficiencia de transfeccion muy baja para poder
utilizarlas como NPs terapeuticas en células post-mitéticas, exceptuando el
caso de Lipofectamine2000®, con el que se han descrito reducciones de los
niveles de RNAm y proteina diana de un 70% en neuronas de hipocampo de
rata (Yan y cols., 2007).

-En el caso de las NPs derivadas de PEl, la eficiencia de transfeccion 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 concentracion 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 transfeccion (Fischer y cols., 1999). Los PEI lineares
muestran niveles de transfeccidbn menores (9% en neuronas simpéticas) que
los PEI que muestran ramificaciones (15% en neuronas hipotalamicas de

rata).

-Los dendrimeros son los vectores no virales que muestran la mayor
eficiencia de transfeccion en células neuronales. Por ejemplo, los
dendrimeros modificados con arginina (arginina-G4-PAMAM) muestran un 35-
40% de transfeccion en neuronas corticales (Kim y cols., 2006). En este
sentido, los éster de PAMAM permitieron liberar siRNA en cultivos primarios
mixtos de neuronas y glia, detectandose un 80% de reduccion de los niveles
de la proteina diana (Kim y cols., 2010), mientras que el dendrimeno NN16,
con grupos amonio en su periferia, produjo una reduccion del 80% en los
niveles de proteina diana en neuronas corticales de rata (Posadas y cols.,
2009). Un nuevo dendrimero con un nucleo de PPV mostr6 una gran
eficiencia de transfeccion tanto en neuronas granulares de cerebelo (Rodrigo
y cols., 2011) como en neuronas corticales de rata (Posadas y cols., 2012;
Pérez-Carrion y cols., 2012).

-Las NPs con base de carbono presentan los inconvenientes de su baja
solubilidad y toxicidad. En los udltimos afios se estan realizando diversas
modificaciones para solventar estos problemas, como la union de dendrones
PAMAM en la superficie, que les permiten ejercer como vectores eficientes
(Herrero y cols., 2009).
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Hipdtesis y Objetivos

1.- Hipotesis

La hipétesis 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
despolarizacién de la membrana celular, lo que conlleva la apertura de los
CCVD y a una entrada masiva de Ca?’, activando las rutas que provocan
finalmente la muerte celular por sobrecarga de Ca®*. La entrada de Ca®" 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. EI empleo de
nuevos vectores no virales que permitan inhibir de forma selectiva la sintesis
de subunidades a1 que componen los CCVD, nos puede permitir identificar
los CCVD responsables de la entrada de este ion en las células cromafines
bovinas tras la exposicion 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
ambigiedades que han surgido de la falta de selectividad completa de los
farmacos y toxinas utilizados en la diseccion farmacolégica de los CCVD.

45






Hipdtesis y Objetivos

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 contribucién de las subunidades de los CCVD Cavl.1, Cavl.2,
Cavl.3 (tipo L), Cav2.2 (tipo N), Cav2.1 (tipo P/Q) y Cav2.3 (tipo R) en la
entrada de Ca®" tras el estimulo con VTD en células cromafines bovinas.

4.- Comprobar la relacién entre el incremento de la [Ca®;

y los procesos
toxicos inducidos por VTD en células cromafines bovinas, y disminuir los
efectos de la sobrecarga de Ca** 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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Materiales y Métodos

1.- Cultivo primario de células cromafines bovinas

Las células cromafines de la médula adrenal se aislaron a partir de
glandulas adrenales bovinas, extraidas de los animales en un matadero local
y transportadas hasta el laboratorio a 4°C en solucion de Locke (en mM: 154
NacCl; 5,6 KCI; 3,6 NaHCOs3; 5,6 glucosa; 5 Hepes; pH 7,4), suplementada con
50 Ul/mL de penicilina (Sigma, Barcelona, Espafa), 50 pg/mL de
estreptomicina (Sigma) y 1mM de glutamina (Invitrogen, Carlsbad, CA). El
protocolo de cultivo utilizado fue la digestion de la médula adrenal con
colagenasa descrito por Livett en 1984, con las modificaciones introducidas

por nuestro grupo (Jordan y cols. 2000).

Una vez en la unidad de cultivos, se retir6 el tejido graso periadrenal y se
inicié el lavado de la glandula mediante la inyeccién de 30 mL de solucion de
Locke, a través de la vena adrenolumbar (o vena medular central). Este
procedimiento de lavado se repitid varias veces, con el fin de eliminar los
eritrocitos existentes en los vasos sanguineos de la glandula. El siguiente
paso fue la digestion enzimatica, realizada con solucién de Locke con 0,25%
de colagenasa (Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN), inhibidor de
tripsina al 0,5% (Sigma) y albumina sérica bovina (BSA, Sigma) al 0,5%. En
esta etapa se inyect6 la solucién de Locke/colagenasa a través de la vena
suprarrenal, y se incub6 a 37°C, permitiendo asi la accién Optima de la
enzima. La inyeccion de esta solucién enzimatica se repiti6 un total de 3

veces, durante 15 minutos cada vez.

Finalizada la fase de digestion, la glandula se secciond longitudinalmente y
se extrajo la médula, que se disgregd de forma mecanica (Fig. 15), y se
incub6 nuevamente en solucion de Locke/colagenasa a 37°C durante 30

minutos para asegurarnos de su completa digestion.
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Pasados los 30 minutos, se diluyé la solucién de incubacion mediante la
adicién de 100 mL de solucidon de Locke, y se filtr6 la suspension obtenida a
través de una malla de nylon, lo que permitié eliminar pequefios restos de
médula no digerida. La suspension celular que se obtuvo, se centrifugd a 500
rpm [48 xg; Rotor RS-720; Kubota (Kubota, Tokio, Japon)] durante 15 minutos
para sedimentar las células. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se
elimind y el precipitado celular se resuspendido en solucion de Locke
suplementada con 0,5% de BSA (Sigma) y 2,5 mM de Ca?".

Figura 15.-Disgregacion mecanica de la médula de la glandula suprarrenal bovina

durante el protocolo de cultivo de células cromafines bovinas.

A continuacién, se realiz6 una separacién y purificacion en gradiente de
Percoll® (Sigma). Para ello, se adiciond una solucién Percoll®/Locke (90:10
v/v) estéril a la suspension 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,
Espafia)] y a temperatura ambiente. Tras esta centrifugacion se pudo apreciar
la formacién 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. Mas abajo, se observo una capa de hematies residuales del

proceso (Fig. 16).

Car

Células cromafines
separadas por
gradientes de Percoll®

GaE kY

Figura 16.- Esquema de la muestra tras la separaciéon y purificacion en
gradiente de Percoll®.

Tras recoger las células cromafines contenidas en las dos capas descritas,
se procedi6 a lavar el Percoll® mediante la adicion de 100-150 mL de solucién
de Locke y su posterior centrifugacion durante 15 minutos a 500 rpm [48 Xxg;
Rotor RS-720; Kubota (Kubota, Tokio, Japdn)]. Se elimin6 el sobrenadante y
se repiti6 el lavado dos veces, descartando los restos de Percoll® que
pudiesen existir. El precipitado celular resultante de la dltima centrifugacion se
resuspendid6 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 antibiéticos (50 Ul/mL de penicilina y 50

pMg/mL de estreptomicina).
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Las células cromafines se sembraron en placas o cristales previamente
tratados con 50 pg/mL de poli-L-lisina (poli-L, Sigma) a una concentracion de
10° células/cm? (Fig. 17), y se mantuvieron a 37°C en un incubador con
atmosfera saturada en agua y 5% de CO,. En los experimentos se utilizaron

células de 1 a 5 dias de cultivo.

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

cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia es un método fisico de separacion utilizado para la
caracterizacion de mezclas complejas, teniendo aplicaciones utiles en todas
las ramas de la ciencia y la fisica. El conjunto de técnicas que engloba la
cromatografia estan basadas en el principio de retencién 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 cromatograficos

fueron llevadas a cabo por Tswett en el afio 1906.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas se
utiliza una fase moévil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido
supercritico) que arrastra la muestra a través de una fase estacionaria que
puede ser un sdlido o un liquido fijado en un sélido. Gracias a la naturaleza de
las fases movil 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,
separandose, pasan por un detector que genera una sefial que puede

depender de la concentracion y del tipo de compuesto.

Aungue clasicamente la HPLC so6lo necesitaba disponer de las dos fases
implicadas en el proceso y de una columna de separacion, debido al pequefio
didmetro de las particulas de fase estacionaria que se utilizan actualmente, se

requiere otros dispositivos adicionales que constituyen el cromatografo:

e Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de

mezclado de eluyentes).

e Dispositivo de inyeccion.

e Conducciones y conexiones.
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e Detector y reqgistrador.

e Columna.
Dentro de la HPLC, podemos distinguir distintos tipos:

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

los compuestos en base a su polaridad. La NP-HPLC cayd en desuso a los
afos setenta con el desarrollo del HPLC de fase reversa o Reversed-phase

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

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

estacionaria apolar y una fase moévil de polaridad moderada. El tiempo de
retencion es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que
las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente. Se basa en el
principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de
repulsibn entre un disolvente relativamente polar, un compuesto

relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar.

e Cromatografia de exclusion molecular. También conocida como

cromatografia por filtracion en gel, separa las particulas de la muestra en
funcion de su tamafio. Generalmente se trata de una cromatografia de baja
resolucién de forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso
de purificacion. También es muy util para la determinacion de la estructura

terciaria y cuaternaria de las proteinas purificadas.

e Cromatografia de intercambio i6nico. La retencibn se basa en la

atraccion electrostatica entre los iones en solucion 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 cromatografia es ampliamente utilizada en la purificacion de
agua, concentracion de componentes traza, Ligand-exchange
chromatography, lon-exchange chromatography of proteins, High-pH anion-

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

sustancias bioldgicamente activas de formar complejos estables,
especificos y reversibles. La formacion de estos complejos implica la
participacion de fuerzas moleculares como las interacciones electrostaticas,
dipolo-dipolo, hidrofébicas y puentes de hidrogeno, entre las particulas de

la muestra y la fase estacionaria.

Para nuestros estudios utilizamos la RP-HPLC.

2.1.- Determinacién de secreciobn de catecolaminas en células

cromafines

Hemos utilizado RP-HPLC para la determinacion de las catecolaminas
(CAs), adrenalina y noradrenalina, secretadas por las células cromafines
bovinas en cultivo. Estas moléculas presentan propiedades de Oxido-
reduccion que pueden detectarse gracias a este comportamiento quimico, por

lo que se decidié emplear la técnica de deteccion electroquimica.

Para este tipo de experimentos, las células cromafines se sembraron en
placas de 24 pocillos a una concentracién de 10° células/cm? y, tras 3 dias en
cultivo, las células se lavaron durante 30 minutos con 500 pL de Krebs-
HEPES (en mM: 140 NaCl; 5 KCI; 1,2 MgSOy; 2,5 CaCly; 15 HEPES; 11
glucosa; pH 7,4). Los parametros que hemos estudiado han sido: 1) liberacion
basal de CAs; 2) liberacién de CAs tras estimulacién con K*; 3) contenido
celular de CAs post-estimulacion; 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 retir0 para determinar en esta
solucioén la liberacion basal de CAs. A continuacién, las mismas células se
incubaron durante otros 5 minutos con Krebs-HEPES suplementado con una
elevada concentracion de K* (75 mM), que se recogi6 (para medir la
liberacion de CAs en la estimulacion) y se sustituyé de nuevo por solucion
Krebs-HEPES (para medir la liberacién de CAs post-estimulacién durante 5
minutos adicionales). Esta ultima solucién se sustituyé por 500 yL de acido

perclérico (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,
Espafa)] durante 5 minutos, obteniéndose un sobrenadante que contenia las

CAs no liberadas por las células.

El volumen de muestra necesario para el andlisis de CAs fue de 100 pL,
gue se inyectaron mediante un sistema de bombeo Gilson Modelo 234 (Gilson
Medical Electronics, Francia) utilizando un programa isocratico con un flujo
constante de 1 mL/minuto, pasando a través de una precolumna de fase
reversa C18 de Supelco (Sigma; 5 um tamafo de particula, 30 mm de
longitud y 4 mm de diametro) y una columna LiChrosphere 100 RP-18 (HP
Series 1200, Hewlett-Packard, Estados Unidos), con un tamafio de particula

de 5 ym, 4 mm de diametro y 125 mm de longitud.
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Figura 18. Anédlisis diferencial de CAs por HPLC acoplada a deteccidn
electroquimica. Ejemplo de cromatograma, obtenido segun las condiciones
cromatogréficas descritas en el texto, de una muestra patrén utilizada para comprobar
la reproducibilidad de los resultados. Dicha muestra patrén tiene una composicién
conocida: 5 ng de noradrenalina, 5 ng de adrenalina y 10 ng de dihidroxibenzilamina
(DHBA).
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La fase movil utilizada fue igual a la descrita anteriormente para estudios
similares (Kempf y Mandel, 1981), con la siguiente composiciéon (en mM): 80
NaH,PO,; 0,13 EDTA; 5 acido heptasulfénico; 10% de metanol; pH 3,2,
ajustado con &cido ortofosforico. Antes de su utilizacion la fase movil se
introdujo en un bafio de sonicacién durante 15 minutos, favoreciendo asi su

desgasificacion.

El detector electroquimico utilizado fue el Coulochem Il (modelo 5200; ESA,
Estados Unidos) que consta de dos células analiticas (ESA 5011): el voltaje
de la célula 1 o de oxidacion se fij6 a -50 mV y se ajusto a una sensibilidad de
100 pA; el voltaje de la célula 2 o de reduccion se fijé en +250 mV y con una
sensibilidad de 500 nA. La deteccion fue integrada, cuantificando el area bajo
la curva de los picos obtenidos y calculada la concentracién de CAs por
estandar interno mediante el software de Gilson (Modelo 714, Unipoint®,
Francia) siguiendo un método estandar. La secrecion de CAs (tanto para
adrenalina como noradrenalina) se expresé como porcentaje liberado frente al
contenido total de aminas presente en las células al comienzo del

experimento. Como estandar interno se utilizé dihidroxibenzilamida (DHBA).

Los tiempos de retencion para la columna LiChrosphere 100 RP-18 (HP
Series 1200, Hewlett-Packard, Estados Unidos), expresados como media +

sem, fueron (Fig. 18):
e Noradrenalina: 5,28 £ 0,7 minutos (n=16)
e Adrenalina: 10,40 £ 0,9 minutos (n=16)

e DHBA: 15,62 £ 0,5 minutos (n=16)
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3.- Empleo de nanoparticulas y siRNA en células cromafines

bovinas

3.1.- Formacién de los dendriplejos (dendrimero/siRNA)

La denominacion "dendriplejo" hace referencia al complejo formado por el
dendrimero unido de forma electroestatica al siRNA. Los dendriplejos se
formaron mezclando cantidades iguales de volumen de un dendrimero con
nucleo 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-Carrion y cols., 2012).
Los dendriplejos se realizaron con distintas concentraciones de TGD y siRNA
dependiendo de la concentracion molar deseada, y la mezcla se incubo

durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion suave.

3.2.- Caracterizacion de la uniéon dendrimero/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
dendrimero frente a las RNAsas que se encuentran en fluidos bioldgicos,
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 separacion de moléculas como
consecuencia de su diferente movilidad en un campo eléctrico. Los acidos
nucleicos estan cargados de forma negativa debido a su esqueleto de grupos
fosfato. Por tanto, en una electroforesis, los acidos nucleicos migraran hacia

el polo positivo, es decir, el anodo.

La agarosa es un polisacarido extraido de algas marinas que tiene la
propiedad de mantenerse en estado sélido a temperatura ambiente, pero que
a altas temperaturas se torna liquida. Esta caracteristica permite una facil

preparacion de una matriz porosa para ser usada en electroforesis. La

60



Materiales y Métodos

concentracion de agarosa tipicamente utilizada para electroforesis de material
genético esta entre el 0,5% y el 2% (peso/volumen), estableciéndose que, a

mayor concentracion, menor tamafio de los poros de la matriz, y viceversa.

Para la visualizacion de los é&cidos nucleicos se utiliz6 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 emisién se detecta con

un transiluminador u otra fuente de luz ultravioleta (UV).

Dendrimero
(PPV)

NH

NH,
@ NH;,

Figura 19.- Esquema de las interacciones electroestaticas entre

dendrimero y siRNA.

En nuestros estudios, utilizamos un dendrimero 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 electrostatica
forman un dendriplejo, y las cargas quedan compensadas, formando una
molécula neutra, que no avanzara en el gel de agarosa, ya que su carga es
nula. Para conocer la concentracion exacta que debemos utilizar para que
todo el siRNA esté acoplado con el dendrimero, necesitamos conocer la
relacion N/P (relacion entre el nUmero de grupos amino con carga positiva del
dendrimero y el nimero de fosfatos con carga negativa del siRNA) con el que
se consigue que todas las cargas positivas y negativas estén interactuando.
Si la relacién no es la correcta, encontramos una molécula cargada de forma
positiva 0 negativa, que podremos discriminar por su avance en el gel de
agarosa. Por otro lado, el estudio de esa fuerza de union entre el dendrimero
y el siRNA, ademés de la proteccion que ejerce la NP sobre la posible
degradacion del siRNA en presencia de RNAsas, es necesario para la

caracterizacion correcta de la union dendrimero/siRNA.

Agarosa (g) TAE 1X (ml)
0,6 50

Tris-Acetato EDTA _
(TAE) 10X
Tris base 48,4 g
Acido Aceéetico Glacial 11,42 ml
EDTAO,5M (pH=8) 20 ml
H,0 DEPC (o comercial) Hasta 1L

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 utilizd para caracterizar nuestro
dendrimero. En primer lugar, necesitamos conocer la relacion

dendrimero/siRNA adecuada para obtener la mayor eficiencia de union
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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 dendrimero (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 agitacion 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 calent6 la mezcla en un
microondas hasta que se disolvi6 la agarosa. En este punto, se afiadieron 5
puL de BrEt (10 mg/mL, Sigma). Se afiadio a la cubeta de electroforesis, y
colocamos los peines para generar los pocillos. Se dejé gelificar a
temperatura ambiente. A continuacion, se rellen6 la cubeta con TAE 1X hasta
cubrir el gel, y se cargaron las muestras, preparadas con Buffer de carga 10X
(500 pL Glicerol, 500 yL TAE 1X y 2,5 mg de Azul de Bromofenol), en los
distintos carriles. La electroforesis se realizé durante 15 minutos a 60 mV en
un gel de agarosa al 1,2%, conteniendo 0,017% de BrEt. Los geles se
fotografiaron bajo iluminacion UV en un transiluminador, y las bandas se
cuantificaron con un sistema de analisis 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 union entre el dendrimero TGD y el siRNA, estudiando
asi la capacidad que tiene el ambiente anionico del interior de la célula de
desplazar las moléculas de siRNA de su union al dendriplejo y liberarlo
intacto, con actividad biolégica, antes de que fuera degradado en los
lisosomas. Los experimentos se realizaron incubando los dendriplejos
formados a una relacion N/P de 3,5, con cantidades crecientes (0; 0,25; 0,5;
1;1,5; 2y 2,5 ug heparina/ug TGD) de heparina (Sigma, Barcelona, Espafia).
Este compuesto compite con la union electrostatica del siRNA al dendrimero,
ya que posee una elevada densidad de cargas negativas (es polianiénico),
desplazando al 4cido nucleico. Estos experimentos nos proporcionan una idea

sobre la fuerza de unién del dendrimero/siRNA. Si esta fuerza de unién es
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demasiado fuerte, el dendrimero no sera capaz de liberar el siRNA al interior
celular, y no tendra lugar el silenciamiento. La mezcla se corrié en un gel de
agarosa, bajo las mismas condiciones que el ensayo de retardo en gel antes
descrito.

3.2.3.- Efecto protector del dendrimero sobre la degradacion del siRNA por
RNasas

Para evaluar el efecto protector del dendrimero, los dendriplejos formados
a una relacion N/P de 3,5 o siRNA solo, se incubaron con 0,25% de RNAsa A
(Sigma, Barcelona, Espafia) durante 30 minutos a 37 C. Tras la incubacion,
las muestras se enfriaron a 4°C y se expusieron a un exceso de heparina (2,5
Mg heparina/ug TGD), para asegurar la disociacion 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 minimo de 2

veces para comprobar la reproducibilidad de los resultados.

3.3.- Estudio de la transfeccidn y toxicidad del dendriplejo

Junto a otras pruebas, los estudios de citometria de flujo se realizaron para
evaluar la captacion del dendriplejo TGD/siRNA por las células cromafines de

la médula adrenal y la toxicidad del mismo.

La citometria de flujo es una técnica que permite un andlisis celular
multiparamétrico de forma rapida, sensible y especifica. Trabaja con células
en suspensién gque pasan de forma unitaria (gracias a la formacion de un
estrecho tubo de fluido envolvente), por delante de un laser de excitacion, con
una longitud de onda determinada, recogiéndose parametros como: la
difraccién frontal de la luz (reflejo del tamafio celular), la reflexion 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 emisiéon (Fig. 20). De esta forma, ofrece informacion simultanea de varios
pardmetros de cada una de las células analizadas, y la relacion entre los

parametros de las células.

Para estudiar la captacion del dendrimero por células cromafines, se
sembraron en placas de 6 pocillos (tratadas previamente con poli-L) a una

concentracion de 10° células/cm?.

Integracion de P,
datos

Sistema de flujo

——y

Filtros

~A

Laser Detectores

Figura 20.- Esquema del funcionamiento de un citometro de flujo.

Una de las caracteristicas de este dendrimero, es que es capaz de emitir
fluorescencia cuando se excita con luz UV gracias a su nucleo de PPV
(longitud de onda de excitacién de 310 nm y de emision de 406 nm), por lo
gue de esta forma, la medicion se puede realizar observando directamente la

emision de la NP, y colocalizarla si se le une otro fluoréforo.
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Se realizaron los siguientes tratamientos:

e unas muestras se incubaron con 100 nM de siRNA marcado con
fluoresceina (FAM-siRNA) sélo, actuando como control, descartando asi 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.

e 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 concentracion de siRNA utilizada en todos los tratamientos fue de 100
nM, y la del dendrimero 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 adicién de
tripsina-EDTA (Sigma) al 25% durante 3 minutos, y se lavaron con un tampon
fosfato-salino (PBS). Las células totales (vivas y muertas), presentes en la
suspension resultante al unir la suspension celular y el medio condicionado,
se centrifugaron a 1.200 rpm [120 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 5417R
(Eppendorf Iberica, Madrid, Espafa)] durante 5 minutos.

La captacion de los dendriplejos fue estudiada utilizando siRNA marcado
con fluoresceina. Para ello, las células cromafines fueron sembradas en
cristales de 20 mm de diametro previamente tratados con poli-L. La
transfeccion se llevd a cabo mediante dendriplejos formados por 2 uM del
dendrimero TGD y 100 nM de FAM-siRNA (ratio N/P de 7,1), durante 24-120
horas a 37°C en una atmdésfera saturada con 95% de O, y 5% de CO,. Tras
los distintos periodos de incubacion, la internalizacion celular del dendriplejo
se evalud estudiando la emision fluorescente que emite el FAM-siRNA
(longitud de onda de excitacién de 488 nm y de emisién de 520 nm) utilizando
un microscopio Leica DMRXA y una camara Leica DC500 (Nikon, Melville,
NY). La eficiencia de transfeccion se evalué mediante el recuento de las
células fluorescentes, con respecto al numero 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-

reaccion 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 concentracién de 0,5 x 10° células por pocillo. Se trataron con los

siguientes dendriplejos:

Dendriplejo CCVD de estudio
2 uM TGD + 100 nM Cav1.1 siRNA CCVD tipo L (a1S)
2 uM TGD + 100 nM Cav1.2 siRNA CCVD tipo L (a1C)
2 uM TGD + 100 nM Cav1.3 siRNA CCVD tipo L (a1D)
2 uM TGD + 100 nM Cav2.1 siRNA CCVD tipo P/Q (a1A)
2 uM TGD + 100 nM Cav2.2 siRNA CCVD tipo N (a1B)
2 uM TGD + 100 nM Cav2.3 siRNA CCVD tipo R (a1E)
2 uM TGD + 100 nM Cav2.1 siRNA+ 100 nM | CCVD tipo P/Q (a1A) + tipo N (a1B)
Cav2.2 siRNA

Tabla 3.- Dendriplejos utilizados en los tratamientos de las células cromafines.
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Las secuencias de los siRNA utilizados para la transfeccion fueron las

siguientes:

Gen Secuencia siRNA Localizacion

CACNAI1C, tipo L 5 .. CAAGGUGUGGUACGUGGUCAALtt 3° 40084028
(Cav1.2) 3" acGUUCCACACCAUGCACCAGUU.. 57

CACNA1S, tipo L 5 ..GAAGACGAGCCCGAGGUCCCAtt 3 2288-2308
(Cav1.1) 3" acCUUCUGCUCGGGCUCCAGGGU.. §

CACNA1D, tipo L 5 .UUGAUCCUGAGAAUGAAGAAGtt 3’ 1343-1363
(Cav1.3) 3" agAACUAGGACUCUUACUUCUUC.. 57

CACNA1B, tipo N 5 .. CCGGACUGCAUUGGAGAUCAAtt 3° 5495-5515
(Cav2.2) 3" gtGGCCUGACGUAACCUCUAGUU.. 5

CACNA1A, tipo P/IQ 5 ..CGCGGUGGAUAAUCUGGCUAAtt 3 2170-2190
(Cav2.1) 3" gtGCGCCACCUAUUAGACCGAUU.. 5

CACNA1E, tipo R 5 .. CCGAGCGUGCUUCAUGAACAAtt 3° 744-764
(Cav2.3) 3 ttGGCUCGCACGAAGUACUUGUU.. 57

Tabla 4.- Secuencias diana de los CCVD de células cromafines bovinas. Se comprob6

que las secuencias fueran especificas, y no coincidieran con ningun otro gen.

3.4.1.- Aislamiento de RNA total

El RNA total celular se aislé6 mediante un método estandar con tiocianato
de guanidinio-fenol-cloroformo (TriPure® lIsolation 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 enddgenas. Por ello, en un dnico paso se
consigue la homogenizacion celular, y con la adicién de cloroformo y su
posterior centrifugacion, se consigue una separacion 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 mas inferior (Fig. 21). A
continuacion, se recoge la fase acuosa superior y se separa en un tubo de 1,5
mL nuevo. De ella obtendremos, tras su precipitacion con isopropanol, el
RNA. Al final, la calidad y la concentracion de RNA se evaluaron por

espectrofotometria (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 contaminacion con DNA gendmico.

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
continuacion, recogimos las células en 200 pL de Tripure®, en tubos de 1,5
mL e incubamos durante 5 minutos a 4°C. El siguiente paso fue la adicion de
100 pL de Cloroformo (Sigma) a cada tubo, que fue agitado en vortex durante
15-30 segundos, tras la cual se dejo en incubacion durante 15 minutos a 4°C.
Pasado el tiempo de incubacion, se observo la formacion de las tres fases
descritas anteriormente (Fig. 21), y se procedid a extraer la parte acuosa

superior incolora que contenia el RNA, y se deposité en otro tubo de 1,5 mL.

Fase acuosa incolora
l===/ (RNA)

Interfase blanquecina | contiene DNA 'y

Fase organica rosa proteina

Figura 21.- Visualizacion de la muestra tras la primera centrifugacioén.

A este tubo, con la fase acuosa incolora, se le afiadié un volumen de 250
pL de isopropanol (Sigma), se agit6 mediante inversion y se incubd durante
30 minutos a 4°C. Transcurridos los 30 minutos, se centrifugé a 10.500 rpm
[11.700 xg; rotor FA-45-30-11; eppendorf 5417R (Eppendorf Iberica, Madrid,
Espafia)] durante 10 minutos, a 4°C. El sobrenadante se desechd, y se le
adicionaron 500 pL de etanol (EtOH, Sigma) al 75%, tras lo que se centrifugo
a 10.500 rpm [11.700 xg; rotor FA-45-30-11; eppendorf 5417R (Eppendorf

Iberica, Madrid, Espafia)] durante 5 minutos, a 4°C. Finalmente, se retir6 el
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sobrenadante, y se resuspendi6 el precipitado resultante (RNA) en 10 uL de
agua DEPC estéril y se procedio a su cuantificacion por espectrofotometria

(Infinite 200, Tecan, Salzburg, Austria).

3.4.2.- Sintesis de DNA copia (cDNA)

El RNA total extraido, siempre que no mostrara ningun signo de
degradacion o contaminacion con DNA genomico, se transformé en cDNA
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster
City, CA) y éste se utilizo para realizar la real time RT-PCR. La reaccion se
realizo utilizando procedimientos estandar 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 60°C. La reaccion de la
real time RT-PCR se mantuvo a 95°C durante 10 minutos, seguida de 40
ciclos de: 95°C durante 15 segundos y 60°C durante un minuto. En cada
experimento, se calculé la media del ciclo umbral [cycle threshold (C+)] de los
triplicados de cada uno de los genes estudiados y del gen utilizado como
referencia, pudiendo asi comparar la expresion génica tras los diferentes
tratamientos (Pan y cols., 2007; Gras y cols, 2009).

Los primers utilizados fueron: Cavl.1l (alS): 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)]; Cavl.2 (alC): 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);
Cavl.3 (alD): 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 (alA): 5-GCA AAG GAA
AGG ACA TCA ACA-3'(Fw) y 5-AGA GAG AAG AGG GAG GTG AAG-
3’(Rv); Cav2.2 (alB): 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 (alE): 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). EI gen GAPDH se utilizé 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 Ca*' intracelular en células cromafines como ha sido
demostrado por nuestro grupo y por otros (Jordan y cols., 2000, 2002, 2003;
Cano-Abad y cols., 2001).

Para inducir la muerte, se utilizd una solucion madre de 100 mM de VTD,
gue se diluy6é en proporcién 1:1.000 en medio de cultivo DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA), suplementado con 1 mM de glutamina (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y antibidticos (50 Ul/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina
(Sigma, Barcelona, Espafia), para conseguir la dosis deseada de 100 uM de
VTD. El tiempo de incubacion con VTD (100 puM) dependié del estudio a
realizar, debido a que se han estudiado procesos que acontecen tras
diferentes periodos de exposicion a VTD, pero su efecto siempre se estudio
24 horas después del inicio de la exposicion.

4.1.- Estudios de incremento de la [Ca®"];

Los cambios en la [Ca®'] en las células cromafines bovinas tras
estimularlas con VTD (100 uM) se determinaron mediante microscopia de
fluorescencia utilizando la sonda ratiométrica sensible al Ca?* Fura-2, en su

forma de éster acetoximetilo (Fura-2 AM, Invitrogen).

Las formas éster, como la utilizada en estos estudios, son moléculas
hidrofébicas e insensibles a la presencia de iones, capaces de atravesar la
membrana plasmética. Una vez en el citosol, los enlaces éster son
hidrolizados por esterasas intracelulares, liberandose la forma polianiénica del

compuesto y quedando atrapada en el interior celular.

Las sustancias fluorescentes pueden emitir a una o varias longitudes de
onda (A), dando lugar a un espectro de emision. Las sondas fluorescentes

sensibles al Ca®* (el i6n que desencadena los mecanismos de muerte, y por
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tanto el que nos interesaba estudiar en este trabajo) son fluoroforos que
pueden unirse de forma selectiva y reversible al Ca®*, como resultado de lo
cual varian sus propiedades Opticas: cambia su espectro de excitacion (como
en el caso del Fura-2) o de emisién (como en el Indo-1) o bien la intensidad
de la fluorescencia que emiten (como Fluo-3 o Fluo-4). La mayoria de estas
sondas fluorescentes sensibles al Ca?* son moléculas policarboxiladas que
derivan del &cido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético (BAPTA),
gue fueron desarrolladas inicialmente por el grupo de Tsien y colaboradores
(Tsieny 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 relacibn sefal/ruido con
concentraciones pequefias (1-5 pM), evitando asi problemas de
tamponamiento del Ca**, que podrian producirse al ser derivados de BAPTA.
Ademas, es ideal para medir las variaciones en la [Ca*']i que se producen en
modelos de muerte celular, similares al utilizado en esta Tesis Doctoral. Por
ultimo, cabe destacar que la intensidad de fluorescencia del Fura-2 aumenta a
medida que el compuesto liga Ca®*, al mismo tiempo que el espectro de

excitacion se desplaza hacia el azul.

La ventaja fundamental de las sondas ratiométricas con respecto a las no
ratiométricas (aquellas en las que la unién de Ca*" Gnicamente 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 concentracién que haya alcanzado la sonda
en el interior celular, 2) variaciones en la intensidad/trayecto de la excitacion y
en la eficiencia de la deteccion, 3) el grado de "photobleaching” de la sonda
(proceso por el cual la luz excitadora genera la transformacion irreversible de
la sonda en metabolitos intermediarios igualmente fluorescentes pero con una
afinidad por el Ca®* mucho menor o incluso nula) y 4) la tasa de extrusién de
la sonda por parte de transportadores de aniones organicos presentes en las

membranas celulares como la P-glicoproteina.

72



Materiales y Métodos

Para el estudio de las variaciones de la [Ca®"];

tras la exposicion a VTD, las
células se sembraron a una concentracién de 0,2 x 10° células/cm? en
cristales de 20 mm de didmetro, tratados previamente con poli-L. Tras los
tratamientos correspondientes, las células se incubaron con 5 pM de Fura-2
AM (durante 1 hora), a 37°C. A continuacion, y una vez en el microscopio, las
células fueron estimuladas de forma aguda con VTD (100 uM). Para el estudio

del incremento de la [Ca®;

se utilizd un microscopio Leica DMRXA, con los
filtros de fluorescencia adecuados (A de excitacion a 340 y 380 nm),

captandose una A de emision a 520 nm mediante una camara Leica DC500.

39,8 uM Ca2+ libre
\ Emision = 510 nm
)

0.61635 \ﬁQ

Excitacion

250 450
Longitud de onda (nm)

Figura 22.- Espectro de excitacion de Fura-2 en presencia de

concentraciones de 0 a 39,8 uM de ca® libre.

Los cambios en los niveles de [Ca®];

se expresaron mediante la relacion
(F340/F3g0) entre la emision de fluorescencia a 510 nm con una longitud de
onda de excitacién de 340 nm (Fig. 22) y la emision de fluorescencia a 510

nm con una longitud de onda de 380 nm (Grynkiewicz y cols., 1985). El

73



Materiales y Métodos

2+]i

incremento de la [Ca“"]i de cada célula se realiz6 mediante el calculo del area

bajo la curva. De este modo, el aumento del area bajo la curva refleja el
2+
li,

incremento de la [Ca independientemente de que sea 0 no oscilatorio

(Lépez y cols., 1995; Jordan y cols., 2000).

4.2 .- Estudios de viabilidad celular

La viabilidad de las células cromafines bovinas ante los diferentes
tratamientos, tanto con VTD (100 uM) como con TGD, se estudié utilizando

las siguientes técnicas:

4.2.1.- Estudio de células positivas a loduro de Propidio mediante citometria
de flujo

Las células cromafines se sembraron en placas de 24 pocillos tratadas
previamente con poli-L, a una concentracion de 10° células/cm? y se

realizaron los tratamientos correspondientes.

Para medir el porcentaje de células permeables a ioduro de propidio (IP,
Sigma, Barcelona, Espafa), es decir, muertas, se retiraron los medios de
cultivo, se lavaron con un tampon fosfato-salino (PBS) y se incubaron en un
volumen de 400 puL de medio de cultivo con un 3% de FBS, que contenia 5
pg/mL de IP durante 30 minutos a 37°C. Las células se separaron del fondo
de la placa mediante la adicion de tripsina-EDTA (Sigma) al 25%, durante 3
minutos. Seguidamente, se afadieron 400 pL de medio de cultivo, y la
suspension celular se centrifugd a 1.200 rpm [120 xg; rotor FA-45-30-11,
Eppendorf 5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, Espafia)] durante 5 minutos. El
precipitado celular resultante se resuspendié en medio de cultivo con un 3%
de FBS, siguiendo un protocolo descrito previamente (Lee y cols., 2004). A
continuacion, las células se inyectaron en el citbmetro de flujo modelo BD-
LSR (BD Biosciences), y a partir de la evaluacién de 10* células se calcul6 el
porcentaje de células positivas para IP (porcentaje de toxicidad). Los
resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia respecto al grupo

control (tratado con vehiculo) (Carridon y cols., 2011).
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4.2.2.- Reduccion 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 concentraciéon de 10° células/cm? y se

realizaron los tratamientos correpondientes.

Este ensayo es un método colorimétrico cuantitativo que se basa en la
reduccién de MTT por la accion de la succinato deshidrogenasa mitocondrial,
generando cristales de formazan insolubles en medio acuoso, pero
solubilizables mediante el uso de disolventes organicos. Este producto puede

ser cuantificado espectrofotométricamente.

Sustrato MTT

Cristales de formazan solubilizados

Figura 23.- Esquema de la transformacion del MTT. A la izquierda el stock de MTT,

y a la derecha los cristales de formazan disueltos.

Para medir la actividad mitocondrial (marcador de la funcionalidad y
viabilidad celular), se retir6 el medio de incubacion, y tras lavar los pocillos
con PBS, se afiadi6é un volumen de 400 uL del medio de cultivo que contenia
MTT (Sigma, Barcelona, Espafia) a una concentracién de 5 mg/mL. Tras una
incubacion de 4 horas, se retird el sobrenadante y los cristales insolubles de
formazan formados se disolvieron en 200 uL de DMSO. La absorbancia se
midié en un espectofotémetro (Infinite 200) a una A de 540 nm, empleando
una A de referencia de 690 nm. La viabilidad celular (actividad mitocondrial) se
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expresd como porcentaje de MTT transformado en formazan respecto al

grupo control (tratado con vehiculo) (Posadas y cols., 2007).

4.2.3.- Determinacién 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 concentracion de
10° células/cm?. Se realizaron los correspondientes tratamientos y, una vez
completados, los efectos toxicos se evaluaron midiendo la liberacién 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 mecanicamente, y lisadas con triton X-100 al 0,9% (v/v)
en PBS. La absorbancia del lisado y del sobrenadante celular se leyo
utilizando un espectofotémetro (Infinite 200) a una longitud de onda de 490
nm, segun el protocolo del kit comercial utilizado. La viabilidad celular se
expresd 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.- Produccion de ROS

Como se ha descrito antes, en el apartado 3.3 de la seccion de Material y
Métodos, la citometria de flujo permite el estudio de la fluorescencia emitida
individualmente por cada célula marcada con el fluor6foro adecuado. Para
medir la produccién de ROS se utilizé 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 37°C. A continuacién, las células se inyectaron en el citbmetro de
flujp modelo BD-LSR (BD Biosciences), y a partir de la evaluacién de 10*
células se calcul6 el porcentaje de células positivas para CM-H2DCFDA, es
decir, la produccion de ROS. Los resultados se expresaron como intensidad
de fluorescencia respecto al grupo control (tratado con vehiculo) (Carridn y
cols., 2011).
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4.4.- Determinacién de la actividad caspasa 3

Las caspasas son proteinas capaces de hidrolizar otras proteinas en sitios
especificos (Stennicke y cols., 1999). Aprovechando esta caracteristica, la
actividad caspasa 3, que participa en las fases finales del proceso de
apoptosis (Boatright y Salvesen, 2003), se puede cuantificar gracias al disefio
de secuencias peptidicas, especificamente reconocidas como sustrato, a las
que se ha unido un fluoréforo o cromdéforo que se activa al ser separado por la

hidrélisis especifica que ejerce esta enzima.

Se utilizé el sustrato fluorogénico Z-DEVD-AFC (Calbiochem, Cambridge,
MA, USA), que es reconocido por la caspasa 3, que contiene la secuencia de
reconocimiento Aspartico-Glutamico-Valina-Aspartico (DEVD), y esta unida al
fluoréforo 7-amino-4-trifluorometil cumarina (AFC), que emite fluorescencia al
hidrolizarse el péptido. La intensidad de fluorescencia generada por el
fluoréforo 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 concentracién de 0,5 x 10° células por pocillo. Tras los
tratamientos correspondientes, las células fueron lavadas con PBS vy
despegadas mediante tripsinizacion. El precipitado resultante tras centrifugar
las células a 1.200 rpm [150 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf 5417R
(Eppendorf Iberica, Madrid, Espafia)], 5 minutos a 4°C, se resuspendié en un
tampdn de lisis (en mM: 100 HEPES, 5 DTT, 5 EGTA, 0,04% Nonidet P-40 y
20% glicerol, pH 7,4) y se incub6 60 minutos a 4°C, tras lo que se procedio a
centrifugar las muestras a 4.200 rpm [1.800 xg; rotor FA-45-30-11, Eppendorf
5417R (Eppendorf Iberica, Madrid, Espafia)] durante 15 minutos a 4°C.

La concentracion de proteina en los sobrenadantes se determiné mediante
el ensayo del acido bicinconinico (BCA), siguiendo un protocolo estandar
(Pierce, Rockfork, IL). Se preparo el reactivo de trabajo mezclando el reactivo

A con el reactivo B, en una proporcién de 50:1, respectivamente.
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Se utilizé 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 cargé una placa de 96
pocillos transparente con 10 pL de cada punto de la curva de calibrado
(concentracion conocida) por duplicado, y 10 uL de las muestras problema por
triplicado. Se afadieron 200 pL de reactivo de trabajo por pocillo, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. La
absorbancia se midié en un espectofotometro (Infinite 200) a una A de 540
nm, y los resultados se interpolaron con las concentraciones conocidas de la

curva de calibrado.

Una vez conocida la concentracion de proteinas de los extractos celulares,
se utilizaron 30 ug de proteina por muestra, y se incubaron con un buffer de
reaccion (en mM: 25 HEPES, 10 DTT, 10% sucrose y 0,1% 3-[(3-cholamido
propyl)-dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfonic acid) que contenia 50
UM de sustrato fluorescente Z-DEVD-AFC, a 37°C durante 1 hora. La
fluorescencia emitida se determindé en un espectrofotometro (Infinite 200) a
una A de excitacion de 400 nm y una A de emision de 505 nm (Jordan y cols.,
2004).

5.- Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + error estdndar de la media
(media £ sem), de un minimo de tres experimentos diferentes. Las diferencias
entre los grupos, para cada uno de los parametros analizados, se analizaron
utilizando el test Kruskal-Wallis. Un valor de probabilidad (p-valor) menor a
0,05 se consider6 significativa (p<0,05). El software SPSS 13.0 (Chicago, IL)
se utilizé para realizar todo el analisis estadistico.
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1.- Caracterizacion del cultivo de células cromafines bovinas

Las células presentaron un aspecto morfolégico 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 didmetro, previamente tratados con poli-L. Mediante su
visualizacion con luz de transmision, estas células presentaron ciertas
caracteristicas inequivocas, como su forma redondeada (esféricas en cultivo)
y su tendencia a agregarse entre si en grupos de hasta varias decenas de

células (Fenwick y cols., 1978).

Estudios fisiologicos han demostrado que las CAs adrenalina y
noradrenalina se almacenan en las células cromafines de la médula adrenal
(Hillarp y Hokfelt, 1953; Eranko, 1955). Mediante la determinacion por HPLC
de la cantidad de noradrenalina y adrenalina contenida en las células en
cultivo, se estimé el porcentaje de células cromafines adrenérgicas o

noradrenérgicas que presentaban nuestros cultivos.

100+

Catecolaminas totales (%)

1
Noradrenalina Adrenalina

Figura 24.- Estimacion del porcentaje de células noradrenérgicas y
adrenérgicas mediante la determinacion de CAs por HPLC. Los datos

vienen expresados como media + sem (n=23).

Se calculd el contenido porcentual de noradrenalina y adrenalina (Fig. 24),

mediante separacion por HPLC acoplada a un detector electroquimico, segun
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se describe en la seccién Material y Métodos. En nuestros cultivos obtuvimos,
basandonos 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 parametro representativo de la
funcionalidad de las células cromafines, la capacidad de secrecion de CAs en
respuesta a la exposicion 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 concentracion de K* hasta 75 mM en el medio
extracelular durante 5 minutos provoco una respuesta secretora que alcanz6
niveles maximos 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 secrecion.

204

Catecolaminas secretadas
post-estimulacion (% total)

1
Noradrenalina Adrenalina

Figura 25.- Estimacion del porcentaje de secrecién de CAs tras la
estimulacion con K (75 mM) durante 5 minutos, determinadas por

HPLC. Los datos vienen expresados como media + sem (n=16).
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2.- Caracterizacion de la interaccion TGD/siRNA

2.1.- Formacion y estabilidad del dendriplejo

Las cargas positivas de la periferia del dendrimero TGD pueden neutralizar
las cargas negativas de los grupos fosfatos del sSiRNA. De este modo, se pudo
observar la retencion del siRNA, debida a la union electrostatica con el
dendrimero a distintas relaciones N/P, donde N representa las cargas
positivas de los nitrégenos protonados del dendrimero, y P las cargas
negativas de los fosfatos del siRNA. Al aumentar la relacién N/P, es decir, la
cantidad relativa de cargas positivas, disminuy6 la cantidad de siRNA libre, ya
gue existia mas siRNA reaccionando con el dendrimero. Con una relacién N/P
igual a 3,5 (Fig. 26, carril 3), se observd que todo el siRNA estaba

completamente retenido por TGD y no se observaba siRNA libre.

RatioN*/P- | ¥ 15 35 7 105 14

Carril

siRNA unido a TGD

siRNA libre

Figura 26.- Estabilidad del dendriplejo TGD/siRNA. Se realiz6 un retardo
en gel de agarosa al 1,2%. El orden de carga de los pocillos fue el siguiente:
carril 1: siRNA solo; carril 2: relacion N/P de 1,5; carril 3: relacion N/P de
3,5; carril 4: relaciéon N/P de 7; carril 5: relacion N/P de 10,5; y carril 6:
relacion N/P de 14.
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Se estudid la fuerza de la union entre siRNA y el dendrimero, mediante el
ensayo de desplazamiento con heparina. Los experimentos se realizaron
incubando los dendriplejos formados a una relacion N/P de 3,5, con
cantidades crecientes (0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 y 2,5 pg heparina/pg TGD) de
heparina (Sigma). Este compuesto compite con la unién electrostatica del
siRNA al dendrimero, ya que posee una elevada densidad de cargas
negativas, desplazando al acido nucleico. Se observo que el siRNA se liberd
completamente del dendrimero cuando la relacion heparina (ug)/TGD (ug) fue
de 2,5 (Fig. 27, carril 8).

Heparina |ima 0 025 05 1 15 2 25

Carril 2 3 4 5 6 7 8

Figura 27.- Ensayo de desplazamiento con heparina. Se realizé un
retardo en gel de agarosa al 1,2%. El orden de carga de los pocillos fue
el siguiente: carril 1: siRNA soélo; carril 2: relacion heparina/TGD de 0;
carril 3: relacién heparina/TGD de 0,25; carril 4: relacion heparinaTGD
de 0,5; carril 5: relaciébn heparina/TGD de 1; carril 6: relacion
heparina/TGD de 1,5; carril 7: relacion heparina/TGD DE 2; y carril 8:
relacion heparina/TGD de 2,5.
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2.2.- Proteccion del siRNA ante la degradacién por RNAsas

Para comprobar un posible efecto protector del dendrimero TGD sobre el

siRNA, realizamos un ensayo de proteccion de RNAasas.

Observamos que en presencia de RNasa A al 0,25%, el siRNA unido a
TGD no mostro signos de degradacion 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 indic6, que el dendrimero
es capaz de proteger al SIRNA de la accién de las RNAsas.

siRNA

Dendrimero
RNasa

Heparina

Carril

Figura 28.- Protecciéon del siRNA ante la accion de RNAsas. El orden
de carga de los pocillos fue el siguiente: carril 1: siRNA soélo; carril 2:
dendriplejo formado por TGD/siRNA; carril 3: siRNA + RNAsa A (0,25%);
carril 4: dendriplejo + heparina (2,5 pg heparina/ug TGD); carril 5:
dendriplejo + RNAsa (0,25%) + heparina (2,5 ug heparina/ug TGD).
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2.3.- Captacion y toxicidad de TGD en células cromafines bovinas

2.3.1.- Estudio de la captacién de TGD por citometria de flujo y microscopia

de fluorescencia

Las células cromafines bovinas fueron tratadas con 100 uM de FAM-siRNA
s6lo o con dendriplejos formados con 100 nM de FAM-siRNA vy
concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 uM), con objeto de
determinar su grado de incorporacién en las células. Tras diferentes periodos
de incubacion de 24, 48 y 72 horas, se analizaron las muestras en un
citometro de flujo. La incorporacion del dendriplejo a una relacion N/P de 7 (2
UM TGD/100 nM FAM-siRNA), durante 48-72 horas, alcanz6 valores de
practicamente un 100%, manteniéndose los mismos niveles de transfeccion
tras la incubacion durante estos tiempos con dendriplejos formados con

mayores cantidades del dendrimero (Fig. 29).
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Figura 29.- Determinacion del grado de captacion de TGD en células
cromafines bovinas mediante citometria de flujo. Se realizaron
tratamientos con siRNA-FAM solo y con concentraciones crecientes del
dendrimero unido al sSiRNA-FAM. Los datos vienen expresados como media +

sem (n=3).
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Campo claro Fluoresceina

FAM-siRNA

TGD/FAM-siRNA
(24h)

(48h)

TGD/FAM-siRNA

TGD/FAM-siRNA
(72h)

Figura 30.- Transfeccion de FAM-siRNA y TGD/FAM-siRNA a 24, 48 y
72h. Imagenes 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 diametro, se trataron
con FAM-siRNA (100 nM) sélo o con el dendriplejo a un ratio N/P de 7 (2 uM
TGD/100 nM FAM-siRNA), durante 24, 48 y 72 horas, y se observo la
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cantidad de FAM-siRNA incorporado por las células cromafines mediante

microscopia de fluorescencia.

Las células cromafines bovinas tratadas solo con FAM-siRNA, durante
estos periodos de tiempo, practicamente no mostraron fluorescencia en el
interior de las mismas cuando se excitaron a la longitud de onda de 488 nm, y
se midié la emisidén a 520 nm (Fig. 30). Por el contrario, la incubacion de las
células cromafines bovinas en presencia de los dendriplejos increment6 el
namero de células fluorescentes con el tiempo, confirmando que a 48 y 72
horas practicamente todas las células mostraron positividad para la

fluorescencia que emite el FAM-siRNA (A de excitacién/emision: 488/520 nm).

2.3.2.- Estudio de la toxicidad de TGD en células cromafines bovinas

Al tiempo que se estudio la transfeccion de los dendriplejos por citometria
de flujo, también se estudio la viabilidad celular incubando las células con IP,
segun se describe en la secciébn Material y Métodos. Los dendriplejos
formados con una concentracion de TGD de hasta 4 pM, no mostraron
toxicidad. Sin embargo, dosis mayores a 4 uM de TGD comenzaron a mostrar
un incremento del porcentaje de células positivas a IP, siendo este incremento
significativo tras la incubacion durante 48-72 horas con los dendriplejos
formados con 6 y 8 uM de TGD (Fig. 31).
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Figura 31.- Estudio de la viabilidad celular por citometria de flujo
mediante incubacion con IP. Se realizaron tratamientos con siRNA-FAM
s6lo y con concentraciones crecientes del dendrimero 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 dendrimero mediante otras técnicas de
viabilidad celular, como la reduccién de MTT y medida del porcentaje de la
enzima LDH liberada al medio extracelular, mostraron una reduccion del
porcentaje de transformacién de MTT (actividad mitocondrial) a partir de una
concentracion de TGD de 4 pM, a 72 horas de incubacion (Fig. 32).
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Figura 32.- Toxicidad de TGD tras 72 horas de exposicién medida por
ensayo de MTT. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes
de dendrimero. Los datos vienen expresados como media * sem (n=6).

*p<0,05, respecto a las células tratadas con vehiculo (V).

Asimismo, se observo un aumento significativo del porcentaje de la enzima
LDH liberada a las dosis de 6 y 8 uM de TGD, tras 72 horas (Fig. 33).
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Figura 33.- Ensayo de LDH tras 72 horas de exposicion. Las células fueron
tratadas con vehiculo (V), y con concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6
y 8 puM). Los datos vienen expresados como media £ sem, (n=6). *p<0,05,

respecto a las células tratadas con vehiculo (V).
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Dosis iguales o inferiores a 4 pyM de TGD no produjeron cambios

significativos en ninguno de estos parametros de toxicidad estudiados en el

tiempo de incubacion de 72 horas (Figs. 31-33).

2.4.- Producciéon de ROS

Para medir la produccion ROS se utilizé el protocolo descrito previamente,
incubando las células CM-H2DCFDA, durante 15 minutos a 37°C. Tras la

exposicion a distintas concentraciones de TGD durante 72 horas se observo

por citometria de flujo que a partir de la dosis de 4 uM de TGD se produjo un

incremento en la produccién de ROS (Fig. 34).
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Figura 34.- Estudio de ROS tras 72 horas de exposicion a TGD

mediante citometria de flujo. Las células se trataron con vehiculo (V), o

con concentraciones crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 uM), y se incubaron

con CM-H2DCFDA. Los datos vienen expresados como media + sem,

(n=3). **p<0,01, respecto a las células tratadas con vehiculo (V).
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2.5.- Actividad caspasa 3 inducida por TGD

La determinacion de la actividad caspasa 3 se realizo utilizando el sustrato
fluorogénico Z-DEVD-AFC (Calbiochem), reconocido por la caspasa 3 a
través de la secuencia Aspartico-Glutamico-Valina-Aspartico (DEVD), que
estd unida al fluoréforo AFC y que emite fluorescencia al hidrolizarse el
péptido. La intensidad de fluorescencia generada por el fluoréforo 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 observdé un aumento de esta actividad enzimatica a
dosis iguales o superiores a 6 UM, con respecto al detectado en las células

tratadas Unicamente con vehiculo (Fig. 35).
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Figura 35.- Estudio de la actividad caspasa 3 tras 72 horas de
exposicion. Se midié la actividad caspasa 3 en lisados celulares totales
obtenidos de células con vehiculo (V), y tratadas con concentraciones
crecientes de TGD (1, 2, 4, 6 y 8 uM). Los datos vienen expresados como

media £ sem, (n=3). *p<0,05, respecto a las células tratadas con vehiculo (V).
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3.- Estudio del silenciamiento génico de diferentes
subunidades a1 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) Cav1l.1;
B) Cavl.2; C) Cavl.3; D) Cav2.1; E) Cav2.2; y F) Cav2.3, comparadas con la
expresion 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 uM de TGD y 100 nM de uno de los
siRNA especificos para el silenciamiento las subunidades Cavl.1l, Cavl.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 incubacion (Fig. 36).
Tras el silenciamiento selectivo de cada una de estas subunidades, solo se
redujeron los niveles de RNAmM de la subunidad deseada, sin observarse
ninguna alteracion en la expresion de las otras subunidades, mostrando asi la
selectividad de los tratamientos empleados. Ademas, los dendriplejos
formados con un siRNA disefiado para no silenciar ningin gen conocido
(siRNA scramble), no alteraron la expresion de ningin RNAm, confirmando
también la selectividad de nuestros tratamientos. Los niveles de expresion de
RNAm tras los tratamientos con siRNAs selectivos para cada subunidad de
los CCVD (Tabla 5) fueron: 10,2 + 5,6% de la subunidad Cavl.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 expresion (n=3).

Subunidad de CCVD Nivel de expresion de RNAm

Control 100 %

Cav1.1 10,2+ 5,6 %
Cav1.2 24181 %
Cav1.3 14,3+23 %
Cav2.1 297+69%
Cav2.2 249+45%
Cav2.3 18,2+1,7 %

Tabla 5.- Porcentaje de los niveles de expresion 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).
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4.- Caracterizacion del modelo de muerte por VTD en células

cromafines bovinas

La produccion 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

parametro indicador de toxicidad celular.

601

3 I

40-

— %

nk:

20+

0~ T T T
0 0.5 1 2

tiempo (h)

Intensidad de fluorescencia DCF
(Unidades Arbitrarias)

w =
O =

Figura 37.- Curso temporal de la produccién de ROS. Se incubaron las
células con VTD (100 puM) durante 0,5, 1, 2, 3 y 6 h, y se estudi6 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 exposicion=0).

En esta Tesis Doctoral se estudio si en la muerte celular inducida por VTD
estaban también involucradas las ROS. Para ello, se expusieron las células
cromafines bovinas a 100 uM de VTD durante distintos tiempos y se estudio la
produccion de ROS al cabo de 24 horas. Se observo que el estrés oxidativo
se produjo tras la exposicion a VTD durante 30 minutos, alcanzando a este
tiempo un nivel maximo que se conservo tras exposiciones mas largas a VTD
(Fig. 37).
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Figura 38.- Toxicidad de VTD sobre la funcién mitocondrial en las
células cromafines bovinas. Se incubaron las células con VTD (100 uM)
durante varios tiempos, y se estudié la reduccién de MTT a formazan 24
horas después. La funcionalidad mitocondrial viene expresada en funcién del
porcentaje de formazan 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 exposicion=0).

Para producir una disminucién de la actividad deshidrogenasa mitocondrial,
tomada como un marcador de toxicidad celular, se necesita un tiempo de
exposicién a VTD algo superior a aquel en el que se produce el incremento de
ROS. De este modo, se observé una reduccion significativa de la actividad
mitocondrial, cuantificada por la transformacion de MTT a formazan, tras la
exposicion a VTD durante 1 hora, y esa reduccion fue progresiva al

incrementar el tiempo de exposicién a VTD (Fig. 38).

Por otro lado, también se estudi6 si en nuestro modelo de muerte celular
inducido por VTD estaba involucrada la via intrinseca de la apoptosis mediada
por caspasas. Se observl que esta via estaba implicada, ya que se produjo
un incremento significativo de la actividad caspasa 3 a partir de una hora de
exposicion a VTD (Fig. 39), siendo este aumento de actividad caspasa
también progresivo al incrementar el tiempo de exposicion a VTD. Por ultimo,
se evalud la muerte celular producida por VTD mediante la determinacion de

la enzima LDH liberada al medio extracelular (Fig. 40). Se observdé un
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aumento progresivo de la muerte celular a partir de la exposicion a VTD

durante 2 horas.
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Figura 39.- Curso temporal de la actividad caspasa 3 en células

cromafines bovinas. Se midi6 la actividad caspasa 3 en lisados celulares

totales obtenidos de células sin tratar (control) y tratadas con VTD (100 uM)

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

exposicion=0).
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Figura 40.- Evaluacion 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 pM), 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 exposicion=0).
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5.- Efecto de la inhibicion selectiva de diversos CCVD sobre el

incremento de la [Ca?']; inducida por VTD

Se evaluaron los cambios en la [Ca®']; que se produjeron tras la exposicion
a 100 uM de VTD de las células cromafines bovinas, asi como el efecto que

tuvo sobre dichos cambios en la [Ca®"]

la supresion selectiva de varias
subunidades a de los diversos tipos de CCVD presentes en las células
cromafines. La exposicion a VTD (100 uM) produjo un incremento rapido de la
[Ca®"];, en forma de picos de sierra (Fig. 41), que concuerda con los efectos

descritos previamente para esta toxina (Neher y cols., 1995).
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Figura 41.- Incremento de [Ca2+]i inducido por la exposicion a
VTD (100 pM) en células cromafines . Se muestra una figura
representativa, caracteristica de los efectos del alcaloide en las

células cromafines bovinas.

La inhibicion selectiva de la expresion de las subunidades Cavl.1, Cavl.2,
Cav1l.3 (tipo L), Cav2.1 (tipo P/Q), Cav2.2 (tipo N) y Cav2.3 (tipo R), modulo

"], de forma diferente. Las subunidades Cav1.2 y

este incremento de la [Ca
Cav1.3 contribuyeron de forma significativa, ya que cuando se silencidé una de

estas subunidades, se observé una disminucién en la cantidad de Ca*" que
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entra en la célula tras el estimulo con VTD (Fig. 42). Una disminucion mas
pronunciada, en los movimientos de Ca®" intracelular a través de los CCVD,
en respuesta al tratamiento con VTD, se detecto al silenciar las subunidades
Cav2.1y Cav2.2. Aungue se observo una disminucion mayor en la subunidad
Cav2.2, esta diferencia con Cav2.1 no fue estadisticamente significativa (Fig.
42). La eliminacion selectiva de las subunidades Cavl.1 y Cav2.3 no modifico
los cambios en los niveles de Ca** intracelular inducidos por VTD indicando

2+]i

su escasa contribucion al incremento en la [Ca“']; inducido por el alcaloide.
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Figura 42.- Estudio del efecto de la inhibicidon selectiva de CCVD sobre el
incremento de [Caz+]i inducido por VTD (100 pM). 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 inhibicion selectiva de diversos CCVD sobre la

produccion de ROS y la actividad caspasa 3 inducida por VTD

La produccion de ROS inducida por el tratamiento con VTD (100 puM)
durante 30 minutos, y determinada 24 horas después, se redujo de forma
significativa en las células en las que previamente se inhibio la expresion de
las subunidades Cav2.2 y Cav2.1 (Fig. 43). Por el contrario, el silenciamiento
de las subunidades Cavl.l, Cavl.2, Cavl.3 y Cav2.3 no produjo ningun

cambio en este incremento de ROS producido por VTD (Fig. 43).
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Figura 43.- Estudio del efecto de la inhibicion selectiva de las
subunidades a1 de los diferentes CCVD sobre la produccién de ROS,
tras la exposicion a VTD (100 uM, 30 minutos), comparadas con las
células control. Los datos vienen expresados como media = sem (n=3).
**n<0,01, comparando las células tratadas con VTD (100 puM) y las control

(C); #p<0,05, respecto de las células tratadas sélo con VTD.
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También se estudio la actividad caspasa 3 en respuesta la exposicion a
VTD (100 pM) durante 1 hora. La exposicion al alcaloide produjo un
incremento marcado de la actividad enzimética que se inhibié tras el
silenciamiento de las subunidades Cavl.2, Cavl.3, Cav2.1l y Cav2.2. Es
llamativo que también fue el silenciamiento de las subunidades Cav2.2 y
Cav2.1 las que mas redujeron la activacion de la caspasa 3, inhibiendo casi
completamente los cambios producidos por 100 uM de VTD (Fig. 44). Aunque
se observo un efecto mayor de la subunidad Cav2.2, no fue estadisticamente

significativo respecto a la Cav2.1.
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Figura 44.- Estudio del efecto de la inhibicion selectiva de las
subunidades a1 de los diferentes CCVD sobre la actividad caspasa 3
inducida por VTD (100 puM, 2h). Los datos vienen expresados como media +
sem (n=3). **p<0,01, comparando las células tratadas con VTD (100 uM) y las
control (C); ##p<0,01, #p<0,05, respecto de las células tratadas sélo con

VTD.
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7.- Efecto de la inhibiciobn selectiva de CCVD sobre la

toxicidad inducida por VTD

Por otra parte, resultados similares se obtuvieron al estudiar la toxicidad
inducida por VTD (100 puM) durante 1 hora determinada mediante la técnica
de MTT, aunque en este caso el silenciamiento de las subunidades Cav2.2 y
Cav2.1 inhibieron practicamente en su totalidad la toxicidad inducida por VTD

a este nivel (Fig. 45).
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Figura 45.- Estudio del efecto de la inhibicion selectiva de las
subunidades a1 de los diferentes CCVD sobre la actividad mitocondrial
inducida por VTD (100 pM, lhora). Los datos vienen expresados como
media + sem (n=3). *p<0,05, comparando las células tratadas con VTD (100

UM) y las control (C); #p<0,05, respecto de las células tratadas sélo con VTD.

Por altimo, 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 exposicion a VTD (100 uM) durante 2 horas y cuantificada 24

horas después mediante ensayo de LDH (Fig. 46).
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8.- Efecto de la inhibicibn selectiva simultanea de las
subunidades a1 de los CCVD Cav2.1y Cav2.2

Puesto que los CCVD que participaron de forma mas significativa en la
muerte celular inducida por VTD fueron el Cav2.1 (tipo P/Q) y el Cav2.2 (tipo
N), el siguiente paso consisti6 en la inhibicion simultdnea de las dos
subunidades a de dichos CCVD, mediante la formacion de un dendriplejo
formado por siRNA selectivo para silenciar estas subunidades (2 uM TGD/100
nM Cav2.1 siRNA/100 nM Cav2.2 siRNA).
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Figura 46.- Estudio del efecto de la inhibicion selectiva de las
subunidades a1 de los diferentes CCVD sobre la muerte celular inducida
por VTD (100 uM, 2h). La mortalidad celular viene expresada en funcién del
porcentaje de LDH liberada. Los datos vienen expresados como media + sem
(n=3). ***p<0,001, comparando las células tratadas con VTD (100 pM) vy las
control (C); #p<0,05, ##p<0,01, respecto de las células tratadas solo 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 pM de TGD y 100 nM de siRNA especifico de las
subunidades Cav2.1 y Cav2.2 fueron capaces de disminuir de forma
significativa y selectiva la expresion génica de ambas subunidades, tras 72

horas de incubacion.
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Figura 47.- Estudio del silenciamiento génico de la subunidad Cav2.1
(a1A). Los valores de RNAm de la subunidad Cav2.1 fueron: 29,7 + 6,8%
cuando se trat6 con el dendriplejo TGD/ Cav2.1 siRNA, y 11,3 + 2,3% cuando
se tratd 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

©.
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8.2.- Efecto de la inhibicion simultanea de las subunidades a de los
CCVD Cav2.1y Cav2.2 sobre el incremento de la [Ca®']; inducido por VTD

El silenciamiento simultdneo de las subunidades a de los canales Cav2.1
(tipo P/Q) y Cav2.2 (tipo N), redujo la entrada de Ca?' en las células
cromafines, tras la exposicion a VTD 100 uM, alrededor de un 75% (Fig. 49).
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Figura 48.- Estudio del silenciamiento génico de la subunidad Cav2.2
(a1B). Los valores de RNAm de la subunidad Cav2.2 fueron: 21,1 + 2,9%
cuando se trat6 con el dendriplejo TGD/ Cav2.2 siRNA, y 11,3 * 2,3% cuando
se tratd 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

(©).

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”" al interior de las células inducida por VTD (100
puM) tras el silenciamiento génico de dos subunidades de forma simultanea. A)
Cuantificacion de la [Caz"]i en unidades arbitrarias; B) Imagenes obtenidas en el microscopio
de fluorescencia y andlisis de dichas imagenes. Los resultados vienen expresados como

media + sem (n=3). ***p<0,001, respecto al control (C).
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8.3.- Efecto de la inhibicidon de las subunidades a de los CCVD Cav2.1y

Cav2.2 sobre la muerte celular inducida por VTD

El silenciamiento simultaneo de las subunidades Cav2.1 y Cav2.2
individualmente redujo significativamente la muerte celular inducida por VTD,
estudiada mediante la liberaciéon de LDH, producida por la exposicion a VTD
(100 pM) durante 2 horas y medida 24 horas después. La inhibicion
simultanea 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 inhibicién selectiva simultdnea de
Cav2.1 y Cav2.2 sobre la muerte celular inducida por VTD (100 pM, 2h).
La mortalidad celular viene expresada en funcién del porcentaje de LDH
liberada. Los datos vienen expresados como media = sem (n=3). ***p<0,001,
comparando las células tratadas con VTD (100 uM) y las control (C); #p<0,05,

##p<0,01, respecto de las células tratadas s6lo con VTD.
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Discusion

Uno de los problemas fundamentales en la neurociencia consiste en
determinar si existe una asociacién preferente entre el i6n Ca®* que entra por
un determinado tipo de canal y la regulacién especifica de alguna funcion
fisiologica o patologica de las células nerviosas. Hasta ahora, la aproximacién
a este problema se ha basado en la diseccién farmacolégica de los canales.
No obstante, este método tiene la objecion de la inespecificidad de los
diversos farmacos y toxinas utilizados para bloquear los diversos tipos de
CCVD.

Utilizando células neuroendocrinas, que estan consideradas como un buen
modelo para estudiar ciertos aspectos de la fisiologia neuronal, como son las
células cromafines, que expresan varios subtipos de CCVD, la cuestién que
hemos intentado resolver es si el Ca** que entra en las células tras la
estimulacién con VTD provoca una toxicidad celular asociada a la entrada de
Ca®* por un tipo especifico de CCVD activado, o si, por el contrario, la
toxicidad celular se asocia a la cantidad total de Ca*" que entra en la célula,
independientemente de su via de entrada. En otras palabras, ¢existe una
funcién especifica para el Ca®* que entra por un tipo determinado de CCVD?
o, por el contrario, no hay funcion especifica para el Ca®* que entra por una
via especifica y sus acciones dependen solamente de la [Ca®']

independientemente de cual sea su via de entrada.

En esta Tesis Doctoral hemos intentado responder a esta pregunta
utilizando un nuevo abordaje que consiste en la eliminacion selectiva de los
diversos tipos de CCVD utilizando siRNA, que es introducido en las células

cromafines, utilizando un dendrimero (TGD) como vector no viral.
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1.- Caracterizacion del cultivo de células cromafines bovinas

1.1.- Caracteristicas morfoldgicas 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
caracteristicas inequivocas como su forma redondeada y su tendencia a
agregarse entre si en grupos de varias decenas de células (Fenwick y cols.,
1978). Por otro lado, muchos autores han descrito que tras unos dias 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 més alla del quinto dia en cultivo, ni se afadieron factores de
crecimiento o de diferenciacion, nuestros cultivos primarios no presentaron

estos signos de diferenciacion.

El estudio con microscopia de campo claro, muestra que aunque los
cultivos celulares utilizados estan compuestos de forma predominante por
células cromafines, también existe un pequefio nimero de células de otros
tipos, como células endoteliales y fibroblastos. Estos tipos celulares actian
como soporte de las células cromafines, y favorecen su viabilidad. Podriamos
pensar que la presencia de estas células pudiera alterar la validez de los
resultados, pero debido al bajo nUmero de células de otro tipo presentes, en
este caso, soOlo podrian enmascarar sutilmente los datos. Ademas, se ha
comprobado que estos tipos celulares practicamente no expresan CCVD
(Benavides y cols., 2004), por lo que descartamos que pudieran alterar

significativamente nuestros resultados.

1.2.- Actividad fisiologica 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

deteccidon de estas CAs la hemos realizado utilizando la técnica de HPLC de
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fase reversa acoplada a un detector electroquimico siguiendo el método
empleado en nuestro grupo en estudios previos (Calvo y cols., 1995). No se
ha descrito una diferencia significativa en la dotacion 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 determinacion 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 proporcién es inversa a la descrita en algunos articulos para
células cromafines bovinas, que proponen una proporcion 80:20 de
adrenalina:noradrenalina (Craviso y cols., 2003), aunque este porcentaje
puede variar significativamente, dependiendo del método de aislamiento y de
la purificacion en gradientes de Percoll® (Moro y cols., 1990). Adicionalmente,
otros articulos han mostrado que, dependiendo de la regidén que se aisle de la
médula adrenal bovina, aumenta la proporcion de células noradrenérgicas

frente a las adrenérgicas (Garcia-Palomero y cols., 2001).

Hemos observado que las células son funcionalmente activas, puesto que
liberan CAs en respuesta a la estimulacion con elevadas concentraciones de
un agente despolarizante como es el K" extracelular, mostrando una mayor
secrecion 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 secrecion, en el
gue, como se ha comprobado previamente, participan en buena medida los
CCVD (Cefay cols., 1983) aqui 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 ion Na*
a través de los canales de Na* voltaje-dependientes (Ohta y cols., 1973; Hille,
1992). Esto sugiere que las oscilaciones de [Ca®'] inducidas por VTD
comienzan por la despolarizacion de la membrana, como consecuencia del
incremento de la permeabilidad al i6n Na® antes mencionada. Esta
despolarizacién modifica el potencial de membrana hacia valores mas
préximos a la activacion de los CCVD, que serian los responsables de la
entrada de Ca®" tal y como ha sido descrito por nuestro grupo y por otros
(Kilpatrick y cols., 1982; Jordan y cols., 2000; Garcia y cols., 2006). De hecho,

es conocido que las oscilaciones de [Ca?'];

inducidas por VTD se previenen
por la retirada del Ca*" externo (Jordan 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; Lépez y cols., 1994; Maroto
y cols., 1994, 1996; Cano-Abad y cols., 1998; Novalbos y cols., 1999).
Dependiendo de la concentraciéon y el tiempo de exposicion, la VTD puede
promover en células cromafines la secrecion de CAs (Cheek y cols., 1993a, b;
Finnegan y Wightman, 1995) o procesos toxicos que pueden terminar
desencadenando, si este estimulo es lo suficientemente agresivo, la muerte

celular (Jordan y cols., 2000).

En esta Tesis Doctoral se han estudiado estos procesos toxicos producidos
por la exposicion a VTD, que estan relacionados con procesos similares
observados durante la muerte neuronal inducida por isquemia y en

enfermedades neurodegenerativas (Takei y cols., 1989; Ashley, 1986).

2.1.- Caracteristicas de las corrientes de Ca®" generadas por VTD en

células cromafines bovinas

2+]i

El incremento de la [Ca“]; es una sefial de transduccion para muchos

procesos fisiologicos. En un buen numero de células estudiadas, dicho
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cambio en la [Ca®"]

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 fisioldgicas, ya que son
facilmente observables en términos de frecuencia o duracién de las
oscilaciones de Ca®', asi como en términos de amplitud del incremento de la
[Ca®"].. Tras la observacién de los procesos responsables de la generacién de
las oscilaciones en la [Ca®'];, se han destacado dos mecanismos: por una
parte, las oscilaciones aumentan debido a cambios periddicos en el potencial
de membrana y la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca?*, el cual
entra a través de receptores de membrana (Gorman y Thomas, 1978;
Schlegel y cols., 1987), y por otra, un intercambio dindmico de Ca*" entre el
citosol y los depdsitos intracelulares (Cuthbertson y Cobbold, 1986; Tsien y
Tsien, 1990). En algunos casos, ambos mecanismos pueden cooperar, la
entrada de Ca** a través de la membrana plasmatica dispara la liberacion
masiva de Ca®" desde los depésitos intracelulares, lo que amplifica la [Ca?"];

(Friel y Tsien, 1992).

En esta Tesis Doctoral, hemos estudiado la contribucion relativa de los
CCVD a la entrada de Ca®* a través de la membrana plasmatica, en respuesta
a VTD. Estudios previos concluyen que la movilizacion de Ca®* desde los

) tras el

depositos intracelulares no participa en el incremento de la [Ca
estimulo con VTD (Garaschuk y cols., 1997), ya que el tratamiento con
farmacos como thapsigargina y ryanodina no afectan de forma significativa a
éstas oscilaciones inducidas por VTD en células cromafines bovinas (Lépez y
cols., 1995). Una conclusién similar se ha obtenido en células de higado de

rata (McNulty y Taylor, 1993).

Se conoce que la VTD despolariza las células excitables mediante la
prevencion de la inactivacion de los canales de Na® voltaje-dependientes
(Catterall y Coppersmith, 1981; Lépez y cols., 1995), manteniéndolos abiertos
durante largos periodos de tiempo. Este efecto despolarizante es oscilatorio y
provoca un incremento ciclico en el flujo de Na* y Ca* (Amy y Kirshner,

1982), el cual induce, en condiciones fisioldgicas, la liberacion de CAs de las
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células cromafines (Cefa y cols., 1983; Sihra y cols., 1984; Yokoo y cols.,
1998). Por otro lado, se conoce que estas oscilaciones en la [Ca®];
provocadas por elevadas concentraciones de VTD son duraderas y no
desaparecen tras la eliminacion del farmaco, interpretindose como una
sobrecarga de Ca** que explica el conocido efecto citotéxico de la VTD en

neuronas y células cromafines (Maroto y cols., 1994).

2.2.- Estudio de los efectos toxicos 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; Jordan y cols., 2000). En la presente Tesis Doctoral, hemos
confirmado la accién neurotdxica producida por la exposicion a VTD y descrito
algunos de los mecanismos activados en células cromafines bovinas durante
la toxicidad inducida por VTD. Asi, algunos de los efectos toxicos que
promueve, en las células cromafines, la exposicion a elevadas
concentraciones de VTD son: 1) aumento del estrés oxidativo; 2) disfuncion

mitocondrial; 3) activacion de la via de las caspasas; y 4) muerte celular.

La secuencia propuesta de la alteracion de los mecanismos homeostaticos
de Na*y Ca?*, que llevaria a la muerte de las células cromafines tratadas con
VTD y el mecanismo de citoproteccion ofrecido por la inhibicién selectiva de
diferentes CCVD seria el siguiente: 1) la VTD retrasa la inactivacién 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 despolarizacién celular y la consiguiente apertura de
los CCVD (Lopez y cols., 1995; Jordan y cols., 2000), aumentando la [Ca®"];
3) la mitocondria detecta el aumento en la [Ca®*]; y se incrementa la actividad
de la bomba Na*/Ca®* mitocondrial (Montero y cols., 2000), que contribuye a
generar grandes y largas oscilaciones de [Ca®']; (Maroto y cols., 1994, 1996;
Novalbos y cols., 1999); 4) esta sobrecarga de Ca** citosélico produce

sobreproduccién de ROS; 5) un desequilibrio mitocondrial; 6) inicio de
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procesos de muerte celular caracterizados por activacion 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 disminucién en la sobrecarga de Ca®* citoplasmatico inicial,
moderando los rapidos cambios mitocondriales y ejerciendo citoproteccion
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 excitotoxica neuronal (Pettmann y Henderson,
1998) sugieren que las células cromafines podrian ser un modelo Util para

estudiar los mecanismos moleculares activados durante la muerte neuronal.

Los resultados de este estudio han demostrado que la entrada de Ca** a
través de cualquier subtipo de CCVD podria tener efectos negativos en las
células, pero algunos subtipos de CCVD contribuyen mas que otros a este
proceso de entrada de Ca®* en respuesta a VTD. Los CCVD estan distribuidos
de forma no homogénea en la célula cromafin, como demuestra la generacion
de gradientes de Ca* submembranales en respuesta a diferentes estimulos
despolarizantes (Fernandez y cols., 1995). Esta distribucion especifica
plantea una pregunta relevante en temas de fisiologia neuronal y que puede
ser contestada utilizando un modelo como la célula cromafin bovina: ¢existe
una funcién especifica asociada al Ca** que entra por un tipo determinado de
CCVD o, por el contrario, no hay selectividad en la funcion de cada uno de los
subtipos de CCVD, a pesar de su localizacion no homogénea en la membrana

de la célula cromafin?

Estos resultados podrian ser evaluados en el contexto de la busqueda de
farmacos capaces de ofrecer proteccion frente a dafios excitotoxicos
neuronales, como se ha propuesto para otros farmacos con efectos
inhibitorios en la sobrecarga de Ca®* intracelular (Maroto y cols., 1996). De
hecho, se ha propuesto que el incremento en la [Ca®'] es el mecanismo
comun que media en la neurotoxicidad inducida por diferentes estimulos
como hipoxia cerebral, epilepsia y enfermedades neurodegenerativas (Choi,
1988).
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2.2.1.- Implicacion del estrés oxidativo en la toxicidad inducida por VTD

Un aspecto muy interesante de la biologia de las células cromafines
consiste en la activacion de mecanismos comunes a las neuronas durante
procesos téxicos, permitiendo asi el uso de las células cromafines como un
modelo valido 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 (Jordan y cols., 2000),
muestran que un aumento en la produccion de ROS es uno de los primeros
mecanismos que se produce en las células cromafines como consecuencia

del incremento de la [Ca®"]..

De hecho, estudios previos han demostrado que
la produccién de ROS inducida por VTD, es un paso clave en el proceso de
muerte celular (Jordan y cols., 2000). Por otro lado, también se han estudiado
los efectos de paraquat (un generador de ROS) y H,O,, mostrando que son
también capaces de inducir la fragmentacion del DNA y la consiguiente
muerte en células cromafines (Jordan y cols., 2002). Esto sugiere que la VTD
induce una cascada secuencial que empieza con la sobreproduccién de ROS,
y continba con fallo mitocondrial, apoptosis y muerte celular. Nuestros
resultados parecen correlacionarse perfectamente con esta hipotesis, ya que

este proceso se produce tras 30 minutos de exposiciéon a VTD.

Estudios anteriores que también se correlacionan con nuestros resultados,
han comprobado que el MnTBAP, que degrada cataliticamente las ROS,
posee un efecto protector sobre la toxicidad inducida por el aminoacido
excitotoxico N-Metil-D-Aspéartico (NMDA) en cultivos de células neuronales
(Faulkner y cols., 1994) y, también, en la toxicidad del tratamiento con VTD en
células cromafines (Jordan y cols., 2002). Por otro lado, aunque se considera
a la mitocondria como fuente principal de ROS, también es posible que, tras la
exposicion a VTD, exista cierta actividad xantina-oxidasa activada por el
incremento de la [Ca®'];, que puede también contribuir a la generacién de las
ROS (Jordan y cols., 2000). De este modo, es probable que diversas vias

fisiopatoldgicas relacionadas con los radicales libres estén implicadas en la
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muerte inducida por VTD. Esta nueva hipoétesis también se relaciona con
resultados de nuestro estudio, donde se muestra un efecto mas temprano de
VTD induciendo la produccion de ROS (tras 30 minutos de exposicion) que
sobre la disminucién de la actividad mitocondrial (tras 1 hora de exposicion a
VTD).

2.2.2.- Disfuncion 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 patologia celular a
través de la activacion de un canal localizado en su membrana interna,
denominado poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP) (Hirsch y
cols., 1998; Miller, 1998). La apertura de este poro esta favorecida por varios

factores como la despolarizacién y el incremento de la [Ca®'].

En algunos
casos, la activacion del PTP parece ser irreversible y tiene consecuencias
importantes sobre la célula, estando asociada con un “hinchamiento” de la
mitocondria y la liberacion de moléculas al citoplasma, como el factor de
induccion de apoptosis (AlF) y citocromo C, que promueve la via apoptotica y
la muerte celular. Esta respuesta parece ser un evento temprano en la
activacion de la muerte en muchos tipos celulares, modulando la fase de
ejecucion de la apoptosis, a través de la via de las caspasas (Kroemer y cols.,

1997; Bernardi y cols., 1999).

Nuestros datos muestran que la VTD afecta a la funcion mitocondrial en las
células cromafines bovinas, como demuestra la disminucion de la capacidad
de reducir MTT tras 1 hora de exposicién a VTD. Estos datos concuerdan con
estudios previos de nuestro grupo, en los que se ha visto que la
sobreproduccibn de ROS en respuesta a VTD es capaz de disparar
mecanismos implicados en la muerte celular, incluyendo en la activacion de
caspasas (Jordan y cols., 2002). Ademas, también se ha observado que VTD
induce la liberacion del citocromo C de la mitocondria, de forma similar a
como lo causan otros estimulos nocivos que producen una sobrecarga de

Ca®* como, por ejemplo, los estimulos excitotoxicos (Gunter y Gunter, 1994),
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y que esta accidn es antagonizada por la Vitamina E, un conocido agente

antioxidante (Jordan y cols., 2002).

En nuestro trabajo, los resultados sugieren que el estrés oxidativo
generado por VTD es capaz de disparar el proceso apoptético dependiente de
mitocondria. Asi, VTD induce de forma muy rapida la produccion de ROS v,
practicamente 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
gue distintos compuestos como la vitamina E, la ciclosporina A, MNTBAP y la
catalasa previenen la liberacion del citocromo C y la activacion de la cascada
enzimatica de las caspasas inducida por VTD (Jordan 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.- Activacion de la via apoptética inducida por VTD

Un efector final en la via de muerte celular programada o apoptosis es la
activacion 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 activacibn de caspasas,
dependiente del tiempo de exposicion a VTD. Ademas, la activacion de las
caspasas inducidas por VTD se inhibi6 mediante el uso de TTX o la retirada
del i6n Ca** del medio extracelular. Otra similitud con las neuronas es el
hecho de que la sobrecarga de Ca®" produce muerte celular en las células
cromafines bovinas (Itano y Nomura, 1995; Janicke y cols., 1998; Jordan y
cols., 2000), siendo parte de esta muerte independiente de la via de las
caspasas, ya que inhibidores de estas proteasas so6lo previnieron

parcialmente la toxicidad inducida por VTD (Jordan y cols., 2002).
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], existe un

Nuestros datos muestran que tras el incremento de la [Ca
incremento de la produccion de ROS y una significativa disfuncion

mitocondrial que produciria la activacion 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 Ca?* se produce
por sobreactivacion de receptores de glutamato (Aguado y cols., 1997).
Ambos estimulos nocivos inician una cascada de acontecimientos
caracterizada por la pérdida de homeostasis de la [Ca®'], la produccién de
ROS, la disminucion de la actividad mitocondrial, la activacion de procesos
pro-apoptoticos y, finalmente, la muerte celular. En este sentido, el estrés
oxidativo y la disfuncion mitocondrial han sido también extensamente
relacionados con la enfermedad de Alzheimer y otras muchas patologias
neurodegenerativas (Ansari y cols., 2006; Lin y Beal, 2006; Trushina y
McMurray, 2007), mostrdndose resultados satisfactorios sobre la
neuroproteccion que produce el tratamiento con diferentes inhibidores de la
sobrecarga de Ca** intracelular (Valero y cols., 2009) e incluso con inhibidores

de CCVD (Valentino y cols., 1993; Small y cols., 1997).

121



Discusion

3.- TGD es un vector no-viral util para transfectar células
cromafines bovinas con siRNA sin producir toxicidad, y para

silenciar la expresion de varias subunidades de CCVD

En los dltimos afios, se ha descrito un nuevo mecanismo que las células
utilizan para regular la expresion génica: el siRNA. Dicho mecanismo esta
basado en pequefios fragmentos de RNA de doble cadena que pueden unirse
y neutralizar especificamente moléculas de RNAm, evitando que las células

realicen la traduccion de ese RNAm en su correspondiente proteina.

A principios del afio 2002, un articulo publicado en Nature de Tomas Tuschl
y cols., del Instituto Max Planck de Quimica-Biofisica de Gottingen (Alemania)
(Tuschl y cols., 2002) mostr6 que pequefias moléculas de RNAIi (SiRNA)
podian bloquear la producciébn de proteinas en células de mamiferos.
Mediante el uso de moléculas de siRNA, se pueden corregir las alteraciones
presentes en las células dafiadas, por lo que el uso de esta tecnologia
presenta un gran potencial para el tratamiento de diversas patologias que
actualmente carecen de un tratamiento efectivo. No obstante, uno de los
grandes problemas que impide el uso generalizado de esta tecnologia
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 disefiarse para conseguir propiedades fisicas y/o
biologicas especificas que permitan la interaccibn con la membrana
citoplasmatica, permitiendo su captacion. Los vectores no virales son capaces
de entrar en este tipo de células mediante diferentes vias de internalizacion
de forma simultdnea. Estas vias incluyen tanto la fagocitosis, como la

pinocitosis. Aunque alguna de estas vias pueda llevar a la degradacién de la
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NP y su carga, esta diversidad de vias de entrada hace que el uso de NPs

como moléculas terapeuticas en células neuronales sea posible.

Una vez dentro de la célula, el mayor obsticulo para la liberacién del
material génico en los distintos tipos celulares son probablemente los
lisosomas. El ambiente lisosomal, que se caracteriza por un bajo pH vy la
presencia de enzimas hidroliticas, puede degradar rapidamente un amplio
rango de NPs y sus cargos, incluyendo DNA, RNA, proteinas y agentes
terapedticos. Por ello, el escape lisosomal es considerado como el paso mas
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 criticas para
la entrada en la célula y el escape lisosomal, y que modificaciones en la
superficie como la adicién de arginina son importantes en la eficiencia de

escape (El-Sayed y cols., 2008).

Basicamente, cualquier gen cuya secuencia sea conocida puede ser la
diana de la secuencia complementaria de una molécula de sSiRNA
correctamente disefiada. 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 unién del material genético, 4) posibilidad
de liberar el siRNA intacto en condiciones intracelulares, 5) que lo proteja de
la degradacién enziméatica acontecida en los fluidos corporales y medios de
cultivo, y 6) capacidad de transportar al interior celular la cantidad suficiente
de siRNA para bloquear practicamente la totalidad de la expresion del gen

diana.
3.1.- Toxicidad de TGD en células cromafines bovinas

Ciertamente, existen dudas en relacion con la toxicidad causada por las
NPs en células post-mitéticas, uno de sus mayores handicaps 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 observdé ninguna toxicidad a
concentraciones iguales o inferiores a 2 UM de TGD tras la incubacion durante
24-72 horas, empezando a mostrar una toxicidad significativa a partir de la
incubacion durante 48-72 horas con dosis de TGD de 6 y 8 uM. Estos efectos
toxicos, son similares a los obtenidos con este mismo dendrimero en otros
cultivos de células post-mitéticas. Por ejemplo, TGD no mostré, en neuronas
granulares de cerebelo de rata, signos de toxicidad medidos por ensayos de
MTT y LDH a concentraciones de 3 pM tras una incubacion de 72 horas
(Rodrigo y cols., 2011). Por otro lado, estudios en neuronas corticales de rata
mostraron que esta dosis maxima no toxica es de 4 uM para periodos de

incubacion de 72 horas (Pérez-Carrion y cols., 2012).

3.2.- Transfeccidn 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 via de
internalizacion exacta de estos dendriplejos ain no haya sido determinada, lo
mas probable es que esté mediada por endocitosis como en la mayoria de los
tipos celulares, terminando en su degradacion en los lisosomas, si no existe
un mecanismo eficaz para escapar de esta via de degradacion. En los datos
obtenidos este estudio, podemos observar una elevada transfeccion con un
marcado silenciamiento génico, lo que muestra que TGD posee las
caracteristicas necesarias para escapar de esta via degradativa y asi, ser una

herramienta Gtil en terapia génica.

En células post-mitéticas, debido a la baja eficiencia de transfeccion
obtenida inicialmente con los vectores no virales, la estrategia inicial para
introducir material genético se bas6 en el uso de vectores virales. En este
sentido, los vectores no virales utilizados para introducir material genético en
células eucarioticas, como la coprecipitacion con fosfato calcico 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 transfeccion,
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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 transfeccion observada en células post-mitéticas utilizando
lipidos catidnicos es muy baja, siendo la maxima 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
simpaticas de los ganglios superiores cervicales (Lambert y cols., 1996). En
los ultimos afios, el estudio del uso de nanotubos de carbono combinados con
dendrones de PAMAM, ha mostrado un aumento en la eficiencia de
transfeccion de hasta un 50% en neuronas granulares de cerebelo de rata
(Herrero y cols., 2009).

Sin embargo, TGD ha mostrado una eficiencia de transfeccion de siRNA en
este tipo de células similar a la obtenida con vectores virales, consiguiendo
aproximadamente un 80% de inhibicion en los niveles de RNAm especificos,
lo que es considerado como suficiente para llevar a cabo los estudios de
“ausencia de funcién”. En la presente Tesis Doctoral, mediante citometria de
flujo y microscopia 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 estim6 un 70% de células cromafines habian
incorporado los dendriplejos, aumentando a practicamente el 100% a las 48-
72 horas post-transfeccion, utilizando dosis de 2 uM de TGD y 100 nM de
FAM-siRNA. Estos niveles de transfeccion son significativamente mayores
gue los mostrados por otros tipos de NPs en células post-mitdticas. Por
ejemplo, utilizando un dendrimero PAMAM de cuarta generacion se consiguio
una transfeccion del 25-40% en cultivos primarios de neuronas corticales (Kim
y cols., 2006). Mas recientemente, si que se ha visto que modificaciones de
estos dendrimeros PAMAM pueden incrementar éstos niveles de transfeccion
hasta los mostrados con TGD en células post-mitéticas (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

125



Discusion

horas, hasta casi un 80% a las 48 horas, llegando practicamente al 100% de
las neuronas a las 72 horas post-transfeccién (Rodrigo y cols., 2011). Estas
eficiencias de transfeccion fueron similares en otro estudio en el que se

utilizaron neuronas corticales de rata (Pérez-Carridén y cols., 2012).
3.3.- Capacidad de interaccion 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 nimero de cargas
positivas de la NP necesarias para acoplar cada carga negativa del siRNA, es
menor para TGD que para dendrimeros PAMAM de primera generacién 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 combinacion de
nanocuernos de carbono/PAMAM (Pérez-Martinez y cols., 2012c), o por NPs
basadas en PEI (Cheny cols., 2012).

La capacidad de proteger el siRNA de las RNAsas es de vital importancia
para que el siRNA ejerza su efecto, evitando su degradacion antes de ser
internalizado en las células (Mao y cols., 2006). Por eso se realiza el estudio
de proteccion de RNAsas, que nos permite comprobar la resistencia del
complejo frente a la degradacion 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 sSiRNA 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 biologicos,
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
mayoria de las NPs empleadas para aplicaciones biol6gicas 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 fisioldgicas y patoldgicas, un tema que durante mucho tiempo ha
supuesto un reto no resuelto. La tecnologia del RNAIi ha surgido como una
buena alternativa para el estudio del papel de ciertas proteinas en los
mecanismos fisiolégicos y patolégicos de la célula, porque es especifico, no
permite el desarrollo de mecanismos compensatorios y, ademas de ser mas
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 lineas tumorales (Liu y cols., 2009) y células sanguineas (Weber y
cols., 2008), ya que las células post-mitoticas son muy dificiles 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 mayoria de estos estudios se han
realizado en células tumorales PC12 de feocromocitoma de rata, utilizando
vectores no virales comerciales como Lipofectamine LTX® vy
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 lineas tumorales son
relativamente faciles de transfectar, y no siempre son un modelo adecuado
para estudiar la fisiologia 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, sélo se han realizado estudios con

adenovirus recombinantes (Park y cols., 2006).

Con respecto al empleo de NPs, en particular de dendrimeros, para terapia
génica, se ha conseguido salvar su principal inconveniente, su escasa
eficiencia de transfeccion, gracias a que los dendrimeros ofrecen una gran

flexibilidad en su disefio (Boas y cols., 2004). Las variaciones en tamafo,
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generacion y densidad de carga permiten optimizar cada NP para cada
funcién especifica (Zuhorn y cols., 2007; Paleos y cols., 2007; Svenson y
cols., 2007). En este sentido, TGD ha demostrado ser til para alcanzar una
inhibicion selectiva del 70% o superior de la expresion de las subunidades al
de los CCVD presentes en células cromafines bovinas. Ademéas, TGD
también ha mostrado resultados satisfactorios disminuyendo la expresion 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
dendrimero han sido, en neuronas corticales de rata, los de cofilina-1 y SSH-
1L (Posadas y cols., 2012) y el de beclina-1 (Pérez-Carridn y cols., 2012), con
niveles de inhibicion similares a los obtenidos en el presente estudio en

células post-mitéticas.
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4.- Papel que desempeiian cada uno de los CCVD en

procesos de toxicidad inducidos por VTD, y su correlacion
con la [Ca*"];

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; Garcia y
cols., 2006;), la pregunta fundamental por la que se ha realizado esta Tesis
Doctoral, consiste en explorar si existe una especializacion de cada subtipo
de CCVD en una o varias funciones celulares o, dicho en otras palabras, si el
Ca?* que entra por cada subtipo posee un papel selectivo en el control de
distintas funciones fisiolégicas. Para ello, estudiamos el papel que desempefia
cada tipo de CCVD en la muerte inducida por VTD.

En neuronas, esto parece ser mas evidente, ya que existe una segregacion
geografica de los distintos subtipos de CCVD, lo que facilita su
especializacion en funciones especificas (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
liberacidén de varios neurotransmisores (Wheeler y cols., 1994). Por otro lado,
los canales tipo L (Cav1l.3) localizados en la parte proximal de las dendritas y
en los cuerpos neuronales (Ahlijanian y cols., 1990; Westenbroek y cols.,
1990, 1998b) estan asociados con la regulacién de la expresion 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 (Cefnay cols., 1983, 1989; Garcia y cols., 1984; Bossu y cols.,
1991 a, b; Artalejo y cols., 1991), de tipo N (Ballesta y cols., 1989; Artalejo y
cols., 1992a; Gandia y cols., 1993a,b), de tipo P/Q (Gandia y cols., 1993a) y
de tipo R (Garcia-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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especializacion de los CCVD en las células cromafines, que son esféricas
cuando estan en cultivo, han mostrado resultados poco concluyentes (Garcia
y cols., 2006). Ademas, subtipos especificos 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 podria influir en los

resultados, ya que no son extrapolables a otros sistemas.

Entonces, ¢ por qué esta poblacion tan heterogénea de CCVD en la misma
célula? ¢desempefian estos CCVD funciones especificas para controlar, de
forma muy fina, diferentes funciones primordiales en las células cromafines?
Existen dos teorias 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 [Ca®"]

en la célula la que induce los cambios,
independientemente del canal por el que entre el Ca®"; 2) otra asocia a un
subtipo de CCVD con un papel mas especifico en el control de determinados
procesos fisiol6gicos. Existen multitud de trabajos que se muestran a favor de
una y de otra hipotesis. En esta variabilidad intervienen muchos factores que
influyen en los resultados obtenidos como el estimulo (Garcia y cols., 2006),
el patron de estimulacion (Garcia-de-Diego y cols., 2006), la especie animal
(Garcia y cols., 2006) y, especialmente, los métodos utilizados para el estudio
sobre todo el uso de bloqueantes farmacologicos para disseccionar la
contribucion 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 especializacion que modula este proceso por parte de los
CCVD tipo L, asociados preferentemente a las respuestas de liberacién en
algunos estudios (Jimenez y cols., 1993; Lopez y cols., 1994). Por el
contrario, otros trabajos atribuyen mas 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
Ca’"y a la densidad de la corriente de Ca®* que lleva cada CCVD, sin existir

ninguna especializacion (Lukyanetz y cols., 1999).

130



Discusion

En esta Tesis Doctoral se ha realizado un estudio sobre la contribucion de
cada uno de los CCVD al Ca* intracelular que media la muerte celular
inducida por VTD. La exposicion a VTD provoca dafios en las células
cromafines bovinas en cultivo (Jordan y cols. 2000, 2002), relacionada con
una entrada de Ca** a través de CCVD y con una actividad oscilatoria

sostenida de [Ca?*]

(Maroto y cols., 1994). Sin embargo, en el estudio de este
mecanismo relacionado con los CCVD también existe mucha controversia, ya
gue para estudiar la contribucién de cada subtipo de canal se han utilizado
bloqueantes farmacologicos, considerados hasta entonces selectivos, pero
gue en la actualidad se conoce que actian sobre mas de un canal de forma
simultanea. En este sentido, su especificidad puede depender de la
concentracion utilizada (Bean y Mintz, 1994), por ejemplo, la w-conotoxina
MVIIC, que a altas concentraciones inhibe tanto canales tipo N como P/Q;
(Mintz y cols., 1992; Ming y cols., 1994), también varia dependiendo del tipo
celular, y del estado fisiolégico de la célula, ya que la accion farmacoldgica
puede variar dependiendo de si la célula esta hiperpolarizada o despolarizada
(Sala y cols., 1986; Artalejo y cols.,, 1987). Ademds, concentraciones
micromolares de w-agatoxina IVA bloguean aproximadamente las corrientes
tipo N un 30% en neuronas simpaticas y subtalamicas (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 w-agatoxina IVA fue aplicada tras

nifedipino y w-conotoxina GVIA (Aldea y cols., 2002).

En nuestros estudios hemos utilizado una nueva herramienta
biotecnolégica, que utiliza el mecanismo natural de RNAIi para reducir los
niveles de RNAm de los diferentes subtipos de CCVD disminuyendo asi su
biodisponibilidad para la expresion 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
funcion”. Ademas, se evitan los efectos de compensacioén que ocurren en los
ratones knock-down o knock-out (Jun y cols., 1999; Platzer y cols., 2000). De

este modo, hemos observado una contribucion diferencial a la muerte por
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sobrecarga de Ca**, dependiendo del CCVD que permite el paso del ién al
interior célula, es decir, nuestros resultados apoyan la hipétesis que propone
que la muerte inducida por VTD depende fundamentalmente de la via de
entrada del i6n Ca*" al interior celular, aunque requiere que se alcance una

[Ca®*]; que debe permanecer elevada cierto tiempo para producir toxicidad.
4.1.- Papel de los CCVD tipo L

Los CCVD son entidades moleculares que estan en continua transicion
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 Ny P/Q (Villarroya y cols., 1999), y a la inactivacion dependiente de
Ca?* (Hernandez-Guijo y cols., 2001). Obviamente, este distinto patrén de
inactivacién podria provocar diferentes sefiales de [Ca®']; (Garcia y cols.,
2006). Se ha observado que la entrada de Ca*" a través del CCVD tipo L fue
mas efectiva a la hora de disparar los procesos de exo- y endocitosis, por lo
gue estos datos son compatibles con la hipétesis de que no todos los subtipos
de canales de Ca*" en células cromafines contribuyen de la misma forma en

distintas funciones celulares (Rosa y cols., 2007)

En el modelo propuesto de sobrecarga de Ca?* inducida por VTD, tras
inhibir de forma aguda los subtipos Cav1.1, Cavl.2 y Cavl.3 (CCVD tipo L)
aparecieron diferentes patrones ante el efecto toxico de la VTD. Tanto Cav1l.2
como Cavl.3 contribuyeron a una disminucién significativa de la entrada de
Ca®* a las células cromafines, sin embargo, ninguno fue capaz de ejercer un
efecto protector cuando estudiamos la sobreproducciéon de ROS ni sobre la
actividad mitocondrial. En cambio, si que encontramos que previenen

parcialmente la activacion de la caspasa 3.

En el caso de Cavl.2, la mas abundante de estas subunidades en las
células cromafines bovinas (Benavides y cols., 2007), ademas, presenté 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 via de muerte inducida por VTD, mas desorganizada, en la
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gue intervendrian Cavl.2 y Cavl.3. Esto sugeriria que, debido a la mayor
abundancia de la subunidad Cavl.2, al silenciarla, repercutiria sobre la
muerte celular, ejerciendo cierto efecto protector. Sin embargo, el efecto
protector obtenido tras reducir los niveles del CCVD tipo Cavl.2 no fue el
esperado, ya que en estudios previos se ha observado que es responsable de
casi la mitad de las corrientes de Ca?* que entra en las células cromafines
(Garcia y cols., 2006). Esto nos hace plantear que quiza su contribucién 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 (Lopez y cols., 1994; Rosa y cols., 2007).

4.2.- Papel de los CCVD tipo N

Durante los dultimos afios, se han dirigido grandes esfuerzos en
investigacion para encontrar formas de proteccion frente a la degeneracion
neuronal en ciertas condiciones patoldgicas relacionadas con una sobrecarga
de Ca®" intracelular. En relacién con el influjo de elevadas cantidades de Ca®*
y su contribucién a la muerte neuronal, muchos estudios han demostrado que
las formas farmacoldgicas de limitar este influjo de Ca?*, funcionan atenuando
la degeneracion neuronal en varias condiciones experimentales (Rothman y
Olney, 1986).

Una concentracién de w-conotoxina MVIIA (3 uM), suficiente para bloquear
todos los CCVD tipo N, produjo una proteccion del 43% en rodajas de
hipocampo de rata (Small y cols., 1997). El valor de la contribucién relativa de
los canales tipo N a la muerte neuronal estd en concordancia con estudios
previos de la contribucién de los canales tipo N en la transmision sinaptica 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
gue esta proteccion no se debe solo al bloqueo de los CCVD de tipo N, ya
gue se ha observado que la w-conotoxina MVIIA también bloquea
parcialmente las corrientes de tipo P/Q (Gandia y cols., 1993b; Maroto y cols.,

1996). Se conocen varios trabajos sobre neuroproteccion in vivo utilizando los
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bloqueantes w-conotoxina GIVA o0 w-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 w-conopéptidos bloquean la liberacién 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 Siesjo, 1992; Valentino y cols., 1993).

Nuestros resultados tras silenciar de forma especifica los CCVD de tipo N
(Cav2.2), mostraron que la entrada de Ca*" a las células tras la adicién de
VTD (100 pM) disminuyo practicamente a la mitad. Ademas, mostré un efecto
protector significativo en todos los estudios realizados sobre la toxicidad
inducida por la VTD en las células cromafines bovinas, tanto en la produccion
de ROS, como sobre la actividad mitocondrial, la activacion 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 mas contribuyen al
mecanismo de muerte por sobrecarga de Ca*" inducido por VTD en células
cromafines bovinas junto con el tipo P/Q, ya que aunque se observa una
ligera contribucion mayor del tipo N, estadisticamente, las diferencias entre

ellos no fueron significativas.

4.3.- Papel de los CCVD tipo P/Q

Existe muy poca informacién sobre la eficacia de los bloqueantes de CCVD
tipo P/Q. Se ha observado que estos canales contribuyen de forma
significativa a la liberacion de glutamato en el hipocampo in vivo (Valentino y
cols., 1993) y en la transmision sinaptica en el hipocampo in vitro (Wheeler y
cols., 1994; Igelmund y cols., 1996), haciendo de ellos unas atractivas dianas
para la intervencion terapeutica 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 investigacion 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 ratdén knock out para el gen a1A, que codifica para el CCVD tipo
P/Q. Curiosamente, las consecuencias de esta supresion génica fueron de un
incremento de las corrientes tipo L de un 20% (Aldea y cols., 2002). Esto
sugiere la existencia de algun tipo de compensacion durante el desarrollo
cuando se altera la expresion de algun tipo de CCVD, desencadenandose en
la célula una sobreexpresién de otros subtipos de CCVD, para ejercer su
funcién y mantener la homeostasis del Ca®* celular. El subtipo de CCVD que
la célula sobreexpresa como mecanismo de compensacion, parece estar
relacionado con el tipo celular y su funcién principal. En este sentido, se ha
descrito que ante la ausencia del tipo P/Q se expresa el tipo L, por estar mas
préximo a la maquinaria secretora (funcion principal de las células
cromafines), y mantener asi la secrecion (Lara y cols., 1998). Estos procesos
de sobrecompensacion durante el desarrollo, hacen que el uso de ratones
knock out, no sea la mejor aproximacion para responder sobre el papel

selectivo de ciertos CCVD en la regulacion de ciertas funciones celulares.

Estudios previos muestran que los resultados obtenidos con bloqueantes
farmacoldgicos considerados especificos de este canal, dependen en gran
medida de la concentracion utilizada. Por ejemplo, en un modelo de
deprivacion de oxigeno y glucosa en rodajas de glandula adrenal de ratén, 20
nM de w-agatoxina IVA no mostr60 efecto neuroprotector, pero a una
concentracion de 200 nM de w-agatoxina IVA se obtuvo un importante efecto
en el mismo modelo (Small y cols., 1995). En cambio, a concentraciones de
100 nM de w-conotoxina MVIIC (Maroto y cols., 1996), considerada también
especifica de estos canales, resulté ser mas protectora que el tratamiento con
200 nM de w-agatoxina IVA (Aldea y cols., 2002).

Tras la reduccion de forma aguda de los niveles de los CCVD tipo P/Q, los
resultados que obtuvimos muestran una importante contribucion a la entrada
de Ca*" a la célula tras la estimulacién con VTD (100 uM), que interviene en
los procesos que desembocan en la muerte celular, mostrando un efecto

protector cuando se midié por ensayo de LDH. Esto nos plantea la hipétesis
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de que la aproximacion a este problema utlizando blogueantes
farmacoldgicos no es la mas adecuada ya que, probablemente, estén

blogueando més 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 RNAmM a1E, que posiblemente
codifica los canales R en estas células (Garcia-Palomero y cols., 2000), y se
observd que su expresidn se veia disminuida 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 fraccién de la corriente de Ca?*
global correspondiente a ellos. En cambio, en estudios in vitro no se ha
observado la fraccion R en cultivos celulares (Albillos y cols., 1996) debido al
uso de la técnica de parche perforado en la configuracion entera (whole-cell)
de la técnica de patch-clamp (Albillos y cols., 2000), ya que parece que algun

tipo de componente citosélico se pierde al realizar la técnica.

Nuestros resultados muestran la expresiéon de estos CCVD mediante el
andlisis del RNAm a1E con la técnica de real time RT-PCR. Ademas, fueron
silenciados para el estudio de su implicacién en el proceso de muerte celular
inducido por VTD (100 uM). Se observé gue tras su silenciamiento no existian
cambios significativos en la entrada de Ca* en las células cromafines
bovinas, ni en el resto de pruebas realizadas, concluyendo que su
participacion en este proceso no era significativa. En otros estudios, este tipo
de CCVD se ha relacionado con la maquinaria exocitética de las células para

regular rapidamente el proceso de secrecion (Albillos y cols., 2000).
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4.5.- Papel combinado de los subtipos de CCVD Cav2.1y Cav2.2

Los datos sugieren que en la muerte celular inducida por VTD (100 puM), los
canales que mas 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 dafio sufrido, decidimos
silenciar simultdneamente estas subunidades, mostrando que la inhibicion
conjunta, como cabria esperar, disminuye drasticamente la citotoxicidad
inducida por VTD. Asi, observamos que los niveles de RNAmM de estas
subunidades disminuyen drasticamente tras el silenciamiento y que la entrada
de Ca®" a la célula desciende practicamente 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 hipotesis de que existe una asociacion entre ciertos
CCVD, en este caso, los tipos N y P/Q, y el control de ciertas funciones
celulares, en particular, la produccién de muerte por sobrecarga de Ca?*. Este
hecho podria tener repercusiones a la hora de disefiar farmacos mas eficaces
y selectivos para tratar enfermedades neurodegenerativas causadas por
sobrecarga de Ca*". 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 especifico para silenciar
de forma aguda y selectiva los CCVD involucrados en los procesos de
degeneracion neuronal, en las condiciones patologicas relacionadas con una

sobrecarga de Ca*" intracelular.
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Conclusiones

De acuerdo a los objetivos planteados y a la luz de los resultados obtenidos,

podemos exponer las siguientes conclusiones:

1.- El empleo del dendrimero TRANSGEDEN?® para transfectar RNA pequefio
de interferencia (siRNA) en células postmitoticas permite alcanzar niveles de
inhibicion de la proteina diana de hasta un 80%, lo que permite realizar

estudios de “ausencia de funcién”.

2.- La exposicion a Veratridina (100 uM) activa una secuencia de mecanismos
que incluyen: un aumento de la concentracion de calcio intracelular,
produccion de especies reactivas de oxigeno, y disfuncion mitocondrial, que

conlleva a la activacion de caspasas y a la muerte celular.

3.- El vector no-viral, TRANSGEDEN®, permite transfectar siRNA especifico
en células cromafines bovinas, y promover un silenciamiento superior al 70%
de las subunidades Cavl.1l, Cavl.2, Cavl.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 proporcién al incremento
de la concentraciéon de calcio intracelular inducida por Veratridina, seguidos

por el canal Cavl.2 (tipo L).

5.- El silenciamiento de las subunidades Cav2.1 y Cav2.2 de forma
simultanea es capaz de proteger a las células cormafines bovinas de la

toxicidad inducida por Veratridina en mas de un 75%.

6.- Parece observarse una asociacion 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
especializacion de los canales de calcio voltaje-dependientes en proporcionar
calcio para el inicio y/o la regulacion de determinados procesos celulares

como la muerte celular.
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