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Resumen

En este trabajo examinamos el papel de la proteina Sinaptotgmina VII en el
proceso de exocitosis regulado por calcio haciendo experimentos en células
cromafines de genotipo silvestre (WT), knock out (KO) y knock in C2B (KI C2B)
mediante la técnica de amperometria en parche. Estas mediciones nos generaron
informacion importante acerca del mecanismo de exocitosis. Con los registros de
amperometria y capacitancia detectamos la cantidad y la velocidad de flujo de los
neurotransmisores liberados en un evento de fusion y también el diametro de las
vesiculas fusionadas a la membrana celular. Demostramos que tanto la poteina
Sinaptotagmina VII como la elevacién en la concentracion del calcio extracelular
incrementan la relacion de expansion del poro de fusion y el flujo de
neurotransmisores. Ademas, investigamos el papel del dominio C2B de esta
proteina. Los resultados obtenidos son muy importantes porque nos permitieron
determinar que el dominio C2B gobierna el mecanismo de expansion del poro de
fusion y el flujo de liberacidbn de neurotransmisores. También encontramos que el
dominio C2A incrementa la cantidad de eventos de fusion transitoria, lo que
sugiere que los dominios C2 regulan la expansion del poro de fusion. Estos
resultados nos permitieron proponer que el dominio C2A restringe la expansion del

poro de fusion mientras que el dominio C2B la promueve.

Palabras dave: Sinaptotagmina VII, exocitosis, amperometria en parche, dominios
Cc2.



ABSTRACT

Here we examine the role of Synaptotagmin VII in regulated exocytosis making
experiments in wild type (WT), knock out (KO) and knock in C2B (KI C2B)
chromaffin cells using patch amperometry. These measurements let us to
determine if the cell uses full fusion or kiss and run as mechanism of exocytosis.
Besides to register the variations in membrane capacitance this technique allowed
us, through amperometry electrode, to detect the secretory neurotransmitter
molecules released from a fused vesicle. Amperometric recordings permit us to
detect the amount of neurotransmitter released in a fusion event and resolve how
the release of neurotransmitters through the structure connecting the vesicle lumen
with the extracellular medium, the fusion pore, is carried out. Here we show that
both, Synaptotagmin VII and elevating extracellular calcium concentration increase
the rate of fusion pore expansion and the neurotransmitters flux. In addition, we
investigated the role of the C2B domain of this protein making experiments of
patch amperometry with knock in (KI C2B) chromaffin cells. The obtained results
are very important because they let us to determine that C2B domain govern the
mechanism of fusion pore expansion and neurotransmitter release. We also found
that C2A domain increases the amount of kiss and run events. This suggest that
C2 domains regulate the fusion pore expansion. These results allowed us to
propose that C2A domain restricts the fusion pore expansion whereas C2B domain

promotes it.

Keywords: Synaptotagmin VII, exocytosis, patch amperometry, C2 domain.
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INTRODUCCION

EL FENOMENO DE EXOCITOSIS



CAPITULO 1.

El fendmeno de exocitosis.

1.1 Exocitosis.

La exocitosis es un proceso de las células eucariotas en el cual una vesicula
fusiona su membrana con la membrana celular, permitiendo asi la comunicacion
entre los espacios intravesicular y extracelular. En neuronas, ceélulas
neuroendocrinas y endocrinas dicho fenbmeno se establece para realizar dos
funciones diferentes: la adicion de membrana vesicular a la membrana celular
para su mantenimiento y la liberaciobn de contenido vesicular (gj. proteinas,
hormonas) al espacio extracelular. EI fendbmeno de exocitosis es un proceso que
puede ser constitutivo o regulado (Scheller RH y Lin RC, 2000) (Figura 1.1). En
ambas formas de exocitosis participan numerosas proteinas de membrana

vesicular y de membrana celular que desempefan diferentes papeles.

1.1.1 La exocitosis constitutiva.

La exocitosis constitutiva es un proceso continuo que se da en ausencia de
estimulos externos. Dicho proceso es llevado a cabo por la célula para dar
mantenimiento a la membrana celular mediante la incorporacion de fosfolipidos y
proteinas provenientes de la membrana vesicular. Algunos de los productos
secretados por esta via de exocitosis son proteinas celulares, anticuerpos,
componentes del medio extracelular, entre otros (Burgess TL y Kelly RB, 1987).
Este proceso emplea un mecanismo de secrecion ayudado por algunos

componentes homélogos a los que participan en la exocitosis regulada como por



ejemplo el complejo SNARE (por sus siglas en inglés, receptores de proteinas de
union al factor sensible a N-etilmaleimida) (Schmoranzer J et al., 2000).

1.1.2 La exocitosis regulada.

La exocitosis regulada es un fendmeno que ha sido ampliamente estudiado en la
transmision sindptica quimica, la cual constituye la principal forma de
comunicacion entre células del sistema nervioso. Dicho fendmeno es una via
propia de diversos tipos celulares siendo los mas importantes las neuronas y las
células neuroendocrinas. Este tipo de células llevan a cabo funciones especificas.
En el caso de las neuronas su funcion principal es transmitir el impulso nervioso a
través de todo el sistema nervioso, mientras que las células neuroendocrinas se
encargan de liberar productos hormonales dependiendo del tipo celular en que se
localicen (ej. células cromafines que liberan catecolaminas). En los afios 50’s,
Katz y Fatt, sugirieron la existencia de vesiculas sinapticas en neuronas para
explicar la liberacion cuantica® de acetilcolina observada en la unién

neuromuscular (Fatt P y Katz B, 1952).

Las vesiculas involucradas en esta via son agrupadas a una distancia aproximada
de 20 nm de la membrana celular (Zenisek D et al., 2000) y permanecen
esperando la sefial de un segundo mensajero que promovera la exocitosis de
dichas vesiculas. Los segundos mensajeros juegan un papel importante en la
liberacién de neurotransmisores, hormonas, enzimas, etc. Ejemplos de segundos
mensajeros son el calcio intracelular (Douglas W, 1968), el Inositol trifosfato (IP3)
(Siegel GJ et al., 1999), el Diacilglicerol (Nussey SS y Whitehead SA, 2001), entre
otros. Una vez liberado el contenido vesicular se une a receptores especificos
desencadenando el inicio de diversas vias celulares de sefializaciéon (Evanko D,
2005). En el proceso de exocitosis regulada por calcio, el calcio juega un papel
importante al desencadenar la cascada de sefales necesaria para iniciar dicho
proceso. Algunas de las proteinas involucradas en este fendmeno (gj. la sintaxina,

la sinaptobrevina) participan en la fusion de membranas vesicular y celular. Estas

! | a liberacién cuantica es una liberacion por cuantos. En nuestro contexto consideramos un cuanto como el
contenido de neurotransmisor liberado por una Unica vesicula.



proteinas ayudan a la formacion del poro de fusién, estructura que permite la
comunicacion entre los medios intra y extracelular.

Como se menciond antes, los segundos mensajeros juegan papeles importantes
en el desarrollo del fendbmeno de exocitosis. En nuestro caso particular el segundo
mensajero que nos interesa estudiar es el calcio debido a que juega un papel

importante en la exocitosis regulada de células cromafines.
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Figura 1.1 Vias de exocitosis. Las vesiculas involucradas en ambos tipos de exocitosis se originan en la zona
trans del complejo de Golgi. Dependiendo del contenido vesicular se define la via por la cual se ha de llevar la
exocitosis. La exocitosis constitutiva se lleva a cabo sin necesidad de una regulacién por mensajeros
celulares, mientras que la exocitosis regulada requiere de sefiales extracelulares para iniciarse. Adaptado del
libro Essential Cell Biology.

1.1.3 Papel del calcio en la exocitosis.

Para llevarse a cabo la exocitosis regulada, las vesiculas siguen una ruta de
tréfico conocida como ciclo de las vesiculas sinapticas, el cual se constituye de 4
etapas secuenciales especificas (Figura 1.2): Las vesiculas son cargadas con
neurotransmisor (etapa 1) y son agrupadas frente a la zona activa a una distancia
aproximada de 20 nm de la membrana celular (Zenisek D et al., 2000) (etapa 2).
Posteriormente, mediante un proceso conocido como “acercamiento” (docking),
las vesiculas son acercadas a la zona activa a aproximadamente 10 nm (Gray EG,
1959) donde son “ancladas” (priming) y preparadas para la deteccion de la sefal
de calcio (etapa 3). Al producirse la elevacion en la concentracion de calcio

extracelular se genera un potencial de accidon que provoca la despolarizacion de la



membrana celular y abre canales de calcio dependientes de voltaje. La apertura
de éstos canales permite la entrada de iones calcio necesarios para promover la
exocitosis (etapa 4) (Sudhof TC, 2004). Se sabe que el calcio lleva a cabo esta
funcién mediante su interaccion con proteinas localizadas en el sitio de fusion de

la membrana o cerca de él (Barclay JW et al., 2005).

TERMIMAL
FRESIMAFTICA

TOMA ACTIVA

Figura 1.2 Ciclo de las vesiculas sinapticas. 1) Las vesiculas son cargadas con neurotransmisor y 2)
agrupadas frente a la zona activa. 3) Luego son acercadas a la zona activa y 4) ancladas a la membrana para

recibir la sefal externa de calcio.

Cada etapa de este ciclo es mediada por diversas proteinas localizadas tanto en
membrana vesicular como celular. Algunas de éstas proteinas forman complejos
proteicos y cumplen diferentes funciones dependiendo del etapa en el que estan
involucradas. Se sabe también que el calcio activa estos complejos proteicos que
estan anclados a la superficie de las membranas vesicular y celular, facilitando la
fusion de las vesiculas y la liberacion de neurotransmisores (etapa 4). Mediante
estudios realizados en sistemas de fusion de membranas mediado por complejos
proteicos se determiné que la regulacion de la fusibn de membranas mediada por
calcio esta dada por proteinas sensores de calcio (Meldolesi J y Chieregatti E,
2004).

1.1.4 Proteinas involucradas en el fendbmeno de exocitosis.

El proceso de exocitosis regulado requiere la participacion de diversas proteinas
para llevar a cabo las diferentes etapas de liberacién de neurotransmisores (Figura
1.3). Se han realizado diversos estudios y se ha caracterizado un complejo

formado por proteinas de membrana vesicular y membrana celular conocido como



complejo SNARE (por sus siglas en inglés, receptores de proteinas de union al
factor sensible a N-etilmaleimida) (O’Connor V et al., 1994). Este complejo (Figura
1.4) estad formado por una proteina de membrana vesicular, la Sinaptobrevina y
dos proteinas de membrana celular, la Sintaxina y la SNAP-25 (por sus siglas en
inglés, proteina asociada a sinaptosoma de 25 kilodaltones (KDa)). Dicho

complejo es esencial para la dinamica de exocitosis.
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Figura 1.3. Diagrama ilustrativo de las proteinas involucradas en las diversas etapas del proceso de fusién. En
el esquema se muestran algunas de las proteinas involucradas en el proceso de exocitosis en las etapas de
acercamiento (docking) como es el caso de Rab3A, anclaje (priming) como por ejemplo RabGDI y fusién
(fusion) como el complejo SNARE vy las Sinaptotagminas. Adaptado de Brunger AT, 2000.

La Sintaxina y la Sinaptobrevina se unen entre si, a lo largo de 60-70 aminoacidos
y SNAP-25 estabiliza esta interaccion (Lupas A et al., 1991). Este complejo sirve
de receptor para unas proteinas solubles que crean un sitio de alta afinidad para
una ATPasa llamada NSF (por sus siglas en inglés, factor sensible a N-
etiimaleimida) (Hayashi T et al., 1994). Ademas de estas proteinas, participan
muchas otras en las diversas etapas del ciclo y cumplen diferentes funciones
como es el caso de Muncl3 localizada en membrana celular, es una proteina que
juega un papel importante en la etapa de anclaje. Existen en membrana celular

otras proteinas como por ejemplo: Piccolo, Muncl8, RIM (por sus siglas en inglés,



molécula que interactiia con la proteina Rab3), entre otras. Entre las proteinas de
membrana vesicular se encuentran RAB3, proteina que participa en la etapa de
acercamiento de la vesicula hacia la membrana celular, también la Rabfilina3A,
Sinaptofisina y las familias de proteinas conocidas como Sinapsinas (ej. Sinapsina
[, Iy 1), y Sinaptotagminas (ej. Syt | y Syt VII).
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Fig. 1.4 Modelo del complejo SNARE y la Sinaptotagmina. El complejo SNARE esta formado por las
proteinas Sinaptobrevina (Synaptobrewvn), Sintaxina (Syntaxin) y Snap25 (SNAP25). La Sinaptotagmina
interactla con este complejo a través de la unién con la proteina Sintaxina. Adaptado de Jackson MB y
Chapman ER, 2006.

Actualmente se sugiere que existe energia proveniente de la union de cakio con
una proteina, la Sinaptotagmina, que facilita la fusibn de membranas (Lin RC y
Scheller RH, 1997). Esta proteina de 65 Kda (Chapman ER, 2002) esta localizada
en membrana vesicular y se ha propuesto que tiene la funcion de un sensor de la
concentracion de calcio (Geppert M et al.,, 1994). Cada una de éstas proteinas
juega un papel importante en el fendbmeno de exocitosis. Dicho fendbmeno puede
llevarse a cabo mediante el mecanismos de fusion completa o mediante el
mecanismo de fusién transitoria. Estos mecanismos son definidos por la forma en
gue se lleva a cabo la fusiébn de membranas vesicular y celular, y la liberaciéon de

neurotransmisores. A continuaciéon se describen estos mecanismos de exocitosis.

1.2 Mecanismos de exocitosis.
Existen dos mecanismos principales mediante los cuales las vesiculas llevan a

cabo el proceso de exocitosis: fusion completa y fusion transitoria.



1.2.1 Fusién completa.

El concepto de fusién completa indica que una vesicula fusiona su membrana con
la membrana celular integrandose completamente y de forma irreversible. Este
concepto fue introducido en 1973 por Heuser y Reese. Estos investigadores
encontraron que al aplicar un estimulo eléctrico de 10 Hz a la unién neuromuscular
de rana y mediante microscopia se detectaba una pérdida en la cantidad de
membrana vesicular. Después de 15 minutos de estimulacion, la pérdida en la
membrana vesicular era balanceada por un incremento en la membrana celular.
Este resultado sugiri6 que la membrana vesicular se integra completamente a la

celular para permitir la liberaciéon del contenido vesicular mediante exocitosis.

1.2.2 Fusion transitoria.

El concepto de fusion transitoria también conocido como “Kiss and Run” indica que
una vesicula fusiona su membrana parcialmente con la membrana celular
generandose un poro de fusibn para luego retomar la membrana que ha
fusionado y volver al espacio intracelular. Ceccarelli y colaboradores (1973)
encontraron que mediante la aplicacién de un estimulo eléctrico de 10 Hz durante
4 horas a la unibn neuromuscular de rana, las vesiculas una vez fusionadas se
“re-formaban”. Notaron también que las vesiculas que siguen este mecanismo de
exocitosis son capaces de volver a almacenar y liberar neurotransmisor de forma

parcial o total.

En base a estos mecanismos de exocitosis se han propuesto diversos modelos
mediante los cuales se lleva a cabo la fusibn de membranas y por lo tanto la
formacion del poro de fusidén. A continuacion se describe el modelo de fusion de

membranas que prevalece debido a que requiere una menor cantidad de energia

para llevar a cabo la fusion.



1.2.3 Modelos de formacion del poro de fusién.

El poro de fusion es la estructura que se forma transitoriamente para conectar el
lumen de la vesicula secretora y el medio extracelular. Es formado
inmediatamente después de la fusion de membranas y termina antes de la
integracion completa de la membrana vesicular a la membrana celular. Fue
observado por primera vez en mastocitos por medio de microscopia electrénica de
criofactura (Chandler DE y Heuser JE, 1980).

Para minimizar la energia requerida en el proceso de fusion de membranas, la
fusion debe realizarse a través de pequefios puntos de contacto. Para determinar
como se lleva a cabo esta conexion, se han propuesto modelos de las posibles
estructuras que sigue dicho fendmeno con la finalidad de minimizar el consumo de
energia para llevar a cabo la fusion. El modelo que prevalece, debido a la menor
cantidad de energia requerida es el llamado "Hipétesis Stalk (tallo)" (Figura 1.5).
Este modelo describe las membranas como complejos de 2 monocapas lisas y
capaces de curvarse. La formacion del “tallo” es iniciada cuando las monocapas
proximales hacen contacto en un punto determinado y forman una capa continua.
Luego se da el contacto entre las monocapas distales. Una vez que las
monocapas distales han hecho contacto seguira la expansion del “tallo” lo cual
provocara la ruptura de la capa continua formada por las monocapas distales
generando asi el poro de fusion. Otra opcién en este modelo es que al hacer
contacto las monocapas distales, estas sigan uniéndose una a la otra lo cual
llevaria a un estado de hemifusion, en el cual la bicapa formada por las
monocapas distales terminara por romperse dando paso a la formacion del poro

de fusién (Jahn R et al., 2003).
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Figura 1.5. Estados de transicion en el
modelo de fusién de membranas
conocido como Hipotesis Stalk.
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Se sabe que en la formacion del poro de fusién intervienen tanto los lipidos de las
membranas como las proteinas involucradas en el ciclo de las vesiculas
sinpticas. Aun asi no se ha logrado revelar si el poro de fusién esta formado por
proteinas, por lipidos o por ambos, es por ello que se han postulado diferentes
hipotesis con la finalidad de elucidar la naturaleza de esta estructura (Almers W et
al., 1987; Monk JR y Fernandez JM, 1992; Lindau M y Almers W, 1995).

1.2.4 Hipotesis de la naturaleza del poro de fusion.

Existen tres hipétesis que describen la forma en que ocurre la fusion de las
membranas celular y vesicular, y por lo tanto la naturaleza del poro de fusiéon. La
primera hipotesis indica que la fusion de membranas es de naturaleza proteica.
Almers y colaboradores (1987) realizaron experimentos de patch clamp en
mastocitos de ratén beige encontrando que la conductancia’® inicial del poro de
fusion durante la exocitosis es de 200 a 300 picosiemens (pS). Debido a que dicho
valor es similar a la de un canal ibénico de alta conductancia, se propuso que el
poro de fusién es formado por proteinas. La segunda hip6tesis indica que la fusion
de membranas es de naturaleza lipidica. En experimentos realizados en
neutréfilos con la técnica de patch clamp, se encontraron poros de fusiébn con
conductancias bajas (alrededor de 50 pS). Debido a la variabilidad en las
conductancias del poro de fusion y la transferencia de lipidos a través de poros de
fusién transitorios, Monk y Fernandez (1992) propusieron que el poro de fusion es
formado por lipidos. Dichas hipétesis han generado un debate aun no resuelto,
pero existe un consenso de opiniones. Lindau y Almers (1995) encontraron que
cuando la conductancia del poro de fusion alcanza valores entre 0.5y 1 nS el poro
de fusion esta formado por lipidos y proteinas. Esto constituye la tercer hipotesis
que implica que el poro es de naturaleza proteolipidica. Independientemente de la
naturaleza del poro de fusion, su formacion se lleva a cabo siguiendo tres etapas:

apertura, expansion y cierre.

La conductancia en electricidad se designa con el simbolo G y se define como la capacidad que tiene un
conductor para permitir el flujo de corriente a través de él. Sus unidades son los Siemens (S). En nuestro
contexto el conductor es el poro de fusion y la corriente es el contenido vesicular liberado.
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1.2.5 Etapas en la formacién del poro de fusion.

Las etapas en la formacion del poro de fusion son tres: apertura, expansion y
cierre. En la etapa de apertura, el poro de fusion se abre abruptamente con una
conductancia similar a la de un canal i6nico de alta conductancia. Posteriormente
comienza a expandirse. Esta expansion corresponde al reclutamiento de lipidos en
la circunferencia del poro (Spruce AE et al., 1990); puede ser lenta o rapida y se
caracteriza por fluctuaciones rapidas y una gran conductancia (Alvarez de Toledo
G y Ferndndez JM, 1988). Dichas fluctuaciones terminan generalmente con la
expansion irreversible del poro hasta alcanzar una conductancia de gran valor que
esta por encima de los valores detectables. El valor limite alcanzado es de
aproximadamente 20 nS. Si el poro alcanza estos valores de conductancia,
raramente se cierra (Fernandez Chacoén R y Alvarez de Toledo G, 1995). Cuando
el poro de fusion alcanza valores de conductancia menores a 20nS es posible que
pueda cerrarse, dejando la vesicula casi intacta dentro de la célula (Fernandez JM
et al, 1984). En ocasiones, una misma vesicula puede llevar a cabo varias
fusiones transitorias antes de producirse la fusion irreversible (Alvarez de Toledo
Gy Fernandez JM, 1988).

Los estudios de exocitosis y poro de fusion se han realizado con diversas técnicas

y en diferentes tipos celulares que son considerados como modelos.

1.3 Células cromafines como modelo de estudio.

Existen diversos modelos en los cuales se ha estudiado la transmision sinptica y
en particular el fendbmeno de exocitosis. Existen diversos tipos celulares que se
emplean en la actualidad para el estudio de dichos fendmenos. Entre los mas
utilizados se encuentran las neuronas, los mastocitos, las células PC12, células
beta y las células cromafines. Dichos modelos se utilizan para realizar diferentes

estudios dependiendo de la técnica y del topico de intereés.

Las neuronas contienen vesiculas sinapticas pero éstas son muy pequefias por lo

que es dificil trabajar con ellas debido a la resolucion del equipo de amperometria
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en parche. De los 4 tipos celulares mencionados los mastocitos contienen los
granulos secretores mas grandes (1000 nm) (Popov AA, 1988) pero no son células
excitables por calcio ya que en ellos es un cofactor (Lindau M y Fernandez JM,
1986). Las células PC12 son una linea celular derivada de células cromafines y
pueden ser un buen modelo de estudio, pero tienen la desventaja de que al ser
una linea celular, no reflejan todas las caracteristicas fisiol6gicas de una célula in
vivo. Finalmente, las células cromafines que son células neuroendocrinas
derivadas de neuronas contienen granulos de aproximadamente 250 nm (Aunis D
et al., 1979) son células secretoras y excitables (Monck JR et al., 1994), en ellas el
calcio es crucial para el desarrollo del fenbmeno de exocitosis. Ademas la
exocitosis en estas células es rapida, de aproximadamente 400 milisegundos
(Albillos A, 1997). Por todo lo anterior es que en este trabajo son utilizadas como

modelo de estudio.

Las células cromafines estan localizadas en la médula de la glandula suprarrenal y
otros ganglios del sistema nervioso central. Son derivadas de neuronas y secretan
catecolaminas como adrenalina y noradrenalina mismas que estan implicados en

la respuesta de alerta y estrés en mamiferos (Figura 1.6).

il Bl i A Figura 1.6 Localizacion y constitucion de
Suprameid S8 la glandula suprarrenal. La glandula
: suprarrenal esta localizada en la parte
superior de los rifiones. Dicha glandula
estd compuesta por una corteza y una
médula en donde se encuentran
contenidas las células cromafines.

Las caracteristicas de este tipo celular han permitido su utilizacion como modelo

para el estudio del fendmeno de exocitosis haciendo uso de diversas técnicas.
1.4 Técnicas empleadas en el estudio de la exocitosis.

Para el estudio del fenbmeno de exocitosis se han empleado diversas técnicas

que incluyen técnicas de microscopia, electrofisiologia y amperometria. A
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continuacion se describen algunas técnicas y su aplicacion al estudio del
fendmeno de exocitosis.

1.4.1 Microscopia de onda evanescente.

La técnica conocida como microscopia de onda evanescente o TIRFM (por sus
siglas en inglés, Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy) fue utilizada
para estudiar cuantitativamente el movimiento y distribucion de granulos
secretores cerca de la membrana plasmética, antes y durante la exocitosis de
células cromafines de bovino (Johns LM et al., 2001) y en vesiculas sinapticas en
terminales nerviosas (Zenisek D et al., 2000; Duncan RR et al,, 2003). Esta técnica
se basa en la ley de la 6ptica de Descartes: Si la luz que viaja en un medio denso
(supongamos un cubreobjetos con un indice de refraccion, nl) choca con un
medio menos denso (por ejemplo, un medio acuoso de menor indice de refraccion,
N2) mas alld de un “angulo critico”, g, la luz tendra reflexion total interna. Este

angulo critico depende de los indices refractivos de ambos medios.

TIRFM ilumina selectivamente caracteristicas subcelulares cercanas a la
membrana plasmatica (aprox. 300 nm) en regiones de contacto célula-sustrato, sin
provocar sefiales de interferencia Optica posiblemente detectadas a mayor
profundidad que la célula. Este método esta basado en el uso de elementos
fluorescentes como la proteina verde fluorescente (GFP), que se acumulan en
compartimentos acidicos de la célula incluyendo granulos cromafines.
Actualmente se utilizan lipidos fluorescentes como el FM1-43 que tifie vesiculas
sinapticas selectivamente. Este colorante es internalizado en vesiculas cubiertas
por clatrina cuando éstas son fusionadas a la membrana celular o cuando se
produce alguna endocitosis. La ventaja de este método es que puede grabar en
video los eventos de fluorescencia y efectuar superposiciones para identificar las
diferencias en cada etapa. De esta forma permite estudiar varios eventos de fusion

de vesiculas simultdneamente.
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La microscopia de onda evanescente permite determinar el tamafio de las
vesiculas que se fusionan y estimar el tiempo que le toma a una vesicula anclarse
a la membrana celular y llevar a cabo exocitosis. La desventaja es que no es lo
suficientemente cuantitativa y no permite medir los pardmetros cinéticos de la

liberacion vesicular.

1.4.2 Microscopia de fluorescencia.

Esta técnica combina microscopia electronica y tincion de muestras con colorantes
fluorescentes (FM dyes, por sus siglas en inglés). Cuando un colorante es
aplicado a la muestra, la superficie celular es tefiida. Después se induce
endocitosis lo que hara que el colorante sea internalizado en las vesiculas.
Posteriormente se realiza un lavado con medio libre de colorante, y las
membranas se “destifien” parcialmente, ya que las moléculas son retiradas de la
membrana celular. Mediante un estimulo se induce la exocitosis y el resultado es
un incremento en la superficie fluorescente que es una medida de la cantidad
acumulada de membrana agregada por exocitosis (Brumback AC et al., 2004)..

Esta propiedad permite el estudio de la exocitosis directamente.

1.4.3 Microscopia de fuerza atomica.

El desarrollo de la técnica de microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas
en inglés) permite obtener imagenes de muestras bioldgicas con una resolucion de
unos cuantos nanémetros (Binnig G et al., 1986). En AFM, una punta fabricada de
silicio es utiizada para realizar un barrido de la superficie de la muestra con una
fuerza constante (Albrecht TH et al., 1990). Ambos, la punta y la muestra pueden
ser movidos en direccidn Xyz para realizar el barrido de la muestra. Esto significa
que la muestra puede moverse en direccion Xyz para localizar una region
particular en donde se desea realizar el barrido. Ya que se ha localizado dicha
region, la muestra deja de moverse y entonces la punta puede ser movida en
direccion Xyz para localizarla sobre la regidén de interés. Una vez realizado esto, el
equipo se encargara de realizar el barrido moviendo Unicamente la punta sobre la
muestra que ha quedado fija. La deflexion de la punta medida de forma Optica,
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permite la obtencion de un relieve de la superficie analizada (Figura 1.7). Para el
estudio de muestras bioldgicas, es necesario realizar el barrido colocando la
muestra en buffers que imitan condiciones fisioldgicas. Dicha técnica se ha
empleado para estudiar la existencia de poros de fusibn en células

neuroendocrinas (Jena BP, 2003).

a) Fotosensor sensible a
posician

Monitor

Fuente Laser

A )

Punta

—

e

Camara

Figura 1.7 (a) Diagrama esquematico de los componentes de un microscopio de fuerza atomica. (b)
Micrografia AFM de un poro de fusion en células acinares pancreéticas. Adaptados de Jena BP, 2003.

1.4.4 Patch Clamp.

Esta técnica fue desarrollada en los afios 70 para elucidar el funcionamiento de los
canales ionicos. Se utiliza una micropipeta para crear un contacto con una
pequefia area de membrana celular conocida como parche. Después de la
aplicacion de una pequefia succion a través de la pipeta, el sello entre ésta y la
membrana se vuelve tan estrecho que los iones no pueden fluir entre la pipeta y la
membrana. Los iones que fluyen cuando un canal i6nico se abre pasan
directamente al interior de la pipeta. La corriente eléctrica esultante es medida
con un amplificador electrénico conectado a la pipeta. Esta configuracion es
conocida como célula adherida o “Cell attached”. Existen otras configuraciones
gue permiten estudiar diversos aspectos celulares. Esas otras configuraciones son
célula completa o “whole cell”, “inside-out” y “outside-out” (Figura 1.8). En el
recuadro “Cell attached recording” se muestra la configuracion de célula adherida.
En dicha configuracion se produce un parche de membrana y se registra lo que
sucede solamente en el parche. A partir de esta configuracion se puede pasar a la
configuracién “Inside-out” (Figura 1.8, recuadro “Inside-out recording”) donde el
parche es separado del resto de la membrana celular y el interior celular queda

expuesto al aire. Esta configuracion permite el registro de corrientes de canales
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idnicos Unicos. Un beneficio de esta configuracion es la posibilidad de cambiar el
medio al que es expuesta la superficie intracelular. A partir de célula adherida se
puede también pasar a la configuracién de célula completa (Figura 1.8, recuadro
“Whole cell recording”) mediante la aplicacion de una succibn mas fuerte que
rompe el parche y permite el registro de lo que sucede en el interior celular.
Finalmente a partir de la configuracion de “Whole cell” se puede pasar a la
configuracion “Outside-out” (Figura 1.8, recuadro “Outside-out recording”) en
donde después de romper el parche, los extremos de la membrana se juntan
dejando expuesta la superficie extracelular. Esta configuracidon sirve para estudiar

como las sefales extracelulares influyen en la actividad de canales idnicos.

En el estudio del fendmeno de exocitosis la técnica de patch clamp permite un
control experimental del potencial de membrana para caracterizar la dependencia
de voltaje de las corrientes de la membrana. Ademas, al basarse en el modelo
eléctrico de la membrana (ver apartado de Amperometria en parche), permite el
registro de un incremento en la capacitancia® de la membrana celular que refleja el
aumento en el area celular provocado por la fusion de vesiculas que realizan

exocitosis (Alvarez de Toledo G et al., 1993).
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Figura 1.8. Configuraciones de la técnica de patch clamp. En este esquema ilustrativo se muestra como se
lleva a cabo cada una de las configuraciones de patch clamp. Adaptado de Purves D et al., 2001.

La capacitancia en electricidad es una medida de la capacidad que tiene un condensador para almacenar
cargas. Sus unidades son los faradios (F). En este contexto el condensador es la membrana celular.
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1.4.5 Amperometria.

Esta técnica estd basada en una técnica de los afios 80 conocida como
voltametria o polarografia. En voltametria se aplica un voltaje a un electrodo que
se encuentra inmerso en una mezcla de reaccidén para oxidar las moléculas de
interés. El uso de varios perfiles de voltaje aplicado durante la oxidacion, resulta
en la transferencia de electrones a la superficie del electrodo, produciendo una
corriente que varia dependiendo del voltaje aplicado y de la identidad de la
molécula oxidada. El analisis de estas corrientes oxidativas permite la
identificacion de las diferentes moléculas quimicas presentes en la mezcla de

reaccion.

Tomando las bases de oxidacidbn de monoaminas en la superficie del electrodo
(Kissinger PT et al., 1973; McCreery RL et al, 1974), Wightman y sus colegas
consideraron que la combinacion de la técnica de amperometria a voltaje
constante combinada con el uso de un pequeiio electrodo de fibra de carbono
(alrededor de 8 nm de diametro) (Gonon F et al., 1980) proveian las herramientas
necesarias para la detecciéon del fendmeno de exocitosis. Colocando un electrodo
en la superficie de una célula cromafin durante la estimulacion de la liberacién de
neurotransmisores, lograron realizar mediciones presinapticas de liberacion
exocitética de adrenalina y noradrenalina almacenadas en vesiculas individuales
(Leszczyszyn DJ et al., 1990) (Figura 1.9a).

En un experimento de amperometria, se genera un trazo de corriente donde cada
espiga de amperometria representa la corriente producida por la oxidaciéon de las
moléculas liberadas por una vesicula (Figura 1.9b). El area bajo esta curva de
corriente es utilizada para calcular el nimero de moléculas de neurotransmisor
liberadas en cada evento de exocitosis, mientras que la forma de la espiga brinda
informacion a cerca de los diferentes estados de la liberacion del neurotransmisor
ya sea el inicio de la liberacion, el punto maximo y la difusion de

neurotransmisores (Evanko D, 2005).
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Figura 1.9 (a) Diagrama ilustrativo de un experimento de amperometria. Adaptado de
http://www.mpibpc.mpg.de/groups/neher/groups/mme/projects.html (b) Ejemplo de registro de amperometria
en células cromafines de bovino. Adaptado de Amatore C et al., 2005.
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1.4.6 Amperometria en parche.

Esta técnica combina simultdneamente la medida de capacitancia de membrana
en registro “in situ” con la deteccion electroquimica del neurotransmisor oxidable
por amperometria. Esto se logra al insertar un éectrodo de fibra de carbono en el
interior de la micropipeta de registro (Figura 1.10). Consiste basicamente en
detectar en un pequefio parche de membrana la fusiéon de vesiculas y ademas el

contenido que liberan dichas vesiculas al fusionarse a la membrana celular.
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Figura 1.10. Diagrama representativo de la configuracion empleada durante un experimento de amperometria
en parche.

La capacitancia de membrana refleja la adhesion de membrana vesicular a la
membrana celular o la eliminacibn de membrana celular. Lo cual permite
determinar la fusiébn de vesiculas a la membrana celular. En esta técnica se

trabaja con la configuracion de célula adherida o “cell attached” de patch clamp.
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Una vez realizado el sello, se detecta la capacitancia de la membrana celular y se
estimula el fendmeno de exocitosis registrandose las variaciones en la

capacitancia.

La membrana celular es capaz de generar una corriente capacitativa ante un
cambio de voltaje y comportarse como un condensador eléctrico, en el cual los
medios intra y extracelular son las placas del condensador y la bicapa lipidica, el
dieléctrico (Figura 1.11).

EXIETE T T} l-:J
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Figura 1.11. Modelo eléctrico de la membrana. En este diagrama se muestra como la membrana actlia como
un condensador donde los medios intra y extracelular son las placas del condensador y la bicapa lipidica

actla como dieléctrico. Cm representa la capacitancia de la membrana. Rm representa la resistencia de la
membrana.

La capacitancia de la membrana esta dada por:

C=eeyx$S
d

Donde C es la capacitancia de la membrana, € es la constante dieléctrica del
material aislante que separa los medios intra y extracelular, es decir, la bicapa
fosfolipidica, eg es la constante dieléctrica del espacio, d es la distancia que
separa las placas del condensador, es decir, el grosor de la bicapa lipidica que es
de aproximadamente 5 nm y S la superficie de la membrana celular. Los
parametros €, €, y d se consideran constantes, por lo tanto, existe una relacion
directa entre la superficie de la membrana celular (S) y la capacitancia de la
membrana (C). Esto indica que las variaciones registradas en la capacitancia son
debidas a la adicion o sustraccion de fosfolipidos en la membrana es decir, a un
aumento en la superficie membranal.

Por otra parte, el electrodo de amperometria detecta la liberacion de

neurotransmisor. El electrodo es sometido a un potencial fijo que oxida las
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moléculas de neurotransmisor. Al ser oxidadas en la superficie del electrodo, estas
moléculas liberan electrones que son transferidos a través de éste produciendo un
flujo de corriente. Como se menciond antes (apartado 1.3) las células cromafines
secretan catecolaminas. Las diversas catecolaminas poseen diferentes
potenciales de oxidacion. Para garantizar que todo el contenido vesicular es
oxidado se fija el potencial de oxidacion del electrodo de amperometria en parche
en +750 milivolts (mV). La técnica de amperometria en parche es una herramienta
muy poderosa y versatil en el estudio de exocitosis ya que mantiene inalterable el
citoplasma celular respetando sus funciones e incrementa la resolucion en la
medida de la capacitancia. La resolucion del equipo de amperometria en parche
permite la deteccion de la exocitosis de vesiculas del orden de 50nm de didmetro
(Dernick G et al.,, 2005). Ademas permite la detecciébn de la liberacion de
neurotransmisores durante una fusion transitoria o durante la etapa inicial de
apertura del poro de fusion o incluso la deteccion de la fusion de vesiculas que no

liberan neurotransmisor (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Ejemplos de registros de amperometria en parche. (a) Eventos de fusion completa (irreversible).
El trazo superior marcado con C representa las variaciones en la capacitancia de membrana mientras que el
trazo inferior marcado con A, representa el trazo de amperometria. Adaptado de Gong LW et al., 2003. (b)
Evento de fusion transitoria. Puede observarse que existe un aumento en la capacitancia de membrana
seguido de una disminucion, lo cual indica que la vesicula se fusion6 a la membrana celular y posteriormente
se despego, regresando al medio citosolico. Adaptado de Dernick G et al., 2003. (c) Eventos de fusion
irreversible (rectangulo) y eventos de fusiones de vesiculas sin secrecion (circulo). Adaptado de Tabares L et
al., 2001.
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Al obtener un registro de amperometria en parche (Figura 1.12), se analizan los
incrementos o saltos de capacitancia y las espigas de amperometria. En un evento
de fusion completa se analizan los siguientes parametros (Figura 1.13): STEP
(representa el valor del salto de capacitancia, es decir, la variacion en la
capacitancia de la membrana al fusionarse una vesicula, y da una medida directa
del tamafio de vesicula), DELAY (representa el tiempo que transcurre desde que
se da la fusion de la vesicula hasta que inicia la secrecion de neurotransmisores),
Imax (@mplitud méxima, representa el valor maximo de la corriente generada por la
oxidacion de neurotransmisores, es decir el flujo al cual se liberan los
neurotransmisores), HALFWIDTH o t % (representa h anchura de la espiga al
50% de su amplitud méxima, este tiempo representa la cinética de liberacion del
neurotransmisor), RT (rise time) (tiempo transcurrido desde el inicio de la
secrecion, hasta alcanzar la amplitud maxima de la corriente, PEAK), y Q (carga,

cantidad de neurotransmisor liberado, se obtiene integrando el area bajo la

espiga).

Delay

Figura 1.13 Diagrama que muestra los parametros analizados en un registro de amperometria en parche

(evento de fusion irreversible).
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1.5 Exocitosis modulada por proteinas.

En el proceso de exocitosis regulado se involucran numerosas proteinas que
realizan diferentes funciones. Como se mencion6 en el capitulo anterior, algunas
de las proteinas involucradas en dicho proceso, funcionan como sensores del
calcio necesario para disparar la exocitosis. En este capitulo se describen algunas
de las principales proteinas que se proponen como encargadas de llevar a cabo
esta funcion.

1.5.1 Proteinas sensores de calcio.

En el proceso de exocitosis regulada por calcio, la liberacion de neurotransmisores
por vesiculas sinapticas ocurre debido al flujo de iones de calcio a través de
canales de calcio dependientes de voltaje (Sudhof TC, 1995). En esta etapa del
ciclo de las vesiculas sindpticas, se involucran proteinas cuya funcion es detectar
las variaciones en la concentracion de calcio intracelular. Una vez que dicha
concentracion se incrementa en el espacio intracelular, la maquinaria secretora lo
detecta a través de los sensores de calcio. Se conoce que en este proceso
participan diversos sensores de calcio, pero actualmente se propone la familia de
proteinas Sinaptotagminas, las cuales desempefian un papel importante en la
deteccién de las variaciones en la concentracion de calcio intracelular (Stdhof TC,
1995).

1.6 Sinaptotgminas.

Las Sinaptotagminas son una familia de proteinas de membrana presentes en
varios organelos intracelulares. En vertebrados se han encontrado 16 isoformas,
de las cuales la mas abundante es la Sinaptotagmina | (Sugita S et al., 2001). Esta
familia de proteinas se caracteriza por tener un dominio transmembranal N-
terminal o TMR y dos dominios C2 terminal, homélogos al dominio C2 de la
proteina cinasa C, conocidos como C2A y C2B (Sudhof TC y Rizo J, 1996). A
través del dominio C2A, estas proteinas interactian con la Sintaxina (Li C et al.,

1995). Aunque aln no se conoce exactamente el mecanismo de funcién del
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dominio C2B se cree que esta implicado en el proceso de endocitosis (Stdhof TC,
2004).

1.6.1 Dominios C2.

Los dominios C2 son porciones de proteina de alrededor de 130 aminoacidos.

Fueron definidos primero en la proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés) y
posteriormente en alrededor de 50 proteinas mas, de las cuales, la mayoria
participa en trafico celular y transduccién de sefales (Rizo J y Sudhof TC, 1998).
La caracteristica mas comun de estos dominios es su capacidad de unir iones
calcio y fosfolipidos (Nalefski EA et al., 1998). Ambos dominios tienen estructura
de b-sandwich conformado por dos hojas b antiparalelas (Figura 1.14). El dominio
C2B es 20 aminoacidos mas largo que el dominio C2A y contiene dos estructuras
a-hélice; el dominio C2A carece de dichas estructuras. En las caras superior e
inferior de la estructura b-sandwich, existen diversos loops. En el caso de las
Sinaptotagminas, los loops localizados en la cara superior de la estructura b-
sandwich se encargan de unir iones calcio. El dominio C2A une tres iones calcio
mientras que el dominio C2B une solamente 2 (Figura 1.14). Se sabe que estos
dominios permiten modular la exocitosis controlando el cambio entre la fusion

completa y la fusion transitoria (Wang CT, 2003).

Figura 1.14. Estructura tridimensional de los dominios
C2. Las esferas en naranja son los iones calcio que
une cada uno de los dominios. En azul, las laminas
beta, y en naranja las hélices alfa. Adaptado de
Yoshihara M, 2003.

Aunque los isoformos de la Sinaptotagmina (Syt) comparten los mismos dominios
receptores de iones calcio (Figura 1.15), existe variabilidad en la afinidad por el
calcio entre los diferentes miembros de esta familia de proteinas. La diferencia en
afinidad por dichos iones depende de su conformacion tridimensional,
especificamente de la cantidad de superficie hidrofébica expuesta al nromento de
plegarse la proteina (Rhee JS, 2005). En experimentos realizados en células
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PC12, se encontr6 que las Sinaptotagminas de membrana celular unen calcio con
una afinidad 5 a 10 veces mayor que las sinaptotagminas de membrana vesicular
(Sugita S, 2002). Los resultados de un experimento realizado en liposomas
mediante quelacion de calcio, demostraron que las diferentes sinaptotagminas
liberan calcio con cinéticas diferentes (Hui E, 2005). Esto permitié organizar a las
diferentes sinaptotagminas en tres grupos. En el grupo | se encuentran las
sinaptotagminas que liberan calcio rapidamente (50 ms) y entre ellas se
encuentran la Syt I, Il y lll. En el segundo grupo, se encuentran las Syt V, VI, IXy
X; y su cinética de liberacion de calcio es media (250 ms). Finalmente en el tercer
grupo se encuentra la Syt VI, la proteina con cinética de liberacion de calcio méas
lenta (500ms) (Hui E et al., 2005), es decir que esta Ultima es la de mayor afinidad
por el calcio. Las diversas Syts tienen diferentes propiedades o funciones debido a
las diferencias en afinidad por el calcio y a su diferente localizacion, ya sea en

membrana vesicular o membrana celular.
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1.7 Propiedades de isoformos de Sinaptotagminas.

A pesar de que la mayoria de las proteinas de esta familia se desconoce su
funcién, algunas de ellas han podido elucidarse. En la Tabla 1.1 se muestran
propiedades de las diferentes Sinaptotagminas, tales como su localizacién

subcelular y su dependencia de calcio.

Aunque estas proteinas son las principales candidatas para funcionar como
sensores de calcio en la exocitosis regulada por calcio se sabe que no son las
Unicas responsables pues se ha encontrado que en su ausencia persiste la
exocitosis dependiente de calcio (Fernandez-Chac6n R et al., 2001). La Syt |
interactia con SNAP-25 de forma dependiente de calcio, también mediante el
dominio C2A (Schiavo G et al.,, 1997). La Syt VIl y la Syt lll se localizan en
membrana celular, (Butz S et al, 1999; Sugita S et al., 2001; Littleton JT vy
Adolfsen B, 2001). Se ha encontrado que la Syt VIl se localiza también en
lisosomas (Martinez | et al, 2000). Sugita (2002) ha propuesto que las
Sinaptotagminas de membrana vesicular y celular funcionan como sensores de
calcio complementarios entre si. Esto dgnifica que existe alguna Sinaptotagmina
en membrana vesicular que trabaja como complemento de otra Sinaptotagmina
localizada en membrana celular. Asi mismo propone que los diferentes isoformos
de la sinaptotagmina participan en la exocitosis con una afinidad por el calcio de
forma jerarquica. Su propuesta se basa en las diferentes afinidades por el calcio y

localizaciones de las diversas Sinaptotagminas.

En membrana vesicular la mas importante es la Sinaptotagmina |, mientras que en
membrana celular es la Sinaptotagmina VII. Existen estudios realizados para
elucidar la funcién de la Syt | (Desai RC et al., 2001; Yoshihara M y Montana ES,
2004; Rhee JS et al., 2005) pero de la Syt VII no se conoce con exactitud el papel

que juega en el proceso de exocitosis regulado por calcio.
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Tabla 1.1. Propiedades de las Sinaptotagminas. Adaptado: Littleton JT y Adolfsen B, 2000; Stdhof TC 2002.

Gen Especies Patrén de Localizacion JuUnién a Funcion
expresion subcelular fosfolipidos
dependiente
de calcio?

Syt | Humano, Neuronal Vesiculas Si Sensor de
rata, raton, sinapticas calcio para
C.elegans, exocitosis
Drosophila rapida

Syt I Humano, Neuronal, Vesiculas Si Sensor de
rata, raton mastocitos, sinapticas, calcio para

células lisosomas de exocitosis
pancreaticas mastocitos rapida

Syt Il Rata, raton Neuronal, células Membrana Si sSensor de

pancreéticas plasmatica calcio en
presinaptica, exocitosis?
granulos en células
b
Syt IV Rata, raton, Neuronal En Drosophila en No Se
C.elegans, vesiculas desconoce
Drosophila sinépticas; en rata,
colocaliza con
marcadores del
aparato de Golgi
SytV  Rata, raton, Neuronal, baja En zona activa y Si éSensor de
Drosophila expresion en membrana calcio en
higado, tejido plasmética exocitosis?
adiposo, pulmén
y corazon de rata
Syt VI Humano, Cerebro, Ubicuo En zona activa 'y No sSensor de
rata, raton membrana calcio en
plasmatica exocitosis?
Syt VII Humano, Cerebro, Ubicuo En zona activa y Si ¢éSensor de
rata, ratén, membrana calcio en
C.elegans, plasmatica exocitosis?
Drosophila
Syt VI Humano, Cerebro, Ubicuo Se desconoce No Se
raton desconoce
Syt IX Humano, Cerebro, Ubicuo Se desconoce, No Se
rata, ratén, Jvesiculas desconoce
Drosophila sinapticas?

Syt X Rata, ratén Neuronal En zona activa 'y Se desconoce ¢ Sensor de
membrana calcio en
plasmatica exocitosis?

Syt XI Humano, Neuronal Se desconoce No Se

rata, raton desconoce

1.8 Sinaptotagmina VII.
Sugita y colaboradores (2001) sugieren que la proteina sinaptotagmina VIl se
encuentra localizada en membrana celular, en donde funciona como sensor de

calcio para la exocitosis. Ellos proponen que ésta proteina actia como un
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complemento para otros isoformos de sinaptotagmina localizados en membrana
vesicular. Por otra parte, existen otros trabajos que proponen que su localizaciéon
es vesicular o lisosomal (Fukuda M et al., 2004, Wang CT et al., 2006). En un
estudio llevado a cabo en células PC12 y con marcaje de la proteina Syt VII con
proteina verde fluorescente (GFP) se demostr6 por medio de ensayos
inmunohistoquimicos que ésta linea celular expresa establemente el complejo Syt
VII-GFP y se localiza tanto en vesiculas como en otros organelos membranales
tales como el aparato de Golgi y lisosomas (Fukuda M et al., 2004). Wang y
colaboradores (2006) demostraron en células PC12 que Syt VIl colocaliza con Syt
|. Este resultado les hizo sugerir que la proteina Syt VII, localizada en membrana

vesicular, funciona como sensor de calcio de alta afinidad.

En la exocitosis regulada por calcio la Syt VII restringe el poro de fusion (Jaiswal
JK et al., 2004). Haciendo uso de microscopia de evanescencia se llevaron a cabo
estudios en lisosomas de fibroblastos de embriones de raton con la finalidad de
estudiar el fendbmeno de exocitosis en fibroblastos de ratones silvestres (Syt VI
WT) y lisosomas de fibroblastos de ratones knock out para la proteina Syt VII (Syt
VIl KO). En dichos estudios los lisosomas fueron cargados con dextranos de
diferentes pesos moleculares (10 kDa, 70kDa, 145kDa, 250kDa y 500kDa) y se
indujo la exocitosis. En células de genotipo silvestre los dextranos de 10kDa a
250kDa pudieron pasar a través del poro de fusion formado durante el evento de
exocitosis, no asi el dextrano de 500kDa. En células de genotipo knock out todos
los dextranos pudieron pasar a través del poro de fusién. Se encontré que en los
fibroblastos de ratones silvestres la mayoria de los lisosomas liberaron su
contenido parcialmente y las proteinas de sus membranas no se difundieron
completamente a la membrana celular. Por otra parte, los fibroblastos de ratones
Syt VII KO llevaron a cabo exocitosis mediada por calcio y las proteinas de la
membrana se difundieron a la membrana celular. Esto indicé que la proteina Syt
VII no es la principal implicada para llevar a cabo la exocitosis mediada por calcio,
pero si esta implicada en la restriccion de la cinética de expansion del poro de
fusion (Jaiswal JK et al., 2004).
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De acuerdo a lo anterior, la sinaptotagmina VIl se localiza tanto en membrana
vesicular como en membrana celular. Aunque esto sigue siendo tema de debate,
es posible que se localice en ambos tipos de membrana, ya que puede tomar
varias formas dependiendo del tipo de “splicing” que sufra. Existen tres formas de
Syt VII: truncada, pequefa y larga (Sugita S et al., 2001). La forma truncada
carece de dominios C2, la forma pequefa posee un fragmento de 45-115 residuos
entre los dominios C2 y el dominio TMR. La forma larga posee un fragmento de
mas de 314 residuos entre los dominios C2 y el dominio TMR (Sugita S et al.,
2001). Esta caracteristica podria permitir a la Syt VIl localizarse en diferentes tipos
de membranas y no exclusivamente en un tipo como la Syt | que localiza

Gnicamente en membrana vesicular (Sudhof TC, 2002).

Las técnicas utilizadas en los estudios realizados previamente para elucidar la
funcién de ésta proteina en la regulacién de la exocitosis mediada por calcio no
ofrecen resultados contundentes ya que no permiten distinguir si la liberacion de
neurotransmisores es debida a un fenomeno de fusion transitoria 0 a una fusion
completa. Haciendo uso de la técnica de amperometria en parche es posible
elucidar de forma mas concreta en que puntos participa ésta proteina debido a
que permite la deteccidon simultanea de la capacitancia de membrana celular y
vesicular y de la corriente amperométrica producida por la oxidacion de los

neurotransmisores liberados.

Es por ello que es de nuestro interés y objetivo de este trabajo determinar el papel
de la proteina Sinaptotagmina VII en el proceso de liberacién de neurotransmisor
para lo que disefiamos experimentos de amperometria en parche con células

cromafines de ratones de genotipo silvestre, knock out y knock in.
En el presente trabajo damos a conocer los resultados de los estudios realizados

en ratones de genotipo silvestre (WT), ratones carentes de la proteina Syt VI,
cuyo genotipo es knock out (KO) y ratones cuya proteina Syt VII contiene
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mutaciones puntuales en el dominio C2B, lo cual hace que dicho dominio esté
inactivo, genotipo knock in (C2B Ki).
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HIPOTESIS

La Sinaptotagmina VIl participa en el proceso de
exocitosis mediado por calcio regulando el poro de
fusion exocitotico
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OBJETIVOS

GENERALES

Determinar el efecto de la proteina Sinaptotagmina VIl en el proceso de

exocitosis mediado por calcio.

Determinar la funcién de los dominios C2 de la proteina Sinaptotagmina VIl

en la regulacién del poro de fusién exocitotico.

ESPECIFICOS

Realizar experimentos de amperometria en parche con células cromafines
de genotipo silvestre (WT) y knock out (KO) para la proteina
Sinaptotagmina VII con la finalidad de determinar el efecto de ésta proteina

en el proceso de exocitosis mediado por calcio.

Estudiar el efecto producido por la proteina a diferentes concentraciones de
calcio extracelular con la finalidad de confirmar que el efecto de la proteina
Sinaptotagmina VIl es el mismo independientemente de la concentracion de

calcio extracelular.

Realizar experimentos de amperometria en parche en células cromafines
de genotipo silvestre, células sin la proteina Sinaptotagmina VII (genotipo
knock out) y células cuya proteina Sinaptotagmina VII tiene el dominio C2B
inactivo (genotipo knock in) con la finalidad de elucidar la funcién que
desempeiian los dominios C2 en el proceso de exocitosis mediado por
calcio.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA SINAPTOTAGMINA VI
EN EL PROCESO DE EXOCITOSIS
REGULADO POR CALCIO
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CAPITULO 2.

Efecto de la Sinaptotagmina VI

en el proceso de exocitosis regulado por calcio.

En la introduccion se mencioné el posible papel de la sinaptotagmina VII como
sensor de calcio en el proceso de exocitosis mediado por calcio. En el presente
capitulo se muestran los resultados de los experimentos de amperometria en
parche llevados a cabo en ratones de genotipo silvestre y knock out para &
proteina Syt VII con la finalidad de determinar el papel que juega esta proteina en
el proceso de exocitosis mediado por calcio. Se muestra ademas el efecto que

tiene el calcio en dicho proceso.

2.1 La Sinaptotagmina VIl acelera la apertura del poro de fusion y la
velocidad de liberacion de neurotransmisores.

La técnica de amperometria en parche permite la deteccion simultanea de la
capacitancia de membrana y de la corriente amperométrica producidas en el
proceso de exocitosis. Esto permite determinar como se lleva a cabo la fusién de
vesiculas a la membrana celular (ya sea por fusiébn completa o fusion transitoria) y
la deteccion del contenido vesicular liberado. A partir de esto se puede obtener
informacién acerca de como esté regulado el poro de fusion exocitotico. Por estas
razones, dicha técnica resulta una herramienta poderosa en el estudio del
fendmeno de exocitosis. En este estudio la utilizamos para determinar el papel que
juega la proteina Syt VII en el proceso de exocitosis mediado por calcio. Para ello,
se hicieron experimentos de amperometria en parche en células cromafines (CC)
de ratones de genotipo silvestre (WT) y knock out para la proteina Syt VII (Syt Vi
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KO) de la cepa Blacksix en condiciones de calcio extracelular (i.e. calcio en la
pipeta, [Caz*]p) de 5 mM (Figura 2.1). Para llevar a cabo dichos experimentos, el

equipo fue ajustado a las condiciones mencionadas en el Anexo D.

En la Figura 2.1 se observan los registros representativos de un experimento
llevado a cabo en células de genotipo WT (a) y en células de genotipo KO (b).
Tanto en (a) como en (b) el trazo inferior muestra las espigas de corriente
amperometrica, esto es, las espigas generadas por la oxidacién de catecolaminas
en la superficie del microelectrodo al fusionarse una vesicula a la membrana
celular. Cada espiga corresponde a la liberacion de Unica vesicula (Wightman RM
y Haynes CL, 2004). En el trazo superior, se muestran los saltos de capacitancia
de membrana que indican las fusiones de membrana vesicular a la membrana
celular. Del registro de sucesion de picos y saltos es necesario analizar cada
evento por separado. Lo que significa que en el trazo de amperometria (inferior) se
analiza espiga por espiga con sus respectivos trazos de capacitancia de

membrana (superior).

a) - b)
21F !"';--a—---__..._,.,,_,,_._,.._f"'_ i-._.!
_._._,.-l-—...l-'E"l : zn:li -:‘4-—"»___’__———;(/

Figura 2.1. Experimentos de amperometria en parche en células cromafines (CC) de ratones de la cepa
Blacksix en condiciones de calcio extracelular (i.e. calcio en la pipeta, [Ca2+]p) 5mM. a) CC de ratones de
genotipo silvestre (WT). b) CC de ratones de genotipo knock out (KO). El trazo superior representa el registro

de capacitancia. El trazo inferior representa el registro de amperometria. En las zonas punteadas se indica un
evento a analizar (ver Figura 3.5). A través de todo el registro se analiza espiga por espiga (amperometria) y

sus correspondientes saltos (capacitancia).

Las etapas de la exocitosis pueden dividirse en 4 en relacién a la forma de la
espiga de la sefial amperométrica (Figura 2.2). En la etapa I, se lleva a cabo la
aproximacion e la vesicula a la membrana celular. En la etapa I, la vesicula se

fusiona a la membrana celular y se genera la formacién del poro de fusién
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transmembranal y su posterior expansion. El poro de fusion permite la
comunicacion entre el interior de la vesicula y el espacio extracelular. Cuando el
poro de fusion es lo suficientemente estable, i.e. cuando su tiempo de duracion es
mayor a 1 ms, las pequefias cantidades de catecolaminas liberadas durante este
etapa son detectadas por la superficie del microelectrodo y generan pequefias
corrientes amperométricas. Estas pequefias corrientes son observadas como un
“pie” que precede a la espiga amperométrica. En el caso contrario no es posible
detectar esta pequefia sefial y se observa la espiga de amperometria sin “pie”. La
etapa de apertura del poro de fusion (etapa Il) estd dada por el Delay (el tiempo
transcurrido desde la formacion del poro de fusion hasta el inicio de la liberacién
de neurotransmisor). Una vez que se ha fusionado la vesicula transcurre un
tiempo para que la liberacion de neurotransmisor inicie (en algunos casos es tan
rapido que el equipo registra un Delay casi de cero). Cuando se inicia el registro
del trazo de amperometria ha iniciado la liberacion. Esto es, el poro de fusion ha
iniciado su expansion. En la Etapa lll se da la maxima expansion del poro de
fusion, lo cual se ve reflejado en el valor maximo de la corriente (Imax). Una vez que
el poro ha alcanzado su maxima expansion (Etapa lll), éste se rompe dando lugar
a la integracion de la membrana vesicular a la membrana celular liberando el
contenido vesicular. Se observa un incremento rapido de la espiga y finalmente en
la etapa IV, los neurotransmisores difunden fuera de la matriz vesicular y

conducen a una disminucién exponencial de la corriente de la espiga.

."l Figura 2.2. Etapas de la exocitosis. En éste esquema

f Iv se muestran las diferentes fases definidas de acuerdo

| — a lo registrado por el electrodo de amperometria.

I “_). Etapa I: aproximacion de la vesicula a la membrana
celular. Etapa Il: fusion de la vesicula a la membrana

celular y formacion cl poro de fusion. Etapa Il

|| ¥ 101 r IV expansion del poro de fusién. Etapa IV: integracion
total de la membrana vesicular a la membrana celular

= 1 = == Y difusion de neurotransmisores. La linea punteada en
(.
=

L — la espiga indica el “pie” que es posible registrar
= cuando el poro de fusion es estable.
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En la introduccion se mostréo la férmula que rige el comportamiento de la
capacitancia de membrana: C = € €y x S/d, y observamos que al ser constantes los
valores €, €, y d, la capacitancia da informacion sobre la fusién de vesiculas a la
membrana celular, es decir que partiendo de esta férmula es posible calcular el
area de membrana vesicular fusionada a la membrana celular. Considerando que
la vesicula posee una forma esférica, es posible obtener su diametro a partir del
pardmetro S ya que S=4pr® Por lo tanto, podemos obtener el tamafio de la
vesicula. En base a esto y considerando que en el analisis de los registros de los
experimentos realizados en CC WT y CC KO se observd que la diferencia en el
salto de capacitancia entre genotipos WT y KO a una concentracion de calcio
extracelular de 5mM no es significativamente diferente, (Tabla 2.1, Figura 2.3) lo

que nos lleva a proponer que el tamafio de vesicula tampoco lo es.

Tabla 2.1. Parametros analizados en registros de CC de ratones de genotipo WT y KO a [Caz‘”]p 5mM.

[Ca2+]p:5mM WT KO Diferencia Significativa
Step (fF) 1.4+0.1 1.3+0.1 ND
Delay(ms) 9.4+0.7 121 +0.8 *x
Imax (PA) 21.7+16 311+3.1 *x

t1/2 (MS) 78.6 £3.5 107.8+ 4.9 ok
RT (ms) 17.3+0.8 226+1.1 ok
Q (pC) 24+0.2 3.5+£0.3 ok
No. eventos (n) 209 183
No. Células 20 16
No. Ratones 6 4

El simbolo * denota que tan significativa es la diferencia. Con * se denota una diferencia significativa del 95%
(p<0.05). Con ** se denota una diferencia significativa del 99% (p<0.01). Finalmente, con *** se denota una
diferencia significativa del 99.9% (p<0.001). Con ND se denota que no existe diferencia significativa.

En la Tabla 2.1 se muestra un resumen de los datos obtenidos a partir del analisis
de los registros de experimentos en células cromafines de ratones de genotipo
silvestre y ratones de genotipo knock out. El error estandar (ES) fue calculado
mediante la formula ES=s/On donde S representa la desviacion estandar de la

muestra y n el tamafio de la muestra. Se realizaron 6 cultivos de ratones de
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genotipo silvestre y 4 cultivos de ratones de genotipo knock out. La diferencia
significativa fue calculada mediante la prueba paramétrica Wilcoxon-Mann-

Whitney para muestras de diferente tamafio.

16 7
1.4 1 =
L
1.2 A
& 1.0 1 Figura 2.3. Capacitancia de membrana. Se
& 08 1 observa que el tamafio de salto de capacitancia
e 0.6 1 de membrana (STEP) no es significativamente
’ diferente entre genotipos. p=0.4057. El valor de p
0.4 A se obtuvo mediante la prueba paramétrica de
0.2 - Wilcoxon-Mann-Whitney. [CazJ']p = 5 mM. WT:
n=209; KO: n=183.
0.0 1
5 mM Calcio
WT KO

Al realizar el analisis de los registros de amperometria se observé que los
parametros Delay y anchura de la espiga (12) son mayores en el genotipo KO
(Tabla 2.1, Figura 2.4). Un aumento en la duracién del Delay nos indica que a las
células de genotipo KO les toma mas tiempo lograr la apertura del poro de fusion,
pues la vesicula tarda mas en iniciar la liberacion de su contenido una vez que se

ha fusionado con la membrana celular y formado el poro de fusién (Figura 2.5).

*% *kk
14 - 120 A
T T
12 1 100
10
w I 80 T
£ —_
< 81 )
> é
< ~ 60
7 °] 2
o |
4 40
2 20 1
0 1 0
5 mM Calcio 5 mM Calcio
WT KO WT KO

Figura 2.4. Andlisis de los parametros cinéticos Delay y ti». En los histogramas de ambos parametros puede
observarse una mayor duracién para el genotipo KO. Esto indica que tanto la apertura'y expansién del poro de
fusién como la liberacion de neurotransmisores es més lenta en las células de genotipo KO comparada con el
control, cuando la proteina Syt VIl se encuentra ausente. WT: n=209; KO: n=183.
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El t;, también es mayor en CC KO (Tabla 2.1, Figura 2.4) lo que significa que en
éstas ceélulas la liberaciobn de neurotransmisores es mas lenta comparado con el
control. En la Figura 2.5 se muestra la amplificacion de los eventos enmarcados
en la zona punteada en la Figura 2.1 y puede apreciarse que en las CC KO (c) el

Delay vy el t;, son de mayor magnitud que en las CC WT (b).

a)

Figura 2.5. Diferencias entre eventos representativos de CC de genotipo WT y KO. a) Esquema ilustrativo de
los parametros analizados: Step, Delay, RT, tiz, Imxy Q. b) Amplificaciéon del evento enmarcado en la Figura
2.1a, (WT). c) Amplificacion del evento enmarcado en la Figura 2.1b, (KO). Al comparar dos eventos
representativos en b y c, se pueden observar diferencias respecto a los parametros cinéticos. En c¢) puede
observarse un Delay mayor, asi como una espiga mas ancha (ty2) comparado con b).

Se observé también que tanto el punto maximo del flujo de liberacion de
neurotransmisores (Imax) como la carga de neurotransmisor (Q) son mayores en
las células cromafines de genotipo KO comparadas con el control (Figura 2.6).
Recordemos que la carga (Q) es el area bajo la curva, por lo que la diferencia en

este valor entre genotipos WT y KO esta relacionado con el punto maximo del flujo

de liberacioén (Imax) como con la liberacién de neurotransmisores (ti/2).
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Figura 2.6. Valores de Q e Imxen CC WT y CC KO. En los histogramas puede observarse que tanto la carga
como la corriente maxima tienen valores mayores en d genotipo KO. WT: n=209, 20 células, 6 ratones,
Q(pC)=2.440.2, ImafpA)=21.7%1.6; KO: n=183, 16 células, 4 ratones, Q(pC)=3.5%0.3, ImafpA)=31.1£3.1.

Con estos datos es posible sugerir que la proteina Sinaptotagmina VIl ayuda a la
apertura y expansion del poro de fusién, ya que cuando estd ausente se observa
un incremento en el tiempo desde la formacion del poro de fusién hasta su
apertura lo que da lugar al inicio de la liberacién de los neurotransmisores (Delay,
Figura 2.4, Figura 2.5). Ademas el flujo de liberacibn de neurotransmisores
también se ve afectado cuando la proteina estd ausente (1., Figura 2.4; Figura
2.5). Sin embargo, mediante esta técnica no es posible elucidar los mecanismos
mediante los cuales la célula genera vesiculas con mayor carga cuando la

proteina esta ausente.

De acuerdo a lo anterior se sugiere que el papel de la proteina Syt VIl en el
fendmeno de exocitosis mediado por calcio es acelerar la apertura y expansion del
poro de fusién, asi como la velocidad de liberacion de neurotransmisores en
células cromafines de raton.

Continuando con el analisis de los registros, se separaron los eventos de fusion
transitoria de los eventos de fusion completa. Un evento de fusidn transitoria se
diferencia de uno de fusibn completa ya que el segundo presenta una variacion en
la capacitancia de membrana en forma de salto (Figura 2.7a). Las fusiones
transitorias presentan una variacion en el trazo de capacitancia que aparece como

un aumento en la capacitancia seguido de una disminucién y puede tener forma
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cuadrada o de pico; la diferencia entre estas formas depende del tiempo que la
vesicula permanezca fusionada a la membrana celular. En la Figura 2.7b se
presenta un evento de fusion transitoria en forma de pico, este tipo de fenémenos
son conocidos como "Flickers” (oscilaciones). En otros casos, la fusion transitoria
es tan rapida que no es posible registrar una variacién en la capacitancia de

membrana (Figura 2.7c).

21,=| 3 ol Figura 2.7. Tipos de eventos de fusion
vesicular. Evento de fusion completa (a),

10pA evento de fusién transtoria con
variacion en la capacitancia, conocido

como flicker (b) y evento de fusion

|
\ f,
\ [ transitoria  sin’ variaciéon en la
Mw\‘k-w- capacitancia (c).
Saticki

Se hizo la separacion de eventos de fusion transitoria y fusion completa en los
registros obtenidos en ambos genotipos. Posterior a esto se contabilizaron los
eventos y se observd que en el genotipo knock out existe una disminucion en la
cantidad de transitorias comparado con el genotipo silvestre, los resultados se

muestran en la Figura 2.8.

Figura 2.8. Tipos de eventos. En este
grafico se muestra la cantidad de
eventos de cada tipo para ambos
genotipos, silvestre y knock out. Se

Tipos de eventos

< A puede observar que la cantidad de
> 100 n=210 n=182 eventos de fusion transitoria es menor
S 80 A en el genotipo knock out. Los
S porcentajes para fusién total son: 76 y
3 601 82% para los genotipos WT y KO
@ respectivamente; para fusion transitoria:
o 401 n=66 n=40 24y 18% para WT y KO
8 ) - respectivamente. En condiciones [Ca” }
= 20 5mM. Total de eventos (Fusion total +
8 0 Fusion transitoria): WT=276, KO=222.

Fusion Total Fusion Transitoria

WT KO WT KO

En resumen, observando los resultados mostrados en la Tabla 2.1 se sugiere que
en ausencia de la proteina Syt VII la célula no modifica la maquinaria encargada
de la formacion de las vesiculas ya que con o sin ésta proteina el tamafio de las
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vesiculas no se altera (Valor Step en Tabla 2.1; Figura 2.3). Esto indica que la
proteina Syt VII no esta implicada a este nivel del ciclo de las vesiculas sinapticas
lo cual correlaciona con la idea & que el papel principal de dicha proteina es
funcionar como sensor de calcio para la exocitosis mediada por calcio (Sugita S et
al., 2001; Wang CT et al., 2005). Por otra parte, se observan diferencias
significativas en los parametros Delay y ti» (Tabla 2.1; Figura 2.4). Esto sugiere
qgue la célula requiere de la proteina Syt VIl para facilitar la apertura y expansion
del poro de fusidén ya que la liberacion de neurotransmisores es mas lenta en su
ausencia. Se observd también que tanto la corriente maxima (Imax) como la carga
(Q) tienen magnitudes mayores en células cromafines de genotipo KO (Figura 2.6)
y se observo también que en ausencia de la proteina Syt VII se observa una ligera
disminucion en la cantidad de eventos de fusion transitoria (Figura 2.7). Por el
contrario, en presencia de la proteina se observaron mas eventos de fusion
transitoria sugiriendo que probablemente la proteina participa de alguna forma en
la regulacién (via restriccion) del tamafio del poro de fusion, lo cual correlaciona
con lo observado por Jaiswal y colaboradores (2004). De acuerdo a esto se
sugiere que la proteina Syt VIl esta involucrada en el proceso de exocitosis
mediada por calcio donde juega un papel importante en la regulacién del poro de

fusion y por lo tanto en la liberacién de neurotransmisores.

2.2 El efecto de la Sinaptotagmina VII no depende de la concentracién de
calcio extracelular.

Con la finalidad de corroborar que el efecto producido por la proteina Syt VIl en el
fendmeno de exocitosis mediada por calcio se debe a la proteina en si, y no a la
concentracion de calcio extracelular, se realizaron experimentos de amperometria
en parche en CC de ratones de genotipo WT y KO a las concentraciones de calcio
extracelular (i.e. calcio en la pipeta, [Ca®*],) de 5mM (ver apartado 3.1) y [Ca**], de
10mM. Las condiciones de trabajo estan descritas en el Anexo D. En los registros
obtenidos se analizaron las variaciones en la capacitancia y se observo que el
salto de capacitancia no es significativamente diferente entre genotipos WT y KO a
una [Caz+]Io 10mM (Tabla 2.2, Figura 2.9). De acuerdo a lo planteado en el
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apartado 2.1, nuevamente observamos que el tamafio de vesicula no es afectado
por la ausencia de la proteina Syt VII ain a una concentracion de calcio
extracelular mayor. Esto reafirma la idea que la proteina Syt VII no esti

involucrada en esta etapa del ciclo de las vesiculas sinapticas.

Por otra parte, al analizar los registros obtenidos de los experimentos realizados
en células cromafines de ratones de genotipo WT y KO a una [Caz"]p 10mM se
observo que al igual que en el apartado 2.1 donde se discutieron los resultados
obtenidos al realizar experimentos de amperometria en parche en células
cromafines de ratones de genotipo WT y KO a una [Ca2+]p 5mM, los parametros
Delay vy t;, tienen mayor duracion en las células de genotipo KO a [Caz‘”]p 10mM

comparado con el control (Tabla 2.2, Figura 2.10).

Tabla 2.2. Parametros analizados en registros de CC de ratones de genotipo WT y KO a [Ca®], 10mM.

[Ca2+]p:10mM WT KO Diferencia Significativa
Step (fF) 1.1+0.1 0.9+0.04 ND
Delay (ms) 6.0+ 0.5 8.1+0.6 *
Imax (PA) 30519 43.1 £ 3.9 *
tiz (Ms) 61.7 + 2.7 73.6+4.1 *x
RT (ms) 155+ 0.7 18.6 +1.0 *
Q (pC) 24+0.2 29+0.2 *x
No. eventos (n) 199 173
No. Células 12 12
No. Ratones 5 5

*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. ND: no existe diferencia significativa.
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Asi mismo se observo que aln a una concentracion de calcio extracelular mayor el
efecto de la Sinaptotagmina VIl es el mismo ya que los resultados a [Ca2+]p 10mM
muestran la misma tendencia que los resultados obtenidos a una [CaZJ’]p 5mM.
Estos resultados reafirman la idea de que la Syt VII acelera la apertura y

expansion del poro de fusién asi como la liberacién de neurotransmisores.
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Figura 2.10. Analisis de los parametros cinéticos Delay yti». En los histogramas de ambos parametros puede
observarse una mayor duracion para el genotipo KO. Esto indica que tantola apertura y expansién del poro de
fusion como la liberacion es mas lenta en células cromafines de genotipo KO comparada con el control
cuando la proteina Syt VIl se encuentra ausente, aun cuando la concentracion de calcio extracelular es mayor.
Estos resultados reafirman la idea de que la proteina Syt VIl acelera la formacién, apertura y expansion del
poro de fusién asi como la velocidad de liberacién de neurotransmisores en células cromafines de raton. WT:
n=199; KO: n=173.

Ademas se observé que también a una [Ca2+]p 10mM tanto la corriente maxima
(Imax) como la carga (Q) tienen mayor magnitud en las células de genotipo KO
(Tabla 2.2, Figura 2.11) y que en el genotipo KO existe una menor cantidad de

fusiones transitorias (Figura 2.12).
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Figura 2.11. Valores de Q y Imaxen CC WT y CC KO. En los histogramas puede observarse que tanto la carga
como la corriente maxima tienen valores mayores en el genotipo KO. WT: n=199; KO: n=173.
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Figura 2.12. Tipos de eventos. En este gréafico se muestra la cantidad de eventos de cada tipo para ambos
genotipos, silvestre y knock out. Se puede observar que la cantidad de eventos de fusién transitoria es
ligeramente menor en el genotipo knock out. Los porcentajes para fusion total son: 71 y 75% para los
genotipos WT y KO respectivamente; para fusion transitoria: 29 y 25% para WT y KO respectivamente. [Ca®",
10mM. Total de eventos (Fusion total + Fusién transitoria): WT=281, KO=230.

Al igual que en la Tabla 2.1 al observar los resultados de la Tabla 2.2 se corrobora
gue la proteina Syt VII no modifica la maquinaria empleada para la formacién de
las vesiculas sinapticas. Se sugiere también que la proteina Syt VII participa en el
proceso de exocitosis mediado por calcio regulando la apertura y expansion del
poro de fusion. Finalmente también se comprueba que la Syt VIl acelera la
liberacion de  neurotransmisores en células cromafines de ratdn

independientemente de la concentracion de calcio extracelular.
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2.3 La regulacion del poro de fusién y la liberacion de neurotransmisores
dependen de la concentracion de calcio extracelular.

En el apartado 2.2 se observdé como independientemente de la concentracion de
calcio extracelular el efecto de la proteina Syt VII es el mismo, ya que tanto a
[Ca?*], 5mM como a [Ca?'], 10mM se observa la misma tendencia en los datos
obtenidos a partir de los registros. Sin embargo, al comparar los datos obtenidos
de células de genotipo WT a ambas concentraciones de calcio extracelular y de
células de genotipo KO también a ambas concentraciones de calcio extracelular,
se observd que existen diferencias significativas. En las Tablas 2.3 y 2.4 se

presentan los datos obtenidos a ambas concentraciones de calcio.

Tabla 2.3 Datos obtenidos de experimentos de amperometria en parche en CC WT a [Casz 5mMy [Ca2+]p
10mM.

Pardmetro WT 5mM Ca WT 10mM Ca  Diferencia Significativa
Step (fF) 14+0.1 1.1+0.1 ok
Delay (ms) 9.4+0.7 6.0+ 05 ok
Imax (PA) 21.7+1.6 30.5+1.9 i
ty2 (MS) 78.6 £3.5 61.7 £ 2.7 ok
RT (ms) 17.3+0.8 155+ 0.7 *
Q (pC) 24+0.2 24 +0.2 ND
No. eventos (n) 209 199
No. Células 20 12
No. Ratones 6 5

*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. ND: no existe diferencia significativa.
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Tabla 2.4 Datos obtenidos de experimentos de amperometria en parche en CC KO a [Ca2+]p 5mMy [Ca2+]p
10mM.

Parametro KO 5mM Ca KO 10mM Ca Diferencia Significativa

Step (fF) 13+0.1 0.9 £0.04 000
Delay (ms) 12.1+£0.8 8.1+0.6 000
Imax (PA) 31.1+3.1 43.1+3.9 0o
t12 (MS) 107.8+4.9 73.6+4.1 000
RT (ms) 226+1.1 186+ 1.0 0o
Q (pC) 35+0.3 29+0.2 ND
No. eventos (n) 183 173
No. Células 16 12
No. Ratones 4 5

°p<0.05, °p<0.01 y °°°p<0.001. ND: no existe diferencia significativa.

Al analizar los datos de la Tabla 2.3 se observa que para el genotipo WT existe
una diferencia significativa en el tamafio del salto de capacitancia (Step)
dependiente de la concentracion de calcio extracelular. Recordando que a partir
de la capacitancia es posible obtener el tamafio de la vesicula, podemos sugerir
que el tamafio de la vesicula si disminuye cuando se aumenta la concentracion de
calcio extracelular. Una posible explicacion a este fenbmeno puede ser que el
calcio esté dando la sefal a la célula para producir una mayor cantidad de
vesiculas que estén disponibles para llevar a cabo fusion y liberar su contenido.
Esto es, que al haber mayor disponibilidad de calcio en el medio, la maquinaria
encargada de la formacién de las vesiculas acelere su produccion dando lugar a la
aparicion de vesiculas mas pequefias. Por otra parte, los parametros Delay y t;,
(Tabla 2.3; Figura 2.13) también presentan una disminucion significativa cuando
se aumenta la concentracién de calcio extracelular. Esto nos sugiere que el
aumento en la concentracion de calcio acelera la apertura y expansion del poro de
fusion, asi como la velocidad de liberaciobn de neurotransmisores en células
cromafines de ratdn. A pesar de que las vesiculas difieren en tamafio cuando se
varia la concentracion de calcio en células cromafines la cantidad de
neurotransmisor liberado puede o no variar. Este efecto podria estar regulado por

otro mecanismo.
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Figura 2.13. Efecto del calcio extracelular en el fendmeno de exocitosis. Se puede observar como el Delay es
menor para el genotipo WT a una concentracion de 10mM de calcio que a una concentracion de 5 mM de
calcio. Se observa lo mismo para el ti»(Tabla 2.3). El calcio produce un efecto “acelerante” de la apertura y
expansion del poro de fusion asi como de la liberacion de neurotransmisores. Lo mismo ocurre para el caso
de los ratones KO. La diferencia significativa fue calculada mediante la prueba paramétrica de Wilcoxon-
Mann-Whitney *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Ademas al comparar los datos obtenidos de las fusiones transitorias se observa
gue cuando se da un aumento en la concentracion de calcio existe un aumento en

el nimero de fusiones transitorias en ambos genotipos (Figura 2.14).

Fusiones transitorias
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Figura 2.14. Fusiones transitorias. El aumento en la concentracion de calcio extracelular, aumenta ligeramente
la cantidad de eventos de fusién transitoria para ambos genotipos WT y KO. Los porcentajes para fusion
transitoria en células WT son: 24 y 29% para las concentraciones de calcio 5mM y 10mM respectivamente;
para células KO son: 18 y 25% para las concentraciones de calcio 5mM y 10mM respectivamente. Total de
eventos (Fusion total + Fusion transitoria): [Ca2+]p 5mM: WT=276, KO=222; [Ca2+]p 10mM: WT=281, KO=230.

En general, el calcio acelera el proceso de exocitosis en células cromafines de
raton. Una posible explicacion de lo que ocurre en la célula con la maquinaria de
exocitosis seria que, al haber una mayor cantidad de calcio en el medio, la
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maquinaria de exocitosis indica a la célula que debe mantener disponible una
mayor cantidad de vesiculas, ya que el proceso estara acelerado y por lo tanto es
probable que la maquinaria encargada de la formacion de las vesiculas produzca
vesiculas mas pequefias. Ahora bien, ya que estas vesiculas se encuentran
disponibles para llevar a cabo fusion, es posible que se acerquen a la membrana
celular debido a que probablemente todo el proceso esta acelerado por el calcio y
en lugar de realizar fusiones completas llevan a cabo fusiones transitorias ya que
la misma sefial de calcio obliga a las vesiculas a permanecer disponibles. En este
caso, las vesiculas liberan parte de su contenido aunque tal vez dicha sefial de
calcio las obliga a regresar al medio citoplasmico y ser recargadas para seguir

realizando exocitosis.
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RESULTADOS

PAPEL DEL DOMINIO C2B DE LA
SINAPTOTAGMINA VII EN EL PROCESO DE
EXOCITOSIS REGULADO POR CALCIO
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Capitulo 3.

Papel del dominio C2B de Sinaptotagmina

en el proceso de exocitosis regulado por calcio.

En el capitulo anterior se observd que el papel de la proteina Syt VII en el
fendmeno de exocitosis mediado por calcio es acelerar la apertura y expansion del
poro de fusién, asi como el flujo de liberacion de neurotransmisores en células
cromafines de raton. Ademas, participa en la regulacion (via restriccion) del
tamafio del poro de fusién. Por otra parte, se observé que el efecto de la Syt VII en
el proceso de exocitosis no depende de la concentracion de calcio extracelular.
Finalmente, observamos que el proceso de exocitosis mediado por calcio si
depende de la concentracion de calcio extracelular. En el presente capitulo se
muestran los resultados de experimentos de amperometria en parche realizados
con células cromafines de ratones de genotipo knock in (KI). Los ratones del
genotipo KI tienen inactivo el dominio C2B (dominio sensor de calcio) de la
proteina Sinaptotagmina VII. Dicha inactivacion consiste en el reemplazo de 3
residuos de aspartato por alaninas en los loops de unién a calcio, el resto de la
proteina se encuentra intacta y funcional. La finalidad de inactivar este dominio es
observar cual es su papel en la deteccidn de calcio en el proceso de exocitosis
mediado por calcio.
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3.1 El dominio C2B de la proteina Sinaptotagmina VII participa en la
regulaciéon del poro de fusibn y en el control de la liberaciéon de
neurotransmisores.

Con la finalidad de determinar el papel que juega el dominio C2B de la proteina
Syt VIl en el proceso de exocitosis mediado por calcio, se realizaron experimentos
de amperometria en parche en células cromafines de ratones de genotipo silvestre
(WT), knock out (KO) (ver Capitulo 2) y knock in (KI) de la cepa Blacksix a una
concentracion de la pipeta [Ca2+]Io 5mM de acuerdo a las condiciones planteadas
en el Anexo D. Se analizaron los registros obtenidos y los datos se muestran en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Pardmetros de registros de células cromafines (CC) de ratones de genotipo WT, KO y Kl a una
concentracion de calcio extracelular [C,512+]p 5mM. Se muestran también las diferencias significativas (DS)
calculadas mediante la prueba paramétrica Wilcoxon-Mann-Whitney para muestras de tamafio diferente. DS
WT-KI : diferencia significativa entre CC de genotipo WT y células cromafines de genotipo KI. DS KOKI :
diferencia significativa entre CC de genotipo KO y células cromafines de genotipo KI.

[Ca2+]p:5mM WT KO Kl DS WT - KI DS KO -KI
Step 1.4+£0.1 1.3120.1 1.1+01 ooo
Delay 9.4+0.7 12.1+£0.8 11.4+£0.7 ° ND
Imax 21.7+1.6 31.1+3.1 21.9+1.6 ND
t12 78.6 £ 35 107.8 £ 4.9 119.1+44 000 ND
RT 17.3+0.8 226+1.1 264+1.1 000
Q 24+£0.2 3.5+£0.3 3.0+£0.2 ooo
n 209 183 209
No. Células 20 16 16
No. Ratones 6 4 2

Con ° se denota una diferencia significativa del 95% (p<0.05). Con °° se denota una diferencia significativa del
99% (p<0.01). Finalmente, con °%° se denota una diferencia significativa del 99.9% (p<0.001). ND denota que
no existe diferencia significativa.

Analizando los datos mostrados en la Tabla 3.1 se observa que el tamafio del
salto de capacitancia (Step) es significativamente diferente tanto entre genotipos
WT y KI como entre genotipos KO y Kl (Figura 3.1). Recordemos que el tamafio
de salto no es significativamente diferente entre genotipos WT y KO a [Caz*]p 5mM
(Figura 2.3; Tabla 2.1). Estos datos indican que la ausencia del dominio C2B

afecta el tamafio del salto de capacitancia y por lo tanto el tamafio de vesicula.
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Las células cromafines de ratones de genotipo knock in producen vesiculas mas
pequefias que los ratones de genotipo silvestre y knock out aunque mediante ésta
técnica no es posible determinar porqué sucede esto. Sin embargo estos
resultados sugieren que la Sinaptotagmina VII participa en este nivel de la

regulacion del ciclo de las vesiculas sinapticas.
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Figura 3.1. Capacitancia de membrana. Se observa
gue el tamafio de salto de capacitancia de
membrana (STEP) es significativamente diferente
entre genotipos WT y Kl y entre genotipos KO y KiI.
La diferencia significativa se calcul6 mediante la
prueba paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney.

[Ca2+}3= 5 mM. %©°p<0.001, - --p<0.001
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Continuando con el andlisis de los datos obtenidos observamos también que los
parametros Delay y tj, de las células cromafines Kl no son significativamente
diferentes comparados con los obtenidos para el genotipo KO pero si guardan una

diferencia significativa al ser comparados con el genotipo WT (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Comparacion del Delay y el ti» entre genotipos WT, KO y KI. En los histogramas puede
observarse que en ambos parametros existe una diferencia significativa entre genotipos WT y Kl sin embargo
no existe diferencia entre los genotipos KO y KI. °p<0.05, °°p<0.001.

Esto sugiere que cuando la proteina Syt VIl esta presente sélo con el dominio C2A
activo sigue la misma tendencia que cuando esta ausente. Como ya se ha
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mostrado, cuando la proteina no esta presente (genotipo KO) se observa un
aumento en el tiempo necesario para la apertura del poro de fusion (Delay, Figura
2.4; Figura 2.5), asi como un aumento en el tiempo de liberacion y difusion de los
neurotransmisores (ti, Figura 2.4; Figura 2.5). En el capitulo anterior se sugirio
que la proteina Syt VII (completa) era la responsable de acelerar la apertura y
expansion del poro de fusion y también de acelerar la velocidad de liberacion de
neurotransmisores en células cromafines de ratén. Ahora bien, ya que tanto el
Delay como el ty, son de igual magnitud en KO y Kl (Tabla 3.1) se sugiere que el
dominio C2B de la proteina Syt VIl es el encargado de llevar a cabo los efectos

mencionados anteriormente.

Con la finalidad de observar mas claramente las similitudes entre los efectos
producidos por la ausencia de la proteina y por la proteina incompleta, se
realizaron ajustes a las distribuciones de probabilidad de histogramas obtenidos a
partir del Delay. En la Figura 3.3 se muestran los histogramas obtenidos de los
datos del Delay. En la Figura 3.4 se muestran los ajustes de probabilidad hechos a
cada histograma. En la Figura 3.5 puede observarse que el ajuste de probabilidad
del Delay de células cromafines de genotipo Kl a una [CaZJ']p 5mM (KI 5, linea 4)
coincide con el ajuste de probabilidad del Delay de células cromafines de genotipo
KO a una [Ca*'], 5mM (KO 5, linea 5), lo cual corrobora que dicho dominio (C2B)
esta implicado en la apertura del poro de fusion. Por otra parte en el Capitulo 3 se
muestra el efecto del calcio en el fenomeno de exocitosis donde soélo se realizaron
comparaciones entre genotipo WT a [Caz*]p 5mM y WT a [Ca2+]p 10mM y entre
genotipo KO a [Caz*]p 5mM y KO a [Ca2+]p 10mM. Al realizar los ajustes del
probabilidad del Delay se observa que el ajuste de células cromafines WT a una
[Ca2+]IO 5mM (WT 5, linea 3) coincide con el ajuste de células cromafines KO a una
[Ca**], 10mM (KO 10, linea 2).
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Figura 3.3. Histogramas obtenidos a partir de
los datos del Delay. a) Histograma del Delay
obtenido de células cromafines de genotipo WT
a una concentracion de calcio extracelular
([Ca2+]p) 5mM, b) para el genotipo WT a una
[Ca®], 10mM, c) para el genotipo KO a [Ca”,
5mM, d) para el genotipo KO a [Ca®], 10mMy
e) para el genotipo Kl a [Ca2+]p 5mM.
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Figura 3.5. Ajustes de probabilidad. En éste grafico puede observarse con mayor claridad la similitud que
guarda el pardmetro Delay entre genotipos knock in (KI 5) y knock out (KO 5) a una concentracién de calcio
extracelular, [Ca2 Jp de 5mM. De igual forma, se observa la similitud entre WT 5y KO 10 En la linea 1 se
muestra el genotipo WT a [Ca o de 10mM En lalinea 2 se muestra el genotipo KO a [Ca "pde 10mM Enla
linea 3 se muestra el genotipo WT a [Ca "o de 5mM. En la Ilnea 4 se muestra el genotipo Kl a [Ca "o de
5mM. Finalmente en la linea 5 se muestra el genotipo KO a [Ca "o de 5mM.

Las similitudes entre los genotipos Kl y KO sugieren que el encargado de realizar
el efecto producido por la ausencia de la proteina Syt VII es el dominio C2B ya que
ambos resultados fueron obtenidos aplicando una concentracion de calcio
extracelular de 5mM. Sin embargo, las similitudes entre los genotipos WT a [Ca*'],
5mM y KO a [Ca®]p 10mM no pueden explicarse tan directamente ya que las
concentraciones de calcio extracelular son diferentes pero dichos resultados
sugieren algo muy interesante en cuanto a que el fenotipo de la Syt VIl parece ser
restablecido. En la introduccibn se menciona que las Sinaptotagminas se
encuentran agrupadas en 3 grupos dependiendo de su capacidad para liberar
calcio, siendo la Syt VII la que mas tiempo tarda en liberarlo por lo que muestra
una mayor afinidad por este ion. Recordemos que una proteina de baja afinidad
llena sus sitios aceptores de iones calcio y mantiene esos iones unidos a ella por
un periodo de 50ms. Una proteina de afinidad media los mantiene unidos durante
250ms y una proteina de alta afinidad los mantiene unidos durante 500ms (Hui,

2005). Es posible que al haber un incremento en la concentracion de calcio en el
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medio alguna(s) otra(s) sinaptotagmina(s) de menor afinidad por el calcio, esté(n)
rescatando el fenotipo producido por la Syt VII.

3.2 La ausencia del dominio C2B incrementa la frecuencia de eventos de
fusién transitoria.

Con la finalidad de indagar mas sobre el efecto producido por la proteina Syt VI
sin el dominio C2B en el proceso de exocitosis mediado por calcio, se
contabilizaron los eventos de fusiones completas y fusiones transitorias para
determinar si la ausencia del dominio C2B afecta el tipo de mecanismo de
exocitosis empleado por la célula. Es necesario mencionar que no se realizaron
experimentos con células cromafines de genotipo knock in a [Caz*]Io 10mM ya que
se habia observado que la concentracion de calcio no afecta la tendencia del
efecto producido por la ausencia de la proteina (Apartado 22 El efecto de la
Sinaptotagmina VIl no depende de la concentracion de calcio extracelular). En la
Tabla 3.2 se muestran los resultados del conteo de fusiones transitorias y
completas en los 3 genotipos estudiados a [Ca2+]p 5mM.

Tabla 3.2. Porcentaje de tipos de eventos para cada genotipo a ambas concentraciones de calcio extracelular.

[Ca™], GENOTIPOS
5mM WT (%) WT (M) KO@®) KO (n) C2B Kl (%) C2B KI (n)
Fusiones completas 76 210 82 182 54 211
Fusiones transitorias 24 66 18 40 46 179
Niotal 276 222 390

En la Tabla 3.2 se observa que al estar ausente el dominio C2B, se incrementan
los eventos de fusidon transitoria (casi un 50% de los eventos totales). Esto
concuerda con el hecho de que el dominio C2B es el responsable de la apertura y
expansion del poro de fusién (Apartado 3.1). Sin embargo la explicacion del
porqué en ausencia de este dominio se producen mas eventos de fusidon
transitoria que cuando esta ausente toda la proteina no es tan sencilla. Para
explicar esto, se propone la siguiente hipétesis (ver Figura 3.4): Es posible que ya

que la proteina esta incompleta, es decir sélo le falta el dominio C2B pero el resto
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de la proteina es funcional, el dominio C2A (con sitios aceptores de iones calcio)
esté realizando la funcion de sensor de calcio. Ya que se observé que el dominio
C2B es responsable de la apertura y expansion del poro de fusion (Figura 3.2;
Figura 3.3) al estar ausente, el dominio C2A trata de suplir su funcién pero ya que
no es el encargado de este proceso (Wang CT, 2005) cuando €l regula el poro de
fusién, no se logra una expansion total lo que produciria el aumento de las
fusiones transitorias. Asi pues, ambos dominios juegan un papel en la regulacion
del poro de fusion. De esta forma podriamos explicar porque en presencia de
ambos dominios (genotipo WT) se observan mas eventos de fusiones completas.
En las células de genotipo WT el dominio C2B se encarga de expandir el poro de
fusion y al estar presente, el dominio C2A no se involucra en la regulacion. Pero
en células donde sélo esta presente el dominio C2A el poro de fusion esta
sufriendo una restriccion al momento de expandirse. Por lo tanto, el dominio C2B
estaria encargado de llevar a cabo la expansion del poro de fusién y el dominio
C2A se encargaria de la restriccion de la expansion del poro de fusion. Lo cual
significa que el dominio C2B es responsable de las fusiones completas y el
dominio C2A es responsable de las fusiones transitorias. En la Figura 3.4 se
muestra representado el modelo de la hipoétesis que planteamos para la
explicacion del funcionamiento de los dominios C2A y C2B en el proceso de

exocitosis mediado por calcio.
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Figura 3.4. Hipotesis de h regulacion del poro de fusion en células cromafines por la proteina Syt
VII. La Syt VII regula la formacion, apertura y expansion del poro de fusibn a través de sus
dominios C2A y C2B. Con los experimentos realizados en células cromafines de ratén se mostrd
que el papel del dominio C2B es lograr la expansion del poro de fusion. Por otra parte, se sugiere
que el papel del dominio C2A en el fendmeno de exocitosis es restringir el tamafio del poro de
fusién, lo cual produce un aumento en la cantidad de fusiones transitorias en células de genotipo
KI.
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Todos los resultados obtenidos (Capitulo 2 y Capitulo 3) sugieren que la proteina
Sinaptotagmina VIl juega un papel importante en el proceso de exocitosis mediado

por calcio regulando la apertura y expansion del poro de fusion a través de sus
dominios C2Ay C2B.
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Los resultados muestran que el tamafio de salto de capacitancia a una
concentracion extracelular de calcio de 5mM no es significativamente diferente
entre los genotipos WT y KO lo que nos lleva a proponer que las vesiculas
generadas no varian de tamafio en ausencia de la proteina. Sin embargo, se
observa que al estar ausente la proteina aumenté la duracién del Delay lo que nos
indica que a las células de genotipo KO les toma mas tiempo lograr la apertura del
poro de fusion, pues la vesicula tarda mas en iniciar la liberacién de su contenido
una vez que se ha fusionado con la membrana celular y formado el poro de fusion.
Ademas, el t, también es mayor en CC KO lo que significa que en éstas células
la liberacién de neurotransmisores es mas lenta comparado con el control. Se
observé también que tanto el punto maximo del flujo de liberacion de
neurotransmisores (Imax) como la carga de neurotransmisor (Q) son mayores en
las células cromafines de genotipo KO comparadas con el control. Aunque
mediante esta técnica no es posible elucidar porqué las vesiculas de genotipo KO
almacenan una mayor cantidad de carga, estos resultados nos sugieren que la
proteina Sinaptotagmina VIl participa en la etapa de carga de neurotransmisores
del ciclo de las vesiculas sinapticas. Con estos datos es posible sugerir que la
proteina Sinaptotagmina VII ayuda a la apertura y expansion del poro de fusién, ya
que cuando estd ausente se observa un incremento en el tiempo desde la
formacion del poro de fusion hasta su apertura lo que da lugar al inicio de la
liberacion de los neurotransmisores. Ademas el flujo de liberaciébn de

neurotransmisores también se ve afectado cuando la proteina esta ausente.

Por otra parte, en presencia de la proteina se observaron mas eventos de fusiéon
transitoria sugiriendo que probablemente la proteina participa de alguna forma en
la regulacion (via restriccion) del tamafio del poro de fusion, lo cual correlaciona
con lo observado por Jaiswal y colaboradores (2004). De acuerdo a esto =
sugiere que la proteina Syt VII esta involucrada en el proceso de exocitosis
mediada por calcio donde juega un papel importante en la regulacién del poro de

fusion y por lo tanto en la liberacion de neurotransmisores.
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Los resultados obtenidos a una concentracion de calcio extracelular ([Ca2+]p) de
10mM confirmaron que el efecto observado en los experimentos a una [Ca2+]p de
5mM es debido Unicamente a la ausencia de la proteina ya que se observl que
aln a una concentracion de calcio extracelular mayor, la Sinaptotagmina acelera
la apertura y expansion del poro de fusion y también la cinética de liberacion de

neurotransmisores.

También se observo que al aumentar la concentracion de calcio en la pipeta, los
parametros Delay y t;, presentan una disminucion significativa. Lo que sugiere
gue el calcio esta implicado en la regulacién del poro de fusién asi como en la
regulacion de la velocidad de liberacion de neurotransmisores. Se observo
ademas, que el calcio si modifica el tamafio de las vesiculas, aunque mediante
esta técnica no es posible elucidar mediante que mecanismo esta siendo regulado
este fendmeno. Finalmente, se observé también que al haber un aumento en la
concentracion de calcio extracelular, aumenta la cantidad de fusiones transitorias

lo cual correlaciona con los resultados obtenidos por Alés y colaboradores (1999).

En los experimentos llevados a cabo con las células cromafines de genotipo Kl se
observé que la ausencia del dominio C2B afecta el tamafio de vesicula ya que se
observo que las células cromafines de ratones de genotipo knock in producen
vesiculas mas pequefias que los ratones de genotipo silvestre y knock out aunque
mediante ésta técnica no es posible determinar porqué sucede esto. Sin embargo
estos resultados sugieren que la Sinaptotagmina VII participa en este nivel de la

regulacion del ciclo de las vesiculas sinapticas.

Los resultados del Delay y del tj, muestran que el efecto producido por el
genotipo Kl es el mismo que el observado para el genotipo KO. Lo cual significa
que el responsable de acelerar la apertura y expansion del poro de fusion asi
como de acelerar la liberacion de neurotransmisores es el dominio C2B. Al
contrastar los ajustes de probabilidad obtenidos a partir de los histogramas
realizados con los datos del Delay de los 3 genotipos y a ambas concentraciones

62



de calcio se observé que el efecto en el genotipo WT a una [Caz"]p de 5mM es
similar al observado en el genotipo KO a una [Ca2+]p de 10mM. Lo que sugiere que
al haber un incremento en la concentracién de calcio en el medio alguna(s) otra(s)
sinaptotagmina(s) de menor afinidad por el calcio, esta(n) rescatando el fenotipo

producido por la Syt VII.

Por otra parte, en ausencia del dominio C2B se observé que la cantidad de
fusiones transitorias aumenta a casi un 50%, lo que sugiere que este dominio
regula al poro de fusién promoviendo su expansion. Estos resultados nos permiten
sugerir que la Sinaptotagmina VII regula la expansion del poro de fusion a través
de sus dominios C2A y C2B ya que en células donde soOlo esta pesente el
dominio C2A el poro de fusion estd sufriendo una restriccion al momento de
expandirse. Por lo tanto, el dominio C2B estaria encargado de llevar a cabo la
expansion del poro de fusion y el dominio C2A se encargaria de la restriccion de la
expansion. Lo cual significa que el dominio C2B es responsable de las fusiones

completas y el dominio C2A es responsable de las fusiones transitorias.
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Conclusiones.

El papel de la proteina Sinaptotagmina VII en el fendbmeno de exocitosis regulado
por calcio es acelerar la apertura y expansion del poro de fusion, asi como la

liberaciéon de neurotransmisores en células cromafines de raton.

El efecto de la Sinaptotagmina VII es independiente de la concentracion de calcio
extracelular ya que al aumentar la concentracion a 10mM en los experimentos se
observo que la Sinaptotagmina VII produce el mismo efecto acelerando la apertura
y expansion del poro de fusion y la velocidad de liberacion de neurotransmisores

gue a una concentracion de 5mM de calcio.

El calcio regula al poro de fusién y el flujo de liberacion de neurotransmisores ya
que se observaron diferencias significativas tanto en células de genotipo WT como

en células de genotipo KO al variar la concentracion de calcio extracelular.

El dominio C2B de la proteina Sinaptotagmina VII participa en la regulacion del
poro de fusion y en el control de la liberacion de neurotransmisores ya que cuando
este dominio no estd presente, tanto la proteina mutada como la ausencia de la
proteina aceleran la apertura y expansion del poro de fusién y la cinética de

liberacion de neurotransmisores.

Es posible que alguna(s) Sinaptotagmina(s) de menor afinidad por el calcio que la
Sinaptotagmina VIl esté rescatando el fenotipo producido por ésta ultima cuando
se aumenta la concentracion de calcio extracelular a 10mM ya que cuando la
proteina no esta presente se observa que acelera la apertura y expansion del poro
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de fusién al igual que en el genotipo silvestre a una concentraciéon de calcio

extracelular de 5mM.

Finalmente, de acuerdo con todos los resultados obtenidos se plantea la hipotesis
de que la expansion o cierre del poro de fusion esta regulada por los dominios
C2A y C2B de la proteina Sinaptotagmina VII debido a que en ausencia del
dominio C2B se incrementa la frecuencia de eventos de fusion transitoria. Esto
sugiere que el dominio C2A participa en el proceso de exocitosis restringiendo la
expansion del poro de fusion y el dominio C2B participa promoviendo la expansion

del poro de fusion.
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Anexo A.

Preparacion de microelectrodos
y micropipetas de amperometria en parche.

A1l. Preparacion de microelectrodos de amperometria en parche.

El microelectrodo de amperometria en parche se compone de dos microelectrodos
ensamblados: uno de amperometria y otro de “patch clamp”, los cuales permiten la
medicién simultanea de la capacitancia de membrana indicando la fusion de una
vesicula a la membrana plasmatica y la corriente amperométrica producida por la
oxidacion de catecolaminas. Debido a que el electrodo de amperometria se
encuentra dentro de la pipeta y a una distancia de 50 a 100 mm (Dernick G et al.,
2005) de la punta de la misma, en ocasiones puede ensuciarse con lipidos y otros
componentes de la membrana celular, lo cual impide una buena deteccion. Es por
ello que éste electrodo debe prepararse con mayor frecuencia. A continuacion se

muestra paso a paso la preparacion de los microelectrodos de amperometria.

A1.1 Preparacion de microelectrodos de amperometria.

El procedimiento de fabricacién de microelectrodos de amperometria inicia con el
llenado de una jeringa de 1 mL con acetona que se coloca en un soporte bajo
microscopio estereoscopico. Posteriormente se coloca un tubo de polietileno
(SIMS Portex Ltd.) de 0.4 mm de diametro y aproximadamente 7 cm de longitud
dentro de la jeringa con acetona el cual es llenado por capilaridad. La funcion de la
acetona es reducir la atraccion electrostatica entre la fibra de carbono y las
paredes del tubo de polietileno y permitir un canulado sencillo. Se toma una fibra
de carbono de 5 mm de didmetro (Thornel T650/42 de Amoco Co.) y se introduce

en el tubo de polietileno por lo menos hasta unas % partes de la longitud del tubo
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con ayuda de pinzas “enguantadas”. Una vez que se ha introducido la fibra, se
elimina la acetona colocando el tubo de polietileno sobre la superficie de un papel

absorbente.

Para aislar la fibra, se utiliza un dispositivo que consiste en un filamento de
tungsteno conectado a una fuente de voltaje constante colocado bajo microscopio
estereoscopico. Para fundir el tubo de polietileno que contiene la fibra de carbono,
éste se coloca a través del filamento el cual es calentado mediante la aplicacion
de corriente. El dispositivo permite variar la corriente aplicada con la finalidad de
calentar el filamento a la temperatura 6ptima para fundir el polietileno sin llegar a
romperlo (Figura Al). Para un tubo de 0.4 mm de diametro la temperatura optima
la obtuvimos aplicando al filamento una corriente de aproximadamente 1.8

ampers.

Cuando el polietilieno comienza a fundirse, se estira de forma manual para
estrechar el tubo y permitir su adhesion a la fibra de carbono. Llevado a cabo este
paso, se realiza un corte al tubo de polietileno con ayuda de un bisturi con la
finalidad de separar las zonas aisladas. Posteriormente la punta es calentada
nuevamente con el filamento para retraer el polietiieno y exponer la fibra de
carbono. Una vez expuesta la fibra de carbono, se realiza un corte en la punta de

la fibra ya que al calentarse pierde sensibilidad como detector (Figura Al).
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Filamento de tungsteno

Fibra de carbono incandescente Calentamiento del polietileno para
favorecer la adhesion a la fibra de
carbono

A

Tubo de polietileno

Corte con bisturi
/ Corte con bisturi para separar las
zonas ailadas

Filamento de tungsteno — .
incandescente I?et{aocpon por calor para aislar la
fibra
/ Corte con bisturi para eliminar la

parte no sensible de la fibra

Elecrodo de amperometria en
Fibra de carbono expuesta parche terminado

Figura Al. Esquema ilustrativo del procedimiento de fabricacién de microelectrodos de amperometria en
parche.

Para realizar los experimentos de amperometria en parche, el electrodo es llenado
con una solucion de cloruro de potasio a una concentracion 3 M y es insertada en

el “holder” del equipo. Posteriormente se introduce la pipeta de “patch clamp”

(Figura A2) con solucion interna (ver Anexo C).

Figura A2. Fibra de carbono montada en el “holder” (a) e introducida en la pipeta "patch clamp” con solucién
interna (b).
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A1l.2. Preparacion de micropipetas de “patch clamp”.

Para la preparacion de micropipetas de “patch clamp”, se utilizan capilares de
vidrio de 85 mm de longitud, 2 mm de didmetro externo y 1.4 mm de didmetro
interno (Hilgenberg GmbH). Dichos capilares son estirados en un estirador
horizontal programable (Modelo P97 de Sutter Instrument Co.). Una vez que se
ha conseguido la forma deseada de la pipeta (Figura A3), la punta es recubierta
con un elastomero (SylGard 184, de WPI Inc.) que solidifica rapidamente con aire
caliente. El elastbmero no debe tocar la punta de la pipeta, por lo que se coloca a
una distancia de aproximadamente 2 mm lejos de la punta. La funcion de este
recubrimiento es disminuir la capacitancia eléctrica de la pipeta. Finalmente las
pipetas son pulidas con calor, el cual se obtiene con ayuda de un filamento de
platino-iridio de 0.102 mm de diametro (PT0402 de WPI Inc.) y la aplicacion de
una corriente de aproximadamente 1.5 A. La finalidad del pulido de las pipetas es
facilitar la obtencion de sellos y permitir que el electrodo de fibra de carbono se
aproxime al punto maximo de la punta de la pipeta para lograr un mayor
acercamiento a la membrana celular de modo que la corriente generada por el
neurotransmisor se registre justo en el momento en que es producida. La punta de
la pipeta se aproxima al filamento caliente (sin tocarlo) hasta observar la forma

Optima de la punta la cual debe tener un tamarfio de 2-3mm de diametro.

>

Figura A3. Forma éptima de las pipetas utilizadas en amperometria en parche.
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Anexo B.

Cultivo de células cromafines de raton.

B1. Preparacion de cubreobjetos parala siembra celular.

La preparacion de los soportes para la siembra celular consiste en recubrir
cubreobjetos con poli-L-lisina, un polimero de alto peso molecular que permite la
adhesion de células animales. Para esto, se cortan cubreobjetos de vidrio (Menzel
Glaser No. 1) con ayuda de una punta de diamante en rectangulos de
aproximadamente 5mm por 3mm. Posteriormente se colocan en etanol al 90%
durantel0 minutos para eliminar impurezas. Se flamean en mechero Bunsen
dentro de la campana de flujo laminar y se colocan en cajas de Petri de 35mm de
didmetro disponiendo 5 cubreobjetos por caja. Una vez colocados en cajas petri,
se adiciona una gota de poli-L-lisina a una concentracion de 0.1 mg/mL en cada
cubreobjetos y se dejan a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo, se lavan con agua desionizada estéril y se dejan secar en campana

de flujo laminar.

B2. Extraccion y purificacion de células cromafines.

Obtencidén de glandulas suprarrenales.

Para la obtencion de las glandulas suprarrenales, se utliza un ratén por
preparacion. El raton es anestesiado con cloroformo en campana de cristal,
sacrificado con guillotina y desangrado. La finalidad del desangrado es evitar la
contaminacion del cultivo con globulos rojos y leucocitos. El raton se sujeta en
corcho por sus extremidades y se abre por la cavidad peritoneal dejando al
descubierto los 6rganos internos. Estas glandulas son de facil localizacion debido
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a que se encuentran sobre los rifiones y recubiertas de tejido adiposo. Para
obtenerlas, se utilizan pinzas y tijeras. Una vez extraidas se colocan en una caja
de Petri de 35mm de diametro con solucion Locke mantenida a 4°C.

Una vez obtenidas las glandulas se procede a eliminar el tejido adiposo y la
corteza con ayuda de pinzas y bisturi sobre una caja de Petri con hielo con la
finalidad de mantener una baja temperatura. Este procedimiento se lleva a cabo
bajo microscopio esteroscopico. La corteza se retira con la finalidad de obtener la
médula suprarrenal, ya que en ella se encuentran las células cromafines. Una vez
obtenidas las médulas suprarrenales éstas son colocadas en solucion Locke (ver
Anexo C1) .

Extraccion de células cromafines.

Una vez obtenidas las médulas suprarrenales se utiliza uno de los dos protocolos
descritos a continuacion para la extraccion de células cromafines. Ambos métodos
son funcionales sin embargo el uso de cada uno de ellos depende de la edad del
ratbn al cual se le extrajeron las glandulas suprarrenales. En nuestro caso
particular el método de digestibn enzimética con colagenasa resultd eficiente
cuando se trataba de ratones de aproximadamente 3 meses de edad. Para el caso
de ratones de 8 meses 0 mas edad resultd mas eficiente el método de digestion

con colagenasa y papaina.

Digestion enzimatica con colagenasa.

Las médulas se colocan en 1 mL de solucion de dispersion con colagenasa (ver
Anexo C2) en una caja de Petri de 35mm. Se incuban las médulas durante 15
minutos a 37°C en atmoésfera de 5% CO,. Una vez trascurrido este tiempo, se
realiza dispersion mecanica con ayuda de una micropipeta P1000. Se observa
bajo microscopio para revisar la evolucién de la digestion, la cual es indicada por
la aparicion de células cromafines en el medio y porque el coladgeno de la médula
empieza a disolverse. Si es necesario se repite el paso de incubacion y dispersion
mecanica procurando que la digestion enzimética no sea llevada a cabo por mas

de 1 hora.
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Ya que se han obtenido las células cromafines, se coloca el contenido de la caja
en un tubo Falcon de 15 ml llenando con medio de incubacion hasta un volumen
final de 14 ml. El tubo se centrifuga a 800 rpm durante 10 minutos. Una vez
transcurrida la centrifugacion se elimina el sobrenadante y el pellet (pastilla o
concentrado de células que permanece en el fondo del tubo) se resuspende en
aproximadamente 250 L de medio de incubacién y se procede a sembrar en los
soportes preparados previamente colocando aproximadamente 15 nL de la
suspensién celular en cada uno de ellos. Realizado esto, se incuban durante 30
min a 37°C. Esto se realiza con el objeto de permitir la fijacién de las células a los
soportes. Transcurrido este tiempo, se llenan las cajas de Petri con 2 a 3ml de
medio de incubacion y se mantienen a 37°C durante 24 h. Después de este

tiempo, las células pueden ser utilizadas para la realizacion de experimentos.

Digestion enzimatica con colagenasa y papaina.

El primer paso en este protocolo es colocar las médulas en 1 mL de solucién de
dispersién con colagenasa, preparada de la misma forma que en el protocolo
Digestion enzimatica con colagenasa. En este caso, se mantienen las médulas en
incubacion a 37°C durante 1h y durante este tiempo, aproximadamente a 15
minutos de iniciada la digestion con colagenasa, se afiaden 20m de papaina
(esterilizada con filtro de 0.2mm de diametro) por 1 ml de solucién enzimética. Ya
preparada la solucidon enzimética con papaina se coloca en una caja de Petri de
35mm y se gasea en atmésfera de 5% CO: hasta que las médulas terminen la
digestion con colagenasa (aprox. 45 min). Una vez que transcurre el tiempo de
digestion en colagenasa, hs médulas son transferidas a la solucion con papaina y
se mantienen en digestion aproximadamente 45 minutos. Habiendo terminado
esta segunda digestion, las médulas se colocan en 1 ml de solucion de
inactivacién para evitar que la papaina continle actuando. Se incuban en esta
solucién durante 10 min a 37°C. Pasado este tiempo, se retira el sobrenadante y el
pellet se resuspende, por dispersion mecanica con ayuda de una micropipeta, en

aproximadamente 250mM de medio de incubacién y se procede a sembrar en los
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soportes preparados previamente. A partir de este punto se procede de forma
similar al protocolo Digestion enzimatica con colagenasa.
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Anexo C.

Preparacion de soluciones.

C1. Solucioén Locke.
La solucion Locke es utilizada como solucién de extraccién y como solucién de

dispersion. Una vez preparada se ajusta el pH con NaOH a 7.4 y se mide su

osmolaridad, procurando mantenerla en un rango de 300-310 mOsm (condicion
isoténica). Al momento de usarse, se agrega glucosa en una concentracion de
11mM (Tabla C1).

Tabla C1. Composicion de la solucion Locke.

Composicion de la solucién Locke (en mM)

NaCl KCI HEPES NaHCO;
154 5.6 10 3.6

C2. Solucién de dispersion.

La solucién de dispersién con colagenasa consiste en disolver en solucion Locke,

3mg/ml de colagenasa y 9mg/ml de albumina bovina. Una vez preparada la
solucion de dispersion, se esteriliza por filtrado con filtro de 0.2 "m de didmetro de

poro.

C3. Medio de incubacion.

El medio de incubacién se compone de medio DMEM (Dulbecco/Vogt Modified
Eagle's Minimal Essential Médium con glucosa y piruvato), 10% de suero bovino
fetal (FBS, por sus siglas en inglés) y 0.2% de penicilina-estreptomicina.
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C4. Solucién externa pararegistros electrofisiolégicos.
La solucibn externa es la solucion empleada en el bafio o camara de
amperometria en parche. El pH es ajustado a 7.3 con NaOH a una osmolaridad de

310 mOsm. La composicion se muestra en la Tabla C2.

Tabla C2. Composicion de la solucion externa.

Composicion de la solucion externa (en mM)

NaCl KCl HEPES MgCl, CaCl,
144 5.9 10 1.2 2

C5. Solucion interna para registros electrofisiolégicos.

La solucion interna es la solucion empleada en la pipeta de amperometria en
parche. En los experimentos realizados para estudiar el efecto del calcio sobre la
exocitosis se utilizaron las concentraciones de 5mM y 10mM de calcio en la
solucion interna. Su pH se ajusta a 7.3 con NaOH y se mantiene en condiciones

isoténicas. Su composicion se muestra en la Tabla C3.

Tabla C3. Composicion de solucién de la pipeta.

Composicién de la solucidn interna (en mM)

NaCl KCI MgCl, CaCl, HEPES
5-Ca”’ 140 5 1 5 10
10-ca®* 140 5 1 10 10
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Anexo D.

Parametros de amperometria en parche.

D1. Equipo de amperometria en parche.

El equipo de amperometria en parche consta de diversos componentes. En la

Figura D1 se muestran los principales componentes de éste sistema.
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= 5 89 & & § @ @ ©

AMPUFICADOR DE PATCH-CLAMP

Figura D1. Esquema de los principales componentes del equipo de amperometria en parche.
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En el esquema de la Figura D1 se muestran los componentes del equipo de
amperometria en parche. El electrodo de amperometria es conectado a un
amplificador lock-in el cual es conectado a la tarjeta analdgico/digital, que permite
enviar la sefial a la computadora y generar el registro de la corriente
amperométrica. Por otra parte, el electrodo de amperometria en parche es
conectado a un amplificador de patchclamp, el cual también envia sefial a la
tarjeta analdgico/digital y permite que la computadora genere el registro de
capacitancia. El osciloscopio se emplea para monitorear el estado del sello
realizado.

D2. Parametros de amperometria en parche.
Una vez hechas las conexiones, es necesario configurar algunos parametros. Para

el amplificador lockin SR830 es necesario ajustar los parametros como se
muestra en la Tabla D1.

Tabla D1. Ajuste de los parametros del amplificador Lock-in.

Variable Ajuste

Time constant 1ms, 24 dB

Signal input  Input, A; couple, AC; ground, FLOAT

Sensitivity 1V

Reserve LOW NOISE

Filters LINE & 2XLINE

Channel 1 Output X, OFFSET Off, RATIO Off, Expand Off

Channel 2 Output Y, OFFSET Off, RATIO Off, Expand Off

Interface RS232, 8, 9600, none

Reference Phase +120, Freq 20 kHz, Ampl. 0.5 V, Harm #1 Trig SINE, Source INTERNAL

Para el amplificador de patch clamp, EPC7 los parametros se ajustan de acuerdo
aloindicado en la Tabla D2.
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Tabla D2. Ajuste de los pardmetros del amplificador de patch clamp EPC7.

Variable Ajuste

Gain 50 mV/pA
C-Slow compensation 10 pF range
C-Slow 0.2 pF (minimum)
G-series 0.2 ns

Series resistance compensation Off

Filter 1 10 kHz

Filter 2 3 kHz

Stimulus scaling 0.1

Stimulus input filter TR switch 21s

La ganancia (Gain) se utiliza generalmente en el valor de 50 mV/pA para obtener
registros con bajo ruido. Para algunos experimentos fue ajustada a 20 mV/pA con

la finalidad de evitar la saturaciéon del sistema.

El programa utilizado para el registro en amperometria en parche fue disefiado en
el laboratorio del Dr. Guillermo Alvarez de Toledo y esta basado en la plataforma
de IGOR Pro. Para el registro de eventos mediante el equipo de amperometria en
parche es necesario utilizar el amplificador de patch clamp en el modo de voltage-
clamp y ajustar en la computadora una frecuencia de muestreo de 1kHz. La
frecuencia de muestreo puede ajustarse a frecuencias mayores (ej.10kHz) para
lograr una mejor deteccion. En nuestro caso particular se hizo una prueba para
determinar la frecuencia de muestreo mas adecuada. Los eventos fueron
registrados a una frecuencia de 1kHz pues dicha frecuencia es suficiente para el

propésito de nuestra investigacion.

Para mayor informacién a cerca de la forma de realizar conexiones e informacion
sobre el equipo de amperometria en parche puede consultarse el articulo “Patch
amperometry: high-resolution measurements of single-vesicle fusion and release”
(Dernick G et al., 2005).
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D3. (Cémo se lleva a cabo un experimento de amperometria en parche?

Una vez que se han preparado tanto el microelectrodo de patch clamp como el de
emperometria, estos son colocados en el “holder” y posteriormente, el “holder” es
colocado en el microscopio y se conecta la manguera que permite realizar la
succion para realizar el parche en la célula. Una vez montado, se llena la camara
de registro con solucién externa y se coloca un cubreobjetos. Posterior a esto, se
selecciona una célula y con ayuda de los micromanipuladores se aproxima la
pipeta hasta hacer contacto con la superficie de la célula. Una vez realizado esto,
se realiza una ligera succion a través de la manguera y con ayuda del osciloscopio
se observa hasta obtener un sello de una resistencia aproximada de 1Gohm. Una
vez obtenido el sello, se espera hasta que se observe secrecion. Generalmente el
registro termina cuando el sello se rompe. Una vez terminado el registro, se

cambia la pipeta y se repite el experimento con otra célula nueva.
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