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DESCRIPCION

Meétodo para registrar variaciones en la capacidad de membrana generadas por variaciones en el potencial de
membrana celular.

Campo técnico de la invencion

La presente invencidn se encuadra dentro del campo de la electrofisiologia y mas concretamente, se relaciona con
un método para registrar los eventos eléctricos y secretores que suceden en células excitables como las neuronas de
una manera que refleje fielmente los acontecimientos que ocurren in vivo.

Antecedentes de la invencion

El proceso de secrecion regulada acoplada a estimulo es un proceso que implica la liberacién de sustancias de
los granulos de almacenamiento intracelulares en respuesta a un estimulo despolarizante. El estimulo despolarizante
provoca un aumento rapido en la concentracién intracelular de calcio, lo que a su vez activa la maquinaria necesaria
para la fusién de los granulos de secrecién con el interior de la membrana plasmatica y la consiguiente liberacién de su
contenido al medio extracelular (Garcia et al., 2006; Physiol Rev. 2006; 86:1093-131, Sorensen, J. (Trends Neurosci.
2005 Sep; 28(9):453-455) y Sorensen, J. (Pflugers Arch. 2004 Jul; 448(4):347-62).

Tradicionalmente, el estudio de los procesos de secrecion regulada se ha llevado a cabo mediante la deteccién por
medio de técnicas de amperometria de la oxidacion de las sustancias liberadas por las células excitadas (Wightman
et al., 1991, Proc Natl Acad Sci U S A 88, 10754-10758). Sin embargo, una mayor resolucion se consigue mediante
la técnica de patch clamp (Hamill et al., 1981, Pflugers Arch 391, 85-100). Esta técnica permite registrar con alta
resolucidn y fiabilidad la corriente idnica que fluye a través de la membrana celular y su potencial en una tinica célula.
Esta técnica incrementd su desarrollo para poder registrar la capacidad de membrana (C,,) (Neher, E. y Marty, A.
Proc Natl Acad Sci U S A, 1982,79, 6712-6716), que es una medida directa de la fusion de vesiculas secretoras a la
membrana celular y, por tanto, de la secrecion.

Sin embargo, la técnica de patch-clamp estd limitada porque no es posible medir simultineamente el potencial
de membrana y la corriente idnica, sino que es necesario fijar el potencial de membrana en el primer caso (modo
“voltage clamp”), o la corriente en el segundo caso (modo “current clamp”). El modo de fijacién de voltaje permite
registrar la corriente que pasa a través de la membrana sin que se produzca una variacién en el potencial de membrana
que afectarfa a la corriente, y ver la secrecion asociada a ésta (Mollard et al., 1995, Proc Natl Acad Sci U S A 92,
3065-3069). Sin embargo, a la hora de estudiar una respuesta fisiol6gica, esto representa una limitacién puesto que
imposibilita la existencia de un potencial libre de membrana. En la respuesta fisioldgica, el potencial juega un papel
decisivo en la regulacion de los procesos estimuladores a los que se ven sometidas las células excitables. El potencial
de membrana es el responsable de la apertura, cierre y/o inactivacion de canales idénicos dependientes de voltaje, los
cuales regulan el trasiego de iones a través de la membrana plasmadtica, y ademds modula la fuerza electromotriz
de este mencionado flujo. Por todo ello, hasta la fecha no ha sido posible monitorizar la fusién de vesiculas a la
membrana a través de variaciones en C,, cuando se produce un estimulo en el modo de fijacién de corriente. Ademas,
la actividad de los canales i6nicos responsables de la corriente idénica y, por tanto, de la despolarizacién, depende en
gran medida del potencial de membrana por lo que, en ausencia de despolarizacion, el comportamiento exocitdtico de
la célula no va a reflejar la respuesta fisioldgica. En el caso particular de las células cromafines, un problema adicional
resulta del hecho de que el aumento de calcio intracelular resulta de la apertura del canal iénico que forma parte del
receptor de acetilcolina que es parcialmente permeable a calcio cuando se encuentra activado, pero también resulta de
la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) que se activan solamente cuando la membrana
se ha despolarizado. En las condiciones en las que se fija un voltaje constante similar al potencial de reposo, la
membrana no estd despolarizada y, por tanto, no se produce la apertura de los CCDV, por lo que sélo podremos medir
la contribucion a la respuesta exocitética del calcio que ha entrado a través del receptor de acetilcolina y no a través
de los CCDV.

Polo-Parada, L. ef al. (Neuroscience 2006, 143:445-449) describen un método para evaluar la contribucién de los
distintos CCDV a la exocitosis de catecolaminas en células cromafines. Sin embargo, este método estd basado en la
variacién del potencial de membrana (en el modo de fijacion de voltaje) de células cromafines usando potenciales
sinusoidales de distinta intensidad que no reflejan la situacién fisioldgica donde el potencial de membrana varia de
forma continua, lo que modularia la entrada de calcio al citosol afectando a la corriente de entrada que fluye a través
de canales dependientes de voltaje y por el receptor nicotinico.

Por tanto, existe una necesidad de métodos para el estudio de la respuesta exocitética a un estimulo que reflejen
mas fielmente la situacion fisioldgica.

Compendio de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se relaciona con un método para medir la respuesta exocitética de una célula a
un estimulo despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
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b. cambiar rdpidamente las células a modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo y

c. cambiar las células de nuevo a modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C2 correspondiente a la
C,, de la célula

en donde el valor de la diferencia entre los valores C2 y C1 es una medida de la respuesta exocitdtica de la célula.

En un segundo aspecto, la invencién se relaciona con un método para medir el efecto de la despolarizacién de
membrana en una célula sobre la respuesta exocitética de dicha célula a un estimulo despolarizante que comprende
las etapas de

a. determinar en modo de fijacion de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
(C1),

b. poner en contacto dicha célula con dicho estimulo y determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C2
correspondiente a la C,, de la célula tras la estimulacién

c. eliminar el estfmulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion,

d. cambiar rapidamente a modo de fijacion de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo y

e. cambiar rdpidamente a modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de la
célula,

en donde un valor positivo de la diferencia (C4-C3)-(C2-C1) indica que al menos parte de la respuesta exocitética
de la célula al estimulo requiere de la despolarizacién de la membrana.

En un tercer aspecto, la invencién se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores
de la secrecion en respuesta a un estimulo despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacion de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, basal

b. cambiar rapidamente a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo en presencia del
compuesto cuya actividad inhibidora se desea ensayar y

c. cambiar rdpidamente a modo de modo de fijacion de voltaje y determinar un valor C2 correspondiente a la
C,, de la célula

en donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 menor que el valor de dicha diferencia obtenido en ausencia de
dicho compuesto indica que el compuesto es inhibidor o activador de la secrecion en respuesta al estimulo despolari-
zante y donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica
que el compuesto es activador de la secrecion en respuesta al estimulo despolarizante.

En un cuarto aspecto, la invencion se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores
de la secrecion en respuesta a la despolarizacion de la membrana por un estimulo despolarizante que comprende las
etapas de

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, basal de las células,

b. poner en contacto dicha células con dicho estimulo en modo de fijacién de voltaje y determinar un valor
C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacion,

c. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacién, y

d. cambiar rdpidamente a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo en pre-
sencia del compuesto cuya actividad inhibidora se desea ensayar y

e. determinar a continuacién en modo de fijacién de voltaje un valor C4 correspondiente a la C,, de la célula

en donde un valor de (C4-C3)-(C2-C1) menor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el
compuesto es inhibidor o activador de la secrecién en respuesta a la despolarizacién de la membrana y donde valor de
(C4-C3)-(C2-C1) mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el compuesto es activador de la
secrecion en respuesta a la despolarizacién de la membrana.
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En un quinto aspecto, la invencion se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores
de un canal de calcio dependiente de voltaje en una célula que contiene dicho canal de calcio dependiente de voltaje y
al menos un receptor acoplado a un canal catiénico que comprende

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula,
b. poner en contacto dicha célula con un estimulo despolarizante en modo de fijacién de voltaje,
c. determinar un valor C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacion,

d. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion,

e. cambiar rapidamente a condiciones de corriente constante y afiadir de nuevo dicho estimulo despolarizante
en presencia del compuesto cuya actividad como inhibidor de los canales de calcio se desea ensayar hasta
que el potencial de membrana sea el adecuado para la apertura del canal de calcio dependiente de voltaje

y

f. cambiar rdpidamente al modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de
la célula

en donde un valor de la diferencia (C4-C3)-(C2-C1) menor que el aumento observado en ausencia del compuesto
indica que el compuesto inhibe o activa el canal de calcio dependiente de voltaje y donde un valor de la diferencia
(C4-C3)-(C2-C1) mayor que el valor observado en ausencia del compuesto indica que el compuesto activa el canal de
calcio dependiente de voltaje.

En un sexto aspecto, la invencidn se relaciona con un programa de ordenador que incluye medios codificados para
llevar a cabo los pasos de los métodos de la invencion.

En un séptimo aspecto, la invencién se relaciona con un medio legible por ordenador en el cual se almacenan
medios codificados adaptados para llevar a cabo los pasos de los métodos de la invencion.

En un octavo aspecto, la invencion se relaciona con un sistema automatizado de microelectrodos para realizar
estudios de patch-clamp que contiene el programa o el medio legible de la invencidn.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Corrientes nicotinicas y secrecion producidas por la superfusién de ACh de células cromafines humanas.
a) Corrientes nicotinicas y el correspondiente incremento C,, producido por 200 ms de superfusién con ACh 30 uM,
100 uM, 300 uM 6 1 mM. Las células se fijaron en voltaje a un potencial de mantenimiento (V;) de -80 mV. La
corriente nicotinica pico (Incy) (b) y la carga (Qacy) (c) se muestran frente a la concentracién de ACh. Los puntos
representan la media + E.E.M. del nimero de células mostrado entre paréntesis. d) C,, se determiné en el punto de
tiempo correspondiente después de que la gran conductancia de membrana (G,,) producida por ACh volviera al valor
inicial.

Figura 2. Contribuciones del receptor nicotinico y los CSDV al acoplamiento estimulo-secrecion en las células
cromafines humanas. Se aplicaron pulsos de ACh 300 uM de 200 ms de duracién cada 5 min. a-c) Se muestran las
diferentes fases del protocolo de tres etapas: a) Etapa 1. Se perfundié ACh sobre una células con fijacién de voltaje
a un Vide -80 mV. La aplicacién del agonista se indica por la flecha. Se midieron las corrientes i6énicas y C,. b)
Etapa 2. Cambio al modo CC. Se aplicé el agonista un segundo después del cambio (véase la flecha). Se monitorizé
el potencial de membrana (V,,). El tiempo total empleado en el modo CC fue de 4 s. c) Etapa 3. Cambio al modo VC.
Se registr6 C,,. d) Trazados originales obtenidas en una célula cromafin humana tras ejecutar cada etapa del protocolo
anterior. La interrupcion en los trazados de C, y V,, (etapa 1 y 2) indica que sélo se muestran la parte inicial y final de
los registros. e) Las etapas 1 (izquierda) y 2 (derecha) del protocolo se realizaron en condiciones de control (trazado
negro) y tras superfusién con mecamilamina 10 uM durante 5 min. Antes de que se administrara ACh (trazado gris).
Se perfundié conjuntamente el antagonista con el agonista durante el estimulo. f) Curvas de despolarizacién (etapa 2)
en condiciones de control (trazado negro) y tras superfusién con TTX 2 uM durante 1 min. antes del pulso de ACh
(trazado gris).

Figura 3. Papel de la corriente nicotinica en el acoplamiento estimulo-secrecién en células cromafines. a) Am-
pliacién de la parte inicial de los trazados originales superpuestas de la corriente nicotinica (linea gris, de la etapa
1 del protocolo, V; = -80 mV) y la despolarizacién de la membrana plasmadtica (linea negra, etapa 2 del protocolo)
producida por pulsos de 200 ms de ACh 300 4M en la misma célula. b) Trazados originales de la corriente nicotinica
(etapa 1 del protocolo, V;, = -80 mV) y la despolarizacion de la membrana plasmaética (etapa 2) provocada por pulsos
de 15 s de ACh 300 uM. c) Correlacion entre la duracion de la corriente nicotinica (de la etapa 1) y la duracién de la
despolarizacién de la membrana (de la etapa 2) obtenida con pulsos de 200 ms de ACh 300 uM (n=19). d) Corrientes
nicotinicas registradas en una célula con fijacién de voltaje (V; = -80 mV) en condiciones de control (linea negra) y
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tras la cancelacion del bloqueo con mecamilamina 10 uM (linea gris). Estimulo: pulsos de 200 ms de ACh 300 uM. e)
Despolarizaciones provocadas por ACh en condiciones de control (linea negra), y tras la cancelacién del bloqueo de
mecamilamina 10 uM (linea gris). f) Correlacion entre la carga de corriente nicotinica (de la etapa 1) y la duracién de
la despolarizacion de la membrana (de la etapa 2) obtenida a partir de los mismos registros que en c.

Figura 4. Contribuciones de los CCDV al acoplamiento estimulo-secrecion en células cromafines humanas. a) Se-
crecién normalizada (AC,,) obtenida en las etapas 1 y 3. La secrecién obtenida en la etapa 1 se consideré como la
unidad. Los datos representan la media + E.E.M. del niimero de células mostrado entre paréntesis (***p<0,001). b-
d) Se realiz6 el protocolo completo en primer lugar en condiciones de control (1), después tras la perfusion durante
1 min. con CdCl, 200 uM (2, trazados grises), y finalmente en condiciones de cancelacién (3). Se muestran trazados
originales de las corrientes io6nicas y C,, (etapa 1), V,, (etapa 2) y C,, (etapa 3) en las secciones a, b y ¢ de la figura,
respectivamente. Estimulo: pulsos de 200 ms de ACh 300 uM aplicados cada 5 min. e-f) Despolarizaciones de mem-
brana producidas por pulsos de 15 s de ACh 300 uM aplicados cada 5 min., en condiciones de control (e), y tras la
perfusién durante 1 min. con CdCl, 200 uM (f).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento por parte de los autores de la invencién de que la medida
de la secrecion celular en respuesta a un estimulo puede realizarse mediante una primera etapa en la que registra
brevemente la capacidad basal de 1a membrana celular (en modo de fijacién de voltaje), una segunda etapa en la que la
célula se estimula en condiciones de corriente constante para luego, en una tercera etapa, pasar de nuevo rapidamente
a condiciones de voltaje constante para asi determinar cambios en la capacidad de la membrana respecto al estado
previo (medido en la primera etapa) como medida de la respuesta secretora. En estas condiciones, la diferencia entre
los valores de capacidad determinada en la tercera etapa y la capacidad basal proporciona una medida de la respuesta
secretora de la célula que refleja mas fielmente las condiciones fisiol6gicas que los métodos conocidos en el estado de
la técnica, puesto que el estimulo se aplica en condiciones que permiten la despolarizacion de la membrana. Ademads,
la estimulacién puede realizarse empleando el neurotransmisor fisiolégico durante periodos ultracortos (milisegundos)
lo que ayuda a remedar la situacidn fisioldgica. Es por ello que usando el método de la invencion, es posible determinar
la respuesta secretora de una célula en condiciones mds préximas a las fisiolégicas que los métodos conocidas en el
estado de la técnica y sin que se produzca la pérdida de la sincronia estimulo-respuesta.

Asi, en un primer aspecto, la invencién se relaciona con un método para medir la respuesta exocitdtica de una
célula a un estimulo despolarizante (de aqui en adelante método A) que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
b. cambiar rdpidamente las células a modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo y

c. cambiar las células de nuevo a modo de fijacion de voltaje y determinar un valor C2 correspondiente a la
C,, de la célula

en donde el valor de la diferencia entre los valores C2 y C1 es una medida de la respuesta exocitdtica de la célula.

Los inventores han puesto también de manifiesto que usando el protocolo antes descrito es posible distinguir la
respuesta exocitética que se produce a consecuencia de la entrada de calcio a través de los CCDV (que requiere de
la despolarizacién de membrana para su apertura) de la respuesta que se produce a consecuencia de la entrada de
calcio por canales que se abren en respuesta al estimulo despolarizante aplicado en el modo de fijacién de voltaje
(y que, por tanto, no producen la despolarizacién de membrana), es decir, que es posible determinar la respuesta
exocitdtica de una célula a un estimulo que produzca secrecion en condiciones de voltaje constante y que, por su
efecto despolarizante, también lo produzca en condiciones de corriente constante. Para ello es necesario efectuar
una medida de la C,, en condiciones de voltaje constante tras haber mantenido la célula en presencia del estimulo
durante un tiempo determinado para después aplicar de nuevo el estimulo en modo de fijacién de corriente y, por
ultimo, determinar de nuevo la capacidad en condiciones de voltaje constante, de forma que se obtiene un valor de
aumento de C,, en la célula que permite determinar la respuesta secretora en respuesta a la despolarizaciéon mediante
la comparacién del valor de capacidad final con el valor de capacidad obtenido en la primera etapa.

Asi, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método para medir el efecto de la despolarizaciéon de mem-
brana en una célula sobre la respuesta exocitética de dicha célula a un estimulo despolarizante (de aqui en adelante
método B) que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
(CD),

b. poner en contacto dicha célula con dicho estimulo y determinar en modo de fijacion de voltaje un valor C2
correspondiente a la C,, de la célula tras la estimulacion

c. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion,
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d. cambiar rapidamente a modo de fijacién de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo y

e. cambiar rapidamente a modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de la
célula,

en donde un valor positivo de la diferencia (C4-C3)-(C2-C1) indica que al menos parte de la respuesta exocitdtica
de la célula al estimulo requiere de la despolarizacién de la membrana.

Segin se entiende en la presente invencidn, un estimulo despolarizante es aquel que produce una despolarizacién
de la membrana cuando se aplica en condiciones fisioldgicas. Es obvio para el experto en la materia que un estimulo
despolarizante que se aplica en condiciones de fijacion de voltaje no puede provocar una despolarizacion de mem-
brana, puesto que el voltaje se encuentra fijado externamente por el método de medida. En esos casos, por estimulo
despolarizante se entiende toda aquella sefial (en general un compuesto quimico) que sea capaz de provocar un trasie-
go i6nico cuando se aplica en condiciones de voltaje constante o bien una despolarizacién de la membrana cuando se
aplica en condiciones de fijacién de corriente.

Los valores de potencial de membrana que se aplican en las etapas (a) y (c) de fijacién de voltaje, asi como los
valores de corriente que se aplican en la etapa (b) de fijacién de corriente en el método A, asi como los valores de
potencial de membrana que se aplican en las etapas (a) a (c) y (e) de fijacion de voltaje y los valores de corriente que
se aplican en la etapa (d) de fijacion de corriente en el método B son los valores usuales en la técnica para las medidas
electrofisioldgicas. Asi, en las etapas de fijacion de voltaje, el voltaje que se aplica corresponde al potencial de reposo
de la célula que se desea estudiar. Preferentemente, el voltaje se fija a un valor de en torno a -80 mV. El valor de la
corriente que se aplica en las etapas de fijacion de corriente es de en torno a -5 pA.

El estimulo despolarizante puede ser un mensajero quimico que se une a un receptor en la superficie de la célula
provocando la apertura de un canal i6nico que permite la entrada de un ion y la consiguiente despolarizacion de la
membrana o puede ser un potencial de accién que permite que una despolarizacién localizada en una zona de la
membrana se propague a regiones adyacentes de dicha membrana y, eventualmente, a toda la membrana plasmadtica
de la célula, mediante la apertura de canales de sodio dependientes de voltaje en respuesta a dicha despolarizacién
inicial. El potencial de accién se genera habitualmente como consecuencia de la apertura de un canal i6nico en la
membrana en respuesta a un neurotransmisor, aunque puede originarse también por acoplamiento con un potencial de
accién producido en una célula vecina tal y como se ha descrito por Moser, T. (J. Physiol. 1998, 506:195-205). En una
forma de realizacion preferida, el estimulo despolarizante es un mensajero quimico. La invencién contempla el uso de
cualquier compuesto conocido para el que existan receptores en la superficie de la membrana y cuya ocupacion resulte
en una despolarizacién de la membrana.

La transicién entre las etapas (a) y (b) y/o entre las etapas (b) y (c) en el método A y entre las etapas (¢) y (d) y/o
entre las etapas (d) y (e) en el método B debe ser lo suficientemente rapida para que no se produzca la pérdida de la
sincronia estimulo-secrecioén. Asi, en una forma de realizacion preferida, la transicion entre modos debe transcurrir en
el orden de milisegundos. Asi mismo, en otra forma de realizacién preferida, la transicién entre el modo de fijacién
de corriente al modo de fijacién de voltaje en la etapa (b) debe transcurrir en el orden de milisegundos. Un periodo
del “orden de milisegundos”, tal como se usa aqui, debe interpretarse como un periodo que oscila entre 1 y 900 ms,
preferiblemente entre 100 y 800 ms, mds preferiblemente entre 200 y 700 ms, atin mds preferiblemente entre 300 y
600 ms y, ain mas preferiblemente, entre 400 y 500 ms. Valores ejemplares, no limitantes para la transicién entre las
etapas de voltaje constante y corriente constante son 400 ms, 200 ms y 50 ms.

Con el fin de simular las condiciones fisioldgicas, la aplicacién del ligando se realiza de forma que simule la
estimulacién neuronal por neurotransmisores en el espacio sindptico. Asi, en una forma de realizacidn, la aplicacién
del estimulo se realiza de manera ultracorta, preferiblemente del orden de milisegundos, y/o repetitiva, preferiblemente
con una frecuencia de 0.1 a 100 Hertzios.

La medida de la capacidad de membrana requiere la aplicacién de una una onda sinusoidal de voltaje sobre el
potencial de -80 mV. Esta onda tiene tipicamente una amplitud de en torno a 70 mV (de +115 mV a +45 mV) y mide
la capacidad de la membrana a una frecuencia de en torno a 1 KHz.

La presente invencion permite el estudio de la respuesta secretora de practicamente cualquier tipo de célula capaz
de secretar al medio mediante exocitosis una determinada molécula en respuesta a un estimulo despolarizante. Asi, en
formas preferidas de realizacion, el método de la invencién se puede aplicar al estudio de la respuesta exocitética en
células cromafines, PC12 (secretan catecolaminas en respuesta a la activacién de receptores nicotinicos por acetilcoli-
na), células 8 pancredticas (secretan insulina en respuesta a la estimulacion por glucosa a través de la inhibicién de los
canales Kurp que provocan la despolarizacion de la membrana) (Dean, PM. et al., J Physiol. 1975 Mar; 246(2):459-
78), neuronas del hipocampo (secretan BDNF y otras neurotrofinas en respuesta a la activacién de receptores NMDA
por glutamato) (Staiger, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002 Apr 30; 99:6386-91), linfocitos (secretan inmunoglobulinas
en respuesta a la activacion del canal de sodio epitelial), (Am J Physiol Cell Physiol., 2002 Nov; 283:C1480-91) neu-
tréfilos (secretan compuestos microbicidas y proinflamatorios en respuesta a una variedad de agonistas) (Simchowitz
L, et al. J Clin Invest. 1980 Oct; 66(4):736-47), neuronas de los ganglios raiz dorsales (secretan péptidos relacionados
con la sefnalizacién del dolor en respuesta a una despolarizacion de membrana) (Zhang, C. y Zhou, Z., Nat. Neurosci.
2002 May; 5(5):425-30) y otras células similares como las motoneuronas.
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En una forma preferida de la invencidn, las células objeto de estudio son células cromafines. En este tipo de células,
el proceso de secrecién comienza por la estimulacién de receptores nicotinicos situados en la membrana de la célula
por acetilcolina liberada por las neuronas preganglionares del sistema nervioso simpdtico. La estimulacién de los
receptores nicotinicos resulta en la apertura de canales catidnicos no especificos y en la entrada de una corriente de
cationes que provoca una despolarizacién de la membrana. Esta despolarizacion ocasiona la apertura de CCDV que
se encuentran en la membrana y que permiten la entrada de calcio en la célula. Asi mismo, la acetilcolina liberada
por las fibras preganglionares es capaz de estimular receptores muscarinicos que también se encuentran presentes en
las células cromafines. Dicha estimulacién resulta en la liberacién de calcio de sus almacenamientos intracelulares.
La liberacion de catecolaminas de los granulos secretores se produce en respuesta a un aumento en la concentracién
intracelular de calcio. Asi, el aumento en la concentracién intracelular de calcio y, por tanto, la respuesta secretora
resulta de tres procesos que son: la entrada de calcio a través del receptor de acetilcolina, la entrada de calcio a través
de los CCDV Yy la liberacién de calcio de sus almacenamientos intracelulares.

En una forma atin mds preferida de la invencidn, las células cuya respuesta secretora se desea estudiar son células
cromafines y el ligando que se usa para estimular la secrecion es acetilcolina o uno o varios agonistas nicotinicos.
Agonistas nicotinicos que pueden ser utilizados en el método objeto de la invencién incluyen, sin estar limitados,
dimetilfenilpiperazinio (DMPP), anabasina, decamethonio, cloruro de suxametonio, nicotina, meta-nicotina, DMAC,
3-2,4-dimetoxibenzilidina anabaseina (DMBX-anabaseina), colina, citisina, GTS-21, epibatidina, ABT-418, ABT-
594, SIB-1508 y SIB-1558.

En otra forma preferida de realizacion, la aplicacién del ligando a la célula se realiza de manera ultracorta (del
orden de milisegundos) y repetitiva (de 0.1 a 100 Hertzios), simulando la descarga de neurotransmisores por parte de
una neurona.

En otra forma de realizacidn, la etapa inicial de determinacién de la Cm basal en el método B de la invencién
se puede llevar a cabo en presencia de un antagonista del receptor. En el caso de que el receptor es un receptor ni-
cotinico, los antagonistas incluyen tanto antagonistas competitivos que se unen al receptor de acetilcolina en el sitio
de unidn de la acetilcolina como antagonistas no competitivos, que se unen al receptor a sitios distintos del sitio de
unién del agonista. Asi mismo, los antagonistas nicotinicos que pueden ser objeto de la invencién incluyen anta-
gonistas reversibles o irreversibles. Asi, antagonistas nicotinicos ttiles para la realizacion de la invencién incluyen,
sin ser limitante, toxinas bloqueantes de distintas subunidades del receptor nicotinico como la bungarotoxina «, la
toxina RgIA, OmIA, a-conotoxina ArIB u otras sutancias como hexametonio, decametonio, dihidro-$-erytroidina,
mecamilamina, galamina, d-tubocurarina, trimetapan, amantadine, erisodina, pempidina, clorisondamina, normeca-
milamina, 2,2,6,6-tetrametylpiperidina, 2,2,6,6-tetrametil-4-aminopiperidina, metillicaconitina, N-(1,2,2) trimetyl-1-
biciclo [2,2,1,]-heptilbencenamina, esteres metilicos del dcido feniltropano carboxilico y ibogaina.

En una forma preferida de la invencion, la etapa inicial del método B de la invencién se lleva a cabo usando una
célula cromafin y usando acetilcolina como ligando y en presencia de un antagonista nicotinico.

En otra forma de realizacién preferida, los métodos A y B de acuerdo a la invencidn se pueden llevar a cabo en pre-
sencia de un potenciador/activador de los receptores de acetilcolina, como, por ejemplo, 5-hidroxiindol, galantamina
o ivermectina.

En otra forma preferida de la invencién, en el cambio de modo de fijacién de voltaje a fijacién de corriente, se
puede aplicar una minima corriente idéntica a la que el amplificador emplea para mantener el potencial en el modo de
fijacion de voltaje, puesto que si esta no se aplicase, el propio cambio de modo seria un estimulo que enmascararia la
respuesta a estudiar.

En otra forma de realizacion, la determinacion de la contribucién de la despolarizaciéon de la membrana a la C,,
en respuesta a estimulo, segiin el método B de la invencidn, se lleva a cabo en presencia de un antagonista de canales
de calcio, lo que permite determinar, mediante comparacion con el método realizado en ausencia de antagonista,
como contribuyen a la secrecién (i) la aplicacién de estimulo (que induce la apertura del receptor nicotinico y la
entrada de cationes al citosol) realizada en la primera etapa, y (ii) los canales de calcio en la segunda etapa cual
(que en esta configuraciéon se activan debido a la despolarizacién inducida por la apertura del receptor nicotinico).
En otra forma de realizacién preferida, la célula secretora es una célula cromafin, el ligando es acetilcolina y el
antagonista es un inhibidor de los CCDV. Por antagonistas del calcio, tal como se define aqui, se entiende cualquier
molécula que es capaz de impedir la apertura del canal disminuyendo asf su conductancia. Se incluyen en este grupo
las fenilalquilaminas como el verapamilo y gallopamilo, benozotiazepinas como el diltiazem, y dihidropiridinas como
el amlodipino, felodipino, isradipino, lacidipino, nicardipino, nifedipino, nitrendipino y nisoldipino.

En otra forma de realizacién preferida, la célula cuya actividad secretora se desea estudiar posee al menos un
CCDV. Preferentemente, el CCDV se selecciona del grupo de un canal tipo L, un canal tipo N, un canal tipo P/Q, un
canal tipo T y un canal tipo R.

En otra forma de realizacion, los métodos A y B de la invencién se llevan a cabo en una célula que se ha tratado
previamente con al menos un compuesto que causa la eliminacién de las reservas intracelulares de calcio. Compuestos
que pueden ser utilizados con este prop6sito en el &mbito de la invencidn incluyen agonistas del receptor de rianodina
como cADPr, 4-cloro-m-cresol, suramina, cafeina y pentifilina, compuestos que mantienen el receptor de rianodina
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en estado de semiconductividad como rianodina y compuestos que bloquean la recaptacioén de calcio por el reticulo
endopldsmico, como por ejemplo la tapsigargina.

En otra forma de realizacion preferida, el método de la invencion se puede llevar a cabo en presencia de un de un
potenciador/activador de los canales de calcio, como por ejemplo, Bay K 8644 y glicerotoxina.

El método desarrollado por los inventores permite estudiar en condiciones proximas a las fisioldgicas la respuesta
secretora de una célula en respuesta a un estimulo despolarizante y, consecuentemente, es de utilidad para el desarrollo
de métodos para la identificacién de compuestos que inhiban o activen dicho proceso. Asi, en otro aspecto, la invencién
se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores de la secrecion en respuesta a un estimulo
despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacion de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, basal

b. cambiar rdpidamente las células a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo en
presencia del compuesto cuya actividad inhibidora se desea ensayar y

c. determinar a continuacién en modo de fijacién de voltaje un valor C2 correspondiente a la C,, de la célula

en donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 menor que el valor de dicha diferencia obtenido en ausencia
de dicho compuesto indica que el compuesto es inhibidor de la secrecidn en respuesta al estimulo despolarizante y
donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el
compuesto es activador de la secrecion en respuesta al estimulo despolarizante.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores de la
secrecion en respuesta a la despolarizacién de la membrana por un estimulo despolarizante que comprende las etapas
de

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, basal de las células,

b. poner en contacto dicha células con dicho estimulo en modo de fijacion de voltaje y determinar un valor
C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacion,

c. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion, y

d. cambiar rapidamente a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo en pre-
sencia del compuesto cuya actividad inhibidora o activadora se desea ensayar y

e. determinar a continuacién en modo de fijacidn de voltaje un valor C4 correspondiente a la C,, de la célula

en donde un valor de (C4-C3)-(C2-C1) menor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el
compuesto es inhibidor de la secrecién en respuesta a la despolarizacién de la membrana y donde valor de (C4-C3)-
(C2-C1) mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el compuesto es activador de la secrecién
en respuesta a la despolarizacién de la membrana.

Ademds, la aplicacion en la etapa a del estimulo permite determinar cudl es el porcentaje de contribucién a la
secrecion total (con despolarizacién de la membrana.) del estimulo en ausencia de los elementos activados por voltaje
(los CCDV).

Los métodos de identificacién de inhibidores y activadores de la secrecidon/despolarizacion en respuesta a un es-
timulo despolarizante de acuerdo a la presente invencion permiten la identificacién de compuestos de interés farma-
coldgico. Asi, inhibidores de la secrecién de catecolaminas en respuesta a la estimulacién de células cromafines por
acetilcolina pueden ser de utilidad para el tratamiento de condiciones en las que existe una secrecién aumentada de
catecolaminas (por ejemplo, estrés, hipertensién, feocromocitoma). También podrian ser ttiles en la inhibicién de la
excitabilidad celular en situaciones donde esta se encuentra aumentada como consecuencia de una activacion neuronal
masiva y repetitiva, como se da en la isquemia cerebral donde se libera gran cantidad de glutamato, y en la epilep-
sia. Ademds, en la esquizofrenia se postula la existencia de una actividad dopaminérgica elevada y, por lo tanto, un
inhibidor especifico de la secrecién seria util para el tratamiento de este trastorno neurolégico. Alternativamente, acti-
vadores de la secrecion de insulina en respuesta a glucosa pueden ser de utilidad para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con una baja produccién de insulina por las células B del pancreas como la diabetes. En el caso de la
enfermedad de Alzheimer y en la de Parkinson los activadores de la secrecidn actuarian sobre neuronas colinérgicas
implicadas en la formacién y mantenimiento de la memoria, y sobre las neuronas dopaminergicas de la sustancia ne-
gra, respectivamente, pudiendo mejorar sus respectivos sintomas. En la miastenia gravis, se incrementaria la liberacién
de acetilcolina a la sinapsis muscular para contrarrestar los signos y sintomas de la enfermedad.
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El método desarrollado por los autores de la presente invencién permite captar registros de capacidad de alta
resolucion de la respuesta exocitética de la célula completa provocada por ACh, el neurotransmisor fisiolégico estimulo
despolarizante en la sinapsis de los nervios espldcnicos-células cromafines y en la sinapsis de los nervios simpaticos.
En estas células se produce una primera entrada de calcio a consecuencia de la activacién del receptor por el agonista
del receptor acoplado a canal i6nico, y una segunda entrada de calcio por los CCDV al abrirse como consecuencia
de la despolarizacién. En los métodos conocidos hasta la fecha para la determinacion de respuesta secretora basados
en medidas de capacidad en condiciones de voltaje constante, no se producia despolarizacion de la membrana como
consecuencia de la aplicacién del agonista en fijacion de voltaje, con lo que el segundo componente de entrada de
calcio no se tenfa lugar, por lo que era imposible determinar la contribucién a la exocitosis por la entrada de calcio a
través de los CCDV. Dado que el método descrito en la presente invencién permite determinar la exocitosis asociada
especificamente a la apertura de los CCDYV, se puede utilizar para la identificacién de inhibidores y activadores de los
CCDV. Ast, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método para la identificacién de inhibidores o activadores
de un canal de calcio dependiente de voltaje en una célula que contiene dicho canal de calcio dependiente de voltaje y
al menos un receptor acoplado a un canal catiénico que comprende

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula,
b. poner en contacto dicha célula con un estimulo despolarizante en modo de fijacién de voltaje,
c. determinar un valor C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacion,

d. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion,

e. cambiar rapidamente a condiciones de corriente constante y afiadir de nuevo dicho estimulo despolarizante
en presencia del compuesto cuya actividad como inhibidor de los canales de calcio se desea ensayar hasta
que el potencial de membrana sea el adecuado para la apertura del canal de calcio dependiente de voltaje

y

f. cambiar rdpidamente al modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de
la célula

en donde un valor de la diferencia (C4-C3)-(C2-C1) menor que el aumento observado en ausencia del compuesto
indica que el compuesto inhibe el canal de calcio dependiente de voltaje y donde un valor de la diferencia (C4-C3)-
(C2-C1) mayor que el valor observado en ausencia del compuesto indica que el compuesto activa el canal de calcio
dependiente de voltaje.

Ademais, con este método se puede conocer el efecto que el compuesto pueda tener sobre la respuesta al estimulo
aplicado en la etapa a (ej: la secrecion producida por la apertura de un receptor acoplado a un canal iénico como el
receptor de acetilcolina y la propia corriente asi generada), que seria responsable de la despolarizacion en la etapa
b. Esto permite discernir si esa inhibicién/potenciacién es dependiente de la despolarizacién de membrana o por el
contrario se debe a un efecto sobre el estimulo aplicado en condiciones de voltaje constante.

En una forma de realizacién preferida, la célula que se estudia en el método de la invencidn es una célula cromafin.
En otra forma de realizacién de la invencion, el estimulo despolarizante es acetilcolina o un agonista colinérgico.

Los métodos de identificaciéon de inhibidores y activadores de CCDV permiten la identificacién de compuestos
de interés farmacolégico. Asi, inhibidores de dichos canales pueden ser de utilidad para la prevenciéon de muerte
neuronal tras un episodio de ictus, la prevencion y el tratamiento del infarto de miocardio, la hipertension, la epilepsia
y la esquizofrenia. Activadores de dichos canales pueden ser de utilidad para el tratamiento de patologias tales como
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la miastenia gravis y el déficit de atencién/hiperactividad.

Los distintos métodos descritos anteriormente pueden llevarse a cabo usando un sistema automatizado en el que
las distintas etapas del método estdn implementadas en un programa de ordenador que contiene medios codificados
para llevar a cabo los métodos de la invencién. Asi, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un programa de
ordenador que incluye medios codificados para llevar a cabo los pasos de los métodos de la invencion.

El programa de ordenador se aporta sobre un medio legible por ordenador. Asi, en otro aspecto, la invencién se
relaciona con un medio legible por ordenador en el cual se almacenan medios codificados adaptados para llevar a
cabo los pasos de los métodos segin la invencién. Cualquier método o tecnologia para almacenar la informacién
es valida para almacenar el programa objeto de la invencién. Ejemplos de medios de informacién legibles por un
ordenador incluyen RAM, ROM, EEPORM, memoria flash u otros tipos de memoria, CD-ROM, DVD u otros tipos
de almacenamiento de tipo dptico, cassetes magnéticos, cintas magnéticas, discos u otros tipos de dispositivos para
el almacenamiento magnético. Alternativamente, el programa se puede albergar en un dispositivo de almacenamiento
remoto y las instrucciones son enviadas mediante un sistema de comunicacién telemdtico tales como un interfaz
inalambrico, Internet, redes de area local, redes de drea ancha, conexiones directas a través de un puerto de serie
(USB) o mediante modem, redes digitales de servicios integrados (RDSI), digital subscriber lines (DSLs), enlaces via
satélite y otros tipos de comunicaciones conocidas para el experto en la materia.
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El método de la invencién se lleva a cabo preferentemente usando un sistema automatizado de microelectrodos
que permita programar con antelacion los pardmetros empleados en cada una de las distintas etapas de corriente o
voltaje constante asi como las condiciones en las que se efecttia la transicién de un modo a otro. Asi, en otro aspecto,
la invencidn se relaciona con un sistema automatizado de microelectrodos para realizar estudios de patch-clamp que
contiene el programa de la invencién o el medio legible de la invencién. En una forma de realizacién preferida, el
sistema automatizado de microelectrodos es un amplificador de patch-clamp.

La invencidn se describe a continuacién mediante una serie de ejemplos que no son limitativos de la invencion,
sino ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Cultivo celular

Este estudio se realiz6 en células cromafines humanas obtenidas mediante la donacién de gldndulas adrenales para
fines de investigacidn y tras ser aprobado por los comités éticos pertinentes. Todos los donantes habian fallecido debido
a hemorragia cerebral. Una vez obtenido el consentimiento informado por escrito de los parientes de los donantes, se
recogieron las glandulas suprarrenales en disolucién tampén de Locke fria (LBS, “Locke’s buffer solution”) y se
procesaron inmediatamente. En primer lugar, se eliminé rapidamente el tejido adiposo. Las glandulas se perfundieron
de manera retrégrada con una proteasa de tipo XIV al 1% disuelta en LBS, y se transfirieron a un tubo de 50 ml que
contenia LBS a 37°C durante 10 min. Después se cortaron las glandulas de manera sagital y se elimin6 la médula
mecdnicamente con un bisturi, se cortaron en piezas, y se pusieron en una disolucién de colagenasa tipo I (1 mg/ml)
a 37°C durante 30 min. Se agité suavemente la suspensién cada 5-10 min. para permitir la desagregacién del tejido.
Tras este periodo, se filtrd la suspension a través de una malla de nylon de 200 um y se centrifugd a 170 g durante 10
min. Entonces se resuspendié el sedimento en LBS y se centrifugé de nuevo a 40 g durante 10 min. Se resuspendié de
nuevo el sedimento obtenido en LBS y se filtr6 a través de en una malla de de nylon de 80 um. Se afiadié un 4% de
albumina bovina al fondo del tubo de 50 ml, y se centrifugé de nuevo la suspensién. Finalmente, se realizé la dltima
centrifugaciéon en DMEM (Gibco, Espafia) complementado con suero de ternero fetal al 5%, penicilina 50 U.L/ml, y
estreptomicina 50 pg/ml. Se cultivaron en placa las células sobre portaobjetos tratados con polilisina de 12 mm, y se
mantuvieron durante hasta 10 dias en una incubadora a 37°C en una atmésfera de CO, al 5% saturada de agua.

Ejemplo 2
Registros electrofisiologicos

Para los registros de célula completa en pequenas extensiones perforadas, la disolucién externa fue (en mM): CaCl,
2, NaCl 145, KCl 5,6, NaHCO; 3,6, HEPES 5 y glucosa 10. Se ajust6 el pH hasta 7,4 con NaOH. La composicién
de la disolucién intracelular fue: glutamato de K 145, NaCl 8, MgCl, 1, HEPES 10 y anfotericina B 0,5 (Sigma-
Aldrich, Espafia) y se ajust6 el pH hasta 7,2 con KOH. Se preparé cada dia una disolucién madre de anfotericina
B a una concentraciéon de 50 mg/ml en dimetilsulféxido (DMSO) y se mantuvo protegida de la luz. Se prepard la
concentracion final de anfotericina B mediante ultrasonicacion de 10 ul de disolucién madre de anfotericina B en 1 ml
de disolucién interna de glutamato de K en la oscuridad. Las pipetas se sumergieron por la punta en disolucién libre
de anfotericina durante varios segundos y se rellenaron después con disolucién de anfotericina intracelular mezclada
recientemente.

El sistema de perfusion para la aplicacién de farmacos consistié en una pipeta de polietileno de miltiples vias
situada cerca de la célula en estudio que permitié el intercambio completo de las disoluciones cerca de la célula en un
plazo de 50 ms.

Se llevaron a cabo las mediciones electrofisiolégicas usando un amplificador EPC-10 y software PULSE (HEKA
Elektronik, Alemania) ejecutdndose en un ordenador personal. Se fabricaron pipetas de resistencia de 2-3 MQ con
tubos capilares de vidrio de borosilicato, parcialmente recubiertas con cera y pulidas a fuego. Tras la formacién del
sellado y la perforacidn, s6lo se aceptaron los registros en los que la resistencia de acceso de la pipeta y la corriente
de fuga fueron inferiores a 20 MQ y 20 pA, respectivamente. El cambio entre la configuracién de fijacion de voltaje
y de fijacion de corriente se realizé usando la herramienta “Gentle-CC-Switch” implementada en el software PULSE.
Esta herramienta mantiene el potencial de la membrana celular mientras cambia el modo de configuracidn, evitando la
activacion celular. Se estimaron los cambios de capacidad de la membrana celular mediante la técnica de Lindau-Neher
implementada como la caracteristica “Sine+DC” del software exclusivo “PULSE”. Se aplic6 una onda sinusoidal de
amplitud pico a pico de 70 mV y 1 kHz a un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se realizé el andlisis de los
datos en un ordenador personal usando el software IGOR Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, Oregon). A menos que
se establezca lo contrario, los datos se facilitan como la media + E.E.M. Los andlisis estadisticos de los datos se
realizaron usando la prueba de la t de Student para datos emparejados.

El programa informatico que controla el amplificador permite generar 6rdenes que posibilitan el registro automa-
tico durante un determinado tiempo (denominados segmentos, ver fig. 1A) en el modo de fijacién de voltaje (donde es
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posible registrar C,,) y también en el modo de fijacién de corriente. Sin embargo, para poder realizar la medida aqui
propuesta se debe generar una secuencia automatizada de 6rdenes en el programa PULSE. En general, esta invencién
emplea 6rdenes creadas con este programa para conseguir realizar la medida a alta resolucién de los eventos que se
describen a continuacion:

1. Registro basal de C,, en ausencia de corriente en el modo de fijacién de voltaje.

2. Registro del potencial de membrana (en el modo de fijacién de corriente) y de las variaciones generadas
por el estimulo en C,, (en el modo de fijacion de voltaje). El programa no permite el cambio de modo sin
una intervencién manual, lo cual impide una medicidn fiable de los eventos que queremos registrar puesto
que tienen lugar en una escala temporal del orden de milisegundos. Ademads, para evitar la activacién de
la célula objeto de estudio por el cambio de modo, se debe aplicar una minima corriente idéntica a la que
el amplificador emplea para mantener el potencial en el modo de fijacién de voltaje. Para ello, se emplea
la herramienta “Gentle CC-Switch” de PULSE. De no hacerlo asi el propio cambio seria un estimulo que
enmascararia la respuesta a estudiar. La automatizacién de estos pasos es de suma importancia puesto que
posibilita el registro, a alta resolucién, de la respuesta secretora producida por un estimulo despolarizante
aplicado en el modo de fijacion de corriente.

3. Elregistro de la respuesta secretora (es decir, de la variacion de C,,) ha de realizarse en el modo de fijacién
de voltaje y, por ello, el cambio de modo CC a VC con suma rapidez tal y como se ha descrito anteriormente
para no perder la sincronia estimulo-respuesta. En general, el cambio se realizard al voltaje fijado en
primera instancia, por lo que se emplea la herramienta “Last V-membrane” del programa, implementada
para ser ejecutada de manera automatica en una secuencia u orden automatizada para evitar retrasos en la
aplicacion del comando y la activacién celular.

Ejemplo 3
La respuesta secretora provocada por ACh

Usando nuestro nuevo protocolo, examinamos el acoplamiento estimulo-secrecién y las posibles contribuciones de
los receptores nicotinicos y muscarinicos y los canales de Ca?* a la exocitosis desencadenada por ACh. Para seleccionar
la concentracién de ACh para su uso en los experimentos, se aplicaron en primer lugar pulsos de 200 ms (el pulso fiable
mds pequefio emitido por nuestro sistema de perfusién) de ACh 30 uM, 100 uM, 300 uM y 1 mM a la superficie de
las células cromafines humanas con fijacién del voltaje. Los trazados representativos originales de cada concentracién
de agonista se muestran en la figura la. Los picos de corriente (Ixc,) y carga (Qucn) producidos por ACh segtn la
concentracion de agonista se muestran en las figuras 1b y c, respectivamente. Las corrientes maximas se obtuvieron
usando ACh 300 M. A 1 mM, el agonista produjo una segunda corriente pico, que se atribuye al bloqueo del canal
abierto por el agonista tal como se ha descrito anteriormente (Maconochie y Knight, 1992, J. Physiol. 454:129-153).
Basandose en estos resultados, usamos ACh 300 uM para el resto de los experimentos, ya que esta concentracion era
suficiente para producir buenas corrientes, y el gran rebrote producido usando ACh 1 mM casi nunca aparecié. ACh
(300 uM) produjo picos de corriente de 2,1 + 0,2 nA e incrementos de capacidad de 93,4 + 20 fF (n=17). Durante la
activacion de la corriente, también pudieron observarse grandes incrementos de la conductancia de membrana (G,,),
que volvieron al valor inicial en 2 + 0,3 s. Dado que los grandes cambios de la conductancia afectan a las mediciones
de capacidad, se determinaron éstas después de haber cesado los aumentos de G,, (Figura 1d).

Para determinar la respuesta secretora global provocada por ACh a través de los registros de la C,,, se disefio un
nuevo protocolo como un procedimiento de tres etapas (Figura 2a-c). En la primera etapa (etapa 1, figura 2a) se aplic
en la configuracion de la fijacién de voltaje (VC) una onda sinusoidal durante 1 s antes de la perfusion de 200 ms de
ACh a un potencial de mantenimiento de -80 mV. Después se registré la corriente durante un periodo de 2 s, durante
el que se mantuvo constante el potencial, y finalmente se volvié a la onda sinusoidal durante 58 s, para permitir la
medicién de la capacidad de la membrana plasmadtica (C,,). Esta primera etapa perseguia dos objetivos: determinar
la exocitosis de las vesiculas producidas por los componentes nicotinicos y muscarinicos de la respuesta secretora
provocada por ACh, y establecer la exocitosis inicial de modo que la respuesta exocitdtica total podria calcularse
posteriormente en la etapa 3.

En la etapa 2 (etapa 2, figura 2b), se selecciond la configuracién de la fijacién de corriente (CC), y 1 s después,
se aplicé de nuevo un pulso de ACh de 200 ms, registrando los cambios en el potencial de membrana durante 3 s. Se
disefi6 esta segunda etapa para permitir que ACh despolarizara la célula, para registrar los cambios del potencial de
membrana producidos por ACh, y para identificar los diferentes elementos que dan lugar a esta respuesta despolari-
zante.

En la etapa final (etapa 3, figura 2c), se volvi6 a la configuracién VC, y se aplicé una onda sinusoidal a un V, de
-80 mV durante 60 s. En esta etapa, pudo medirse la respuesta secretora completa inducida por ACh en la etapa 2,
usando el trazado de C,, justo antes de la etapa 2 como la referencia de la capacidad basal.

La figura 2d muestra los resultados de la aplicacién del protocolo triple descrito anteriormente a una célula cro-
mafin humana. En la etapa 1, la perfusién con ACh 300 uM durante 200 ms produjo una corriente de 2,38 nA y un
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incremento de la capacidad de 156 fF. En la etapa 2, se observé una despolarizacidn inicial con un pico a +45 mV, que
disminuy6 hasta -8,5 mV y se mantuvo casi como una “meseta” y finaliz6 a -22,8 mV. La etapa 3 revel6 un aumento
de la C,, de 227 {F tras la perfusién con ACh durante 200 ms, seguido de una endocitosis que presentd una constante
de tiempo de 51,5 s. Se someti6 a prueba este protocolo en 12 células, dando los siguientes resultados: 2,2 + 0,3 nA 'y
100,4 + 27,3 fF en la etapa 1, un pico de despolarizacién de +49,3 + 2.8 mV y una despolarizacién de “meseta” que
comenzo a -8,8 + 1,3 mV y finalizé a -23,9 + 1 mV en la etapa 2, y 178,2 + 41,6 fF en la etapa 3. Antes de que se
realizara el protocolo triple, se emitieron tres pulsos iniciales de ACh en el modo VC con intervalos entre pulsos de 5
min., dando respuestas de capacidad y corriente similares (datos no mostrados).

Ejemplo 4
Componente nicotinico de la respuesta a ACh

Para investigar la naturaleza de la respuesta a ACh, se bloque6 farmacolégicamente el receptor nicotinico usando
mecamilamina (10 uM) y después se emprendieron las etapas 1 y 2 del protocolo (figura 2e). En la etapa 1 se aplicaron
cada 5 min. pulsos de 200 ms de ACh 300 uM para conseguir respuestas secretoras reproducibles mientras se evitaba
la desensibilizacién del receptor nicotinico. Esto produjo corrientes similares de una amplitud de 1,5 nA. La etapa 2
revel6 la despolarizacion tipica de doble fase provocada por ACh descrita anteriormente. Tras 3-4 pulsos de respuestas
a ACh similares, se perfundié mecamilamina 10 uM 5 min. antes de realizar el siguiente protocolo completo. Se blo-
quearon tanto los incrementos de la capacidad como de corriente mediante mecamilamina, que también se perfundi6
durante la aplicacion de ACh. Por tanto, los pulsos de ACh cortos activaron sélo las corrientes nicotinicas, que fueron
las responsables de las respuestas exocitdticas correspondientes. A continuacion, se realizé la etapa 2 del protocolo,
todavia en presencia de mecamilamina. ACh no pudo producir ningtn efecto despolarizante sobre el potencial de
membrana. Por tanto, la despolarizacién provocada por pulsos de ACh de 200 ms pudo atribuirse completamente a la
activacion del receptor nicotinico por el agonista. A partir de estos resultados, podemos concluir que la entrada de Ca?*
a través del receptor nicotinico desencadena el proceso secretor a potenciales de membrana hiperpolarizados antes de
que se hayan activado los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV). La cuestién que surge ahora es si los
canales de sodio dependientes de voltaje (CSDV) también contribuyen a la respuesta de despolarizacién una vez que
se ha alcanzado el potencial de membrana umbral. Se aplicé tetrodotoxina (a una concentracién de 2 uM) antes de la
etapa 2, y se produjo la misma curva de despolarizacién. Sélo el pico de voltaje a +45 mV se bloqueé por la toxina
(figura 2f). Por tanto, la inyeccién de la corriente que fluye inicialmente a través del receptor nicotinico es suficiente
para conseguir el potencial umbral al que pueden activarse los CSDV, y posiblemente los CCDV.

A partir de la correlacién entre la corriente nicotinica y la curva de despolarizacién (figura 3a), fue posible deter-
minar que se alcanzé la despolarizacién umbral antes de que la corriente hubiera obtenido su amplitud méxima. Esto
indica que se necesitan corrientes mas pequefias que la corriente al pico para obtener la respuesta de despolarizacién
(véase a continuacién). También, si la corriente nicotinica inicial era suficiente para desencadenar el acontecimiento
despolarizante, surge la cuestion con respecto a si la corriente mindscula que fluye a través del receptor nicotinico en
su estado desensibilizado desempefia un papel en el proceso de despolarizacién.

Para determinar la posible relevancia de esta corriente y su correlacién con la despolarizacién obtenida, se aplic
el agonista durante periodos prolongados de tiempo. Los registros originales de la corriente nicotinica y la despola-
rizacién de membrana plasmadtica provocada por 15 s de perfusién con el agonista, se proporcionan en la figura 3b.
Sorprendentemente, la “meseta” de despolarizacién siempre persistio hasta la eliminacién del agonista, a pesar del
hecho de que las corrientes nicotinicas se desensibilizaron completamente. Cuando se perfundié ACh durante 15 s, las
corrientes nicotinicas alcanzaron un estado estacionario de 15,45 + 3,6 pA (n=4) en 5 s a partir de la corriente pico.
Debe considerarse que el flujo real de corriente a través del receptor desensibilizado al correspondiente potencial en
la curva de despolarizacién podria ser incluso més pequefio que el registrado a -80 mV, debido a la dependencia con
el voltaje de la corriente nicotinica (Zhou y Neher, 1993, Pflugers Arch., 425:511-517). Esto sugiere que se necesita
como elemento primordial, la presencia del agonista para mantener la despolarizacién por medio de la inyeccién de
unos cuantos pA de corriente a través del receptor nicotinico.

Para corroborar esta idea, también se examino la relacién entre la duracion de la corriente nicotinica y la duracién
de la despolarizacién de la membrana plasmaética en respuesta a pulsos de 200 ms de ACh 300 M, y se encontrd que
la respuesta de despolarizacion era dependiente de la duracion de la corriente nicotinica (figura 3c, r = 0,93, r significa
el coeficiente de regresion de Pearson). Finalmente, comparamos las despolarizaciones provocadas por la corriente
nicotinica en condiciones de control (1,55 nA) con las obtenidas tras la el lavado parcial del bloqueo del receptor
nicotinico con mecamilamina (226 pA) en la misma célula (figuras 3d-e). Ambas corrientes produjeron curvas de
despolarizacién idénticas en la configuracién CC. Se obtuvieron resultados similares cuando se compararon las curvas
de despolarizacién provocadas por las corrientes nicotinicas producidas por ACh 100 uM y 1 mM para la misma célula
(datos no mostrados). Por tanto, la duracién de la respuesta de despolarizacion era independiente de la carga total que
fluye a través del receptor (la figura 3f, r = 0,49).

En resumen, se examiné el proceso de acoplamiento estimulo-secrecion en células cromafines de glandula su-
prarrenal humana usando la técnica de “patch-clamp”. Lo que se investigd en primer lugar fue la funcién del receptor
nicotinico. Los pulsos de 200 ms de ACh 300 uM en la configuracién VC produjeron respuestas exocitdticas en células
cromafines humanas que se bloquearon por mecamilamina (10 uM), un antagonista selectivo del receptor nicotinico.
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Este experimento reveld que los receptores nicotinicos fueron responsables del inicio del proceso que conduce a la
respuesta exocitética provocada por pulsos cortos de ACh en las células cromafines humanas. Esta secrecién estd de-
sencadenada por el Ca** que fluye a través del receptor, puesto que la fijacion del voltaje a -80 mV evita la activacién
de los CCDV. Ademds, la respuesta de despolarizacién obtenida en la configuracién de fijacion de corriente se bloqued
completamente por la mecamilamina.

Ejemplo 5
Canales de Ca**

La secrecién provocada en la etapa 3 tras la configuracién de fijacién de corriente (178,2 + 41,6 fF) difiri6 signi-
ficativamente de la producida en la etapa 1 (100,4 + 27,3 {fF) (***p<0,001). Cuando se normalizé, la secrecion en la
etapa 3 fue 2.013 veces la obtenida en la etapa 1 (***p<0,001) (figura 4a). Esto significa que debe existir una fuente
adicional de Ca**, ademads del flujo de Ca** a través del receptor nicotinico captado durante la etapa 2. El candidato
mads plausible para esta entrada de Ca** son los CCDV. Para comprobar esta posibilidad, se realizé el protocolo de
tres etapas antes y después de perfundir la célula con Cd** 200 uM, usando como estimulo pulsos de 200 ms de ACh
300 uM. Se bloquearon las corrientes nicotinicas y la carga correspondiente hasta la extensioén del 12 + 3,5% y el
29,5 + 5,4% por el catién (n=6), respectivamente. Por tanto, para investigar mejor la contribucién de los CCDV a la
exocitosis producida por ACh, se estudi6 el efecto de Cd** sobre los CCDV en las células en las que la entrada de Ca**
a través del receptor nicotinico no desencadené secrecion. En esta situacion, el bloqueo por Cd** de la exocitosis pudo
atribuirse completamente al bloqueo de los CCDV por el catién (figura 4b-d) (n=4). Por tanto, el flujo de Ca** a través
de los receptores nicotinicos a potenciales hiperpolarizados contribuy6 al proceso exocitdtico tanto como la entrada
de Ca?* a través de los CCDV a potenciales de membrana despolarizados.

La curva de despolarizacion no se vio afectada por Cd**, indicando la no contribucién de la entrada de Ca** a
través de los CCDV a la respuesta de despolarizacién. Sélo se observé un claro bloqueo de la despolarizacién de la
membrana plasmadtica por el catién con pulsos de ACh mads largos (figuras 4e-f). Estos datos indican que las corrientes
nicotinicas fueron suficientes para provocar la despolarizacién producida por pulsos cortos del agonista (200 ms).
Sin embargo, cuando se aplicaron estimulos largos (15 s), se requirié la entrada de Ca®* a través de los CCDV para
mantener la respuesta despolarizante.

Se examind la contribucién de los CSDV al acoplamiento estimulo-secrecién en las células cromafines humanas
usando tetrodotoxina (TTX). Se observé que estos canales contribuyeron exclusivamente a generar la despolarizacion
pico bloqueada por la toxina. La respuesta de despolarizacion restante no se vio afectada por TTX. Esto apunta de
nuevo a la corriente nicotinica como el tinico elemento que desencadena el proceso de despolarizacion, y por tanto,
el acontecimiento secretor. Estos resultados concuerdan bien con los datos registrados, obtenidos también a través de
las técnicas electrofisioldgicas (Brandt ef al., 1976, J. Physiol. 263:417-439; Biales et al., 1976, J. Physiol. 262:743-
753; Kidokoro y Ritchie, 1980, J. Physiol. 307:199-216). Debe hacerse hincapié en que el alto voltaje pico de 49,3 +
2,8 mV conseguido durante la despolarizacién provocada por ACh es muy superior que el maximo +30 mV obtenido
durante los potenciales de accién provocados en las células cromafines bovinas o de rata (Novara et al., 2004, J.
Physiol., 558:433-4498; Gonzdlez-Rubio et al., 2006, Eur. J. Pharmacol. 535, 13-24).

Ejemplo 6
Papel de los canales ionicos operados por ligandos en la secrecion acoplada a estimulo

Los canales i6nicos operados por ligandos se han considerado cldsicamente como inductores de cambios rdpidos
en la actividad eléctrica. Los datos presentados en el presente documento sugieren que éste es realmente el caso: las
corrientes nicotinicas pudieron iniciar el acontecimiento de despolarizacién y desencadenar el proceso secretor incluso
a potenciales de membrana hiperpolarizados. Sin embargo, nuestros datos también proporcionan pruebas de funciones
a largo plazo de los receptores nicotinicos neuronales, tal como se sugirié previamente (Mulle et al., 1992, Neuron,
8:135-143). Por tanto, observamos aqui que estos receptores contribuyen a mantener la sefial de despolarizacién du-
rante periodos prolongados de tiempo, permitiendo la liberacidn continuada de neurotransmisores. El hecho de que
estos datos se obtuvieron en células cromafines humanas se suma al interés de estos resultados.

La contribucién de los canales de Ca** a la exocitosis total provocada por ACh se confirmé mediante el bloqueo
por Cd?** del aumento de la capacidad de la membrana plasmatica detectado entre las etapas 1 y 3 del protocolo. La
entrada de Ca?* a través de los canales de Ca** ha demostrado ser el principal desencadenante del proceso exocitético,
usando como estimulo pulsos largos de ACh (Douglas y Rubin, 1961, J. Physiol. 159:40-57). En el presente docu-
mento, mostramos que la secrecion provocada por la entrada de Ca?* a través del receptor nicotinico pudo producir
una cantidad similar de fusion de vesiculas secretoras cuando se aplicé el agonista rdpida y brevemente (200 ms). Esta
observacion clave puede explicarse de varias maneras posibles incluyendo: i) la ubicacién conjunta del receptor nico-
tinico y las zonas exocitdticas activas en el posible caso de una baja fraccién de corriente de Ca?* que pasa a través del
receptor en las células cromafines humanas, tal como ocurre en las células cromafines bovinas (2,5%; Zhou y Neher,
1993, Pflugers Arch, 425:511-517); ii) la amplificacién de esta entrada de Ca®* discreta a través del receptor mediante
un mecanismo relacionado con el reticulo endoplasmatico (tal como en las células cromafines bovinas, Mollard et
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al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sic. USA, 92:3065-3069); iii) la entrada de Ca?* a través del receptor nicotinico a poten-
ciales de membrana hiperpolarizados similar a la entrada de Ca?* a través de los CCDV a potenciales de membrana
despolarizados (por ejemplo, en el nicleo habenular medial de la rata, Mulle et al., 1992, Neuron, 135-143).

El hecho de que Cd** no afect6 a la curva de despolarizacién producida por pulsos de ACh breves indica que la
entrada de Na* a través del receptor nicotinico, pero no el flujo de Ca?* a través de los CCDV, es suficiente para que
pulsos de ACh cortos consigan la despolarizacion. Sin embargo, usando pulsos de ACh largos como estimulo, Cd**
bloqued la curva de despolarizacién. Por tanto, se captaron los CCDV por la corriente nicotinica que fluye a través del
receptor nicotinico desensibilizado para mantener la respuesta de despolarizacion.

En resumen, los experimentos proporcionan los primeros datos de las células cromafines humanas obtenidos en un
analisis detallado de la exocitosis producida por los receptores nicotinicos. En general, estos resultados proporcionan
informacién valiosa para la compresién del acontecimiento exocitético en células cromafines humanas, asi como los
conocimientos fisiolgicos y farmacoldgicos del proceso de acoplamiento estimulo-secrecidn en estas células.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir la respuesta exocitdtica de una célula a un estimulo despolarizante que comprende las
etapas de

a. determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
b. cambiar rdpidamente a modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo y

c. cambiar rdpidamente a modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C2 correspondiente a la C,, de la
célula

en donde el valor de la diferencia entre los valores C2 y C1 es una medida de la respuesta exocitética de la célula.

2. Un método segtin la reivindicacién 1 en el que la transicion entre las etapas a y b y/o entre las etapas b y c se
efectda en el orden de milisegundos.

3. Un método para medir el efecto de la despolarizacién de membrana en una célula sobre la respuesta exocitética
de dicha célula a un estimulo despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula en estado basal
(CD),

b. poner en contacto dicha célula con dicho estimulo y determinar en modo de fijacién de voltaje un valor C2
correspondiente a la C,, de la célula tras la estimulacién

c. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion,

d. cambiar rapidamente a modo de fijacién de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo y

e. cambiar rapidamente a modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de la
célula.

en donde un valor positivo de la diferencia (C4-C3) - (C2-C1) indica que al menos parte de la respuesta exocitética
de la célula al estimulo requiere de la despolarizacién de la membrana.

4. Un método segun las reivindicacién 2 en el que la transicién entre las etapas ¢ y d y/o entre las etapas d y e se
efectda en el orden de milisegundos.

5. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que el estimulo despolarizante se selecciona del
grupo de un ligando capaz de provocar la apertura de un canal i6nico, un ligando capaz de provocar un trasiego iénico
a través de la membrana de la célula y una inyeccién de corriente que genere un potencial de accién en el modo de
fijacion de corriente.

6. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la aplicacion del ligando se realiza de
manera ultracorta, preferiblemente del orden de milisegundos, y/o repetitiva, preferiblemente con una frecuencia de
0.1 a 100 Hertzios.

7. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la célula se selecciona del grupo de una
célula cromafin y una célula pancredtica 3.

8. Un método segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la célula es una célula cromafin y el
estimulo despolarizante es acetilcolina o al menos un agonista nicotinico.

9. Un método segtin las reivindicaciones 2 a 8 en el que la etapa inicial de determinacién de la C,, en respuesta al
estimulo se lleva a cabo en presencia de al menos un antagonista del receptor.

10. Un método segtin la reivindicaciéon 9 en el que la célula secretora es una célula cromafin, el ligando es un
agonista de un receptor acoplado a un canal i6nico y el antagonista es un antagonista nicotinico.

11. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el que la medida se lleva a cabo en presencia de
un potenciador/activador de los receptores.

12. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en el que la célula posee al menos un canal de calcio
dependiente de voltaje.
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13. Un método segtin las reivindicacién 12 en el que el canal de calcio dependiente de voltaje se selecciona del
grupo de un canal tipo L, un canal tipo N, un canal tipo P/Q, un canal tipo T y un canal tipo R.

14. Un método segun la reivindicacién 12 6 13 en el que la célula se ha tratado previamente con al menos un
compuesto que causa la eliminacién de las reservas intracelulares de calcio.

15. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 en el que la medida se lleva a cabo en presencia
de un potenciador/activador de los canales de calcio.

16. Un método para la identificacion de inhibidores o activadores de la secrecion en respuesta a un estimulo
despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en modo de fijacion de voltaje un valor C1 correspondiente a la C,, basal

b. cambiar rapidamente a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar dicho estimulo en presencia del
compuesto cuya actividad inhibidora o activadora se desea ensayar y

c. cambiar rapidamente a modo de modo de fijacién de voltaje y determinar un valor C2 correspondiente a la
C,, de la célula

en donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 menor que el valor de dicha diferencia obtenido en ausencia
de dicho compuesto indica que el compuesto es inhibidor de la secrecidon en respuesta al estimulo despolarizante y
donde un valor de la diferencia entre C2 y C1 mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el
compuesto es activador de la secrecion en respuesta al estimulo despolarizante.

17. Un método segtin cualquiera de las reivindicacién 16 en el que la transicion entre las etapas a y b y/o entre las
etapas b y c se realiza en el orden de milisegundos.

18. Un método para la identificacién de inhibidores o activadores de la secrecion en respuesta a la despolarizacién
de la membrana por un estimulo despolarizante que comprende las etapas de

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, basal de las células,

b. poner en contacto dicha células con dicho estimulo en modo de fijacion de voltaje y determinar un valor
C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacién,

c. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacion, y

d. cambiar rapidamente a modo de modo de fijacién de corriente y aplicar de nuevo dicho estimulo en pre-
sencia del compuesto cuya actividad inhibidora o activadora se desea ensayar y

e. determinar a continuacién en modo de fijacidn de voltaje un valor C4 correspondiente a la C,, de la célula

en donde un valor de (C4-C3)-(C2-C1) menor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el

compuesto es inhibidor de la secrecién en respuesta a la despolarizacioén de la membrana y donde valor de (C4-C3)-

(C2-C1) mayor que el obtenido en ausencia de dicho compuesto indica que el compuesto es activador de la secreciéon
en respuesta a la despolarizacién de la membrana.

19. Un método para la identificacién de inhibidores o activadores de un canal de calcio dependiente de voltaje
en una célula que contiene dicho canal de calcio dependiente de voltaje y al menos un receptor acoplado a un canal
catiénico que comprende

a. determinar en condiciones de voltaje constante un valor C1 correspondiente a la C,, de la célula,
b. poner en contacto dicha célula con un estimulo despolarizante en modo de fijacion de voltaje,

c. determinar un valor C2 correspondiente a la C,, de las células tras la estimulacion,

d. eliminar el estimulo y mantener la célula en condiciones de voltaje constante hasta que se estabilice la C,,
y determinar un valor C3 correspondiente a la C,, de la célula tras la estabilizacidn,

e. cambiar rdpidamente a condiciones de corriente constante y afiadir de nuevo dicho estimulo despolarizante
en presencia del compuesto cuya actividad como activador o inhibidor de los canales de calcio se desea en-
sayar hasta que el potencial de membrana sea el adecuado para la apertura del canal de calcio dependiente
de voltaje y
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f. cambiar rdpidamente al modo de fijacion de voltaje y determinar un valor C4 correspondiente a la C,, de
la célula

en donde un valor de la diferencia (C4-C3)-(C2-C1) menor que el aumento observado en ausencia del compuesto
indica que el compuesto inhibe el canal de calcio dependiente de voltaje y donde un valor de la diferencia (C4-C3)-
(C2-C1) mayor que el valor observado en ausencia del compuesto indica que el compuesto activa el canal de calcio
dependiente de voltaje.

20. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones 18 6 19 en el que la transicién entre las etapas d y e y/o
entre las etapas e y f se realiza en el orden de milisegundos.

21. Un método segtn las reivindicaciones 16 a 20 en el que la célula es una célula cromafin.

22. Un método segun la reivindicacién 21 en el que el estimulo despolarizante es un agonista de un receptor de
neurotransmisores acoplado a un canal idnico, preferiblemente acetilcolina o un agonista colinérgico.

23. Un programa de ordenador que incluye medios codificados para llevar a cabo los pasos del método segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

24. Un medio legible por ordenador en el cual se almacenan medios codificados adaptados para llevar a cabo los
pasos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23.

25. Un sistema automatizado de microelectrodos para realizar estudios de patch-clamp que contiene el programa
definido en la reivindicacion 23 o el medio legible definido en la reivindicacion 24.

26. Un sistema segun la reivindicacion 25 que es un amplificador patch-clamp.
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