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INTRODUCCIÓN

INTRODUCCION

El aparato circulatorio, integrado por el corazón y los vasos sanguíneos, 

posee la función principal de proveer oxigeno, sustancias nutritivas, vitaminas y 

hormonas a las células del organismo, así como la de eliminar productos de 

desecho metabólico producidos por las mismas. Estos procesos se llevan a cabo, 

en los organismos adultos, mediante la circulación de la sangre por dos circuitos 

en serie. El circuito mayor formado por la aorta que da origen a todas las arterias 

sistémicas, las cuales se subdividen en arterias de calibre medio hasta dar origen 

a las arteriolas y, finalmente a los capilares, cuya pared está formada sólo por una 

capa de células endoteliales que permite el intercambio de gases y sustancias con 

los tejidos. Las células endoteliales de los capilares sintetizan colágeno no fibrilar, 

glicoproteínas, laminina y fibronectina que forman una membrana basal que lo 

vincula con el intersticio del tejido que irrigan (1).

Luego del intercambio de sustancias entre la sangre y los tejidos a nivel 

capilar, la sangre drena en las vénulas, las cuales poseen mayor diámetro a 

medida que se alejan del lecho capilar, para regresar al corazón a través de las 

venas cavas superior e inferior que llevan la sangre a la aurícula derecha. El 

ventrículo derecho impulsa la sangre a través del circuito menor formado por la 

arteria pulmonar que se ramifica permitiendo que la sangre se oxigene y elimine el 

CO2 al nivel de los capilares pulmonares, luego de lo cual la sangre regresa a la 

aurícula izquierda por las venas pulmonares (2).

La pared de los vasos sanguíneos se ajusta a una organización histológica 

general, donde se distinguen tres capas: íntima, media y adventicia (3).

La estructura de la capa adventicia es compleja; y contiene una red de fibras 

de elastina y colágeno entremezcladas. Posee células inmersas y terminales 

nerviosas, siendo su función fisiológica mejor conocida la de mediar la Inervación 

de la pared del vaso (4). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la 

capa adventicia modifica las propiedades mecánicas de las arterias carótida e 

Ilíaca de rata en forma independiente de la actividad de las terminales nerviosas 

(5). Esta capa se encuentra irrigada por vasos microscópicos denominados “vasa 

vasomm” los cuales pueden llegar a la zona periférica de la capa media.
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Entre la capa adventicia y la capa media de los vasos que reciben inervación 

se ubica un plexo de grandes nervios perivasculares cuya porción terminal 

presenta engrosamientos a nivel de los cuales se liberan neurotransmisores (3).

La capa media se compone principalmente de células de músculo liso en 

disposición helicoidal: la cantidad de células que forman esta capa varía a lo largo 

del árbol vascular. Las células musculares lisas se encuentran inmersas en una 

matriz extracelular formada por elastina, colágeno, glicoproteínas y proteoglicanos, 

cuya proporción varía en los distintos vasos. Las venas de calibre pequeño o 

mediano poseen una capa media mucho más delgada que las arterias que las 

acompañan de similar calibre, formada generalmente por una única lámina circular 

de células de músculo liso, donde hay más fibras de colágeno y menos células 

musculares que en las arterias. Las paredes de las venas son distensibles y no 

poseen componentes elásticos. Esto permite que las venas alojen un gran 

volumen sanguíneo por lo que se denominan vasos de capacitancia. En las 

arterias musculares existen dos láminas elásticas, una externa entre la capa 

adventicia y la media y otra interna, entre la capa media y la íntima.

La capa íntima está formada por una capa de tejido conectivo 

(subendotelio), una membrana basal y una monocapa de células especializadas 

que recubren la superficie interna del vaso denominada endotelio.

En la pared de los vasos puede existir comunicación entre distintas células, 

la cual está mediada por uniones estrechas (o del inglés “gap junctions”) formadas 

por proteínas denominadas conexinas que comunican el citoplasma de dos células 

adyacentes permitiendo el paso selectivo de determinadas sustancias. Estas 

proteínas se pueden encontrar entre dos células musculares, entre dos células 

endoteliales e incluso comunicando células endoteliales con células musculares 

(6). Estas uniones mio-endoteliales son características de las arterlolas, donde las 

células endoteliales presentan crestas que atraviesan la membrana basal y se 

comunican así con las células musculares (1).

Presión Arterial (PA)  irrigación sanguínea v músculo liso vascular

Los valores de PA máximos considerados normales en adultos de 18 años o 

más, son 139 mmHg para la presión sistólica y 89 mmHg para la diastólica (7). 

Estos valores de presión se mantienen casi constantes durante todo el ciclo
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cardíaco, aunque el corazón eyecta sangre en forma intermitente. Las arterias de 

mayor calibre, como la aorta, poseen como función principal conservar constante 

la presión sanguínea diastólica. En estas arterias de gran diámetro la gran 

proporción de componentes elásticos en su pared permite que durante la sístole 

ventricular la pared se distienda y almacene parte del volumen eyectado y el 

retroceso elástico de sus paredes mantiene el flujo hacia los capilares durante la 

diástole ventricular (8). Las arterias de calibre medio y pequeño y las arteriolas 

cumplen un rol importante en la regulación de la presión arterial de un organismo 

porque dependiendo del estado contraído o relajado de sus células poseerán 

distinto diámetro determinando el volumen de sangre que queda alojado en el 

sistema arterial. Desde un punto de vista hemodinámico, la presión arterial 

depende del volumen minuto, el cual se define como el caudal de sangre que 

circula por cualquier sección transversal total del árbol circulatorio, y de la 

resistencia periférica. Mediante las siguientes ecuaciones derivadas de la ley de 

Poiseuille es posible relacionar la presión arterial con la viscosidad de la sangre y 

el radio del vaso, dos factores que determinan el valor de resistencia periférica (9):

PA = VM . Rp Rp= 8 TI L / 7t r"*

Donde

PA = presión arterial media 

VM = volumen minuto cardíaco 

Rp= resistencia periférica total 

Ti= es la viscosidad de la sangre 

L= longitud total del sistema 

r= radio del vaso

En el lecho vascular no existen grandes variaciones de la viscosidad de la 

sangre, sin embargo el radio de los vasos puede variar mucho y en poco tiempo. 

El estado contráctil de las células musculares lisas que forman la pared de las 

arterias de calibre medio y pequeño (4-0.5 mm) y de las arteriolas (35-30 pm) es 

fundamental en la determinación del diámetro de estos vasos, por lo que la 

contracción o relajación de las células de músculo liso de estos vasos producirá 

una disminución o aumento de la luz del vaso, modificando la resistencia periférica 

y la presión arterial. Un aumento en la resistencia periférica constituye un

4
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desorden hemodinámico fundamental en la hipertensión arterial. Esta patología 

caracterizada por el aumento de la presión arterial por encima de los valores 

normales, es el mayor factor de riesgo para accidentes cardiovasculares 

(accidente cerebro-vascular e infarto de miocardio). Si bien, en la mayoría de los 

casos, se desconoce la etiología de la hipertensión arterial, muchos autores han 

observado cambios en las propiedades contráctiles de las células de músculo liso 

provenientes de organismos hipertensos animales y humanos (10).

La pared de los vasos en los individuos hipertensos sufre cambios 

estructurales Importantes que aumentan el grosor de la pared y reducen la luz del 

vaso contribuyendo así al aumento de la resistencia periférica. La literatura 

muestra controversias sobre si estos cambios son consecuencia o parte de las 

causas del aumento de la presión arterial (10).

En este trabajo de Tesis, uno de los vasos estudiados fue la arteria 

mamaria Interna humana (AMIH), la cual pertenece al grupo de arterias de calibre 

medio y transcurre a lo largo del tórax, irrigando principalmente el músculo 

esquelético. Esta arteria sistémica es una rama de la arteria subclavia y en su 

transcurso da origen a las siguientes arterias colaterales: pericardiofrénica, 

medlastínica, tímica, esternal, perforante e intercostal anterior; y en la zona 

terminal, se divide en las arterias musculofrénica y epigástrica superior (11). La 

AMIH es utilizada en la cirugía de revascularización miocárdica como puente 

aorto-coronario para restablecer el flujo sanguíneo en el miocardio. Se comenzó a 

utilizar en reemplazo de la vena safena humana y es actualmente el vaso de 

primera elección por la alta permeabilidad que presenta a largo plazo, la cual es de 

un 90 a 100% en un plazo de 5 años (12).

Por otro lado, en un organismo, los volúmenes de sangre requeridos por los 

distintos tejidos varían en el tiempo dependiendo principalmente de la actividad 

metabólica de las células. Las arterias, denominadas musculares, de calibre medio 

poseen en su capa media una gran proporción de células de músculo liso 

organizadas en varias capas que responden a estímulos locales, mecánicos, 

hormonales y nerviosos; regulan el estado contráctil del vaso, permitiendo la 

variación de su diámetro y garantizando la llegada de un volumen de sangre 

adecuado a las necesidades de los distintos tejidos en cada momento. 

Alteraciones en dichos mecanismos como la hiperreactividad de los vasos a 

determinados estímulos contráctiles pueden alterar la irrigación de los diferentes

5



INTRODUCCIÓN

tejidos generando algunas situaciones patológicas como la enfermedad de 

Raynaud o la acrocianosis (13).

Algunos vasos sanguíneos poseen la capacidad de generar una respuesta 

denominada miogénica por medio de la cual responden a un aumento de la 

presión transmural con una vasoconstricción, y a una disminución de la misma con 

una vasodilatación. Esta respuesta ha sido demostrada en arteriolas, arterias de 

diámetro medio y pequeño así como también en vénulas, venas y vasos linfáticos 

(14, 15,16). El tono miogénico ha sido ampliamente observado en el músculo liso 

vascular y en este tejido se desarrolla en forma independiente de influencias 

endotellales, neuronales, hormonales o metabólicas. Su descripción original fue 

realizada por Bayliss en el año 1902 (17), si bien había sido esbozada 

previamente por otros autores. Este mecanismo juega un rol importante en la 

regulación del flujo sanguíneo en forma local (autorregulación), previniendo o 

atenuando un aumento de la irrigación del tejido cuando aumenta la presión y 

facilitando la misma cuando la presión disminuye; además de proveer a los vasos 

de un tono basal para responder ante distintos estímulos neurohumorales, 

especialmente a aquellos que inducen vasodilatación (18). En relación con este 

tema, en este trabajo de Tesis Doctoral se realizó la caracterización del tono 

miogénico en la arteria umbilical humana (AUH), una arteria de calibre pequeño 

involucrada en la circulación feto-placentaria humana. En el feto, la oxigenación de 

la sangre y la eliminación de CO2 tienen lugar en la placenta, mientras que los 

pulmones no poseen función de intercambio gaseoso hasta el momento del 

nacimiento.

La aorta fetal posee dos ramas colaterales de baja resistencia que son las 

arterias umbilicales, las cuales transportan sangre pobremente oxigenada (PO2 = 

21 mm Hg) (19) hacia los senos venosos placentarlos. Las arterias umbilicales se 

ramifican varias veces y se dilatan en asas capilares dentro de los senos 

placentarlos; desde la madre, la sangre llega hasta la placenta por ramas de la 

arteria uterina que dan origen a las arterias espirales. Con el aumento de la edad 

gestacional, las arterias espirales remodeladas por la acción del sincitiotrofoblasto 

disminuyen su resistencia, permitiendo que la sangre materna bañe los senos 

placentarlos donde se realiza el intercambio gaseoso materno-fetal. La sangre de 

los senos retorna a la circulación materna por las venas uterinas y la sangre fetal 

oxigenada vuelve a la circulación fetal mediante la vena umbilical.

6
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Los vasos del cordón umbilical tienen un rol fundamental en el transporte de 

nutrientes vitales para el desarrollo del feto y el estado contráctil de sus células 

contribuye en la determinación del flujo feto-placentario. Estos vasos no poseen 

Inervación nerviosa autónoma (20), de forma que su tono está regulado por 

factores liberados en forma local (por células endoteliales, de músculo liso) o que 

alcanzan las células de músculo liso a través del flujo sanguíneo. Por otro lado, en 

el año 1993, Umans y colaboradores mostraron que la AUH presenta un tono 

dependiente de la concentración de calcio externo, al cual estos autores 

denominaron “espontáneo” (21).

Durante el embarazo ocurren cambios hemodinámicos y cardiovasculares 

para poder satisfacer las necesidades metabólicas de la madre y del feto. Entre 

estos cambios, en la madre se observa una disminución importante de la 

resistencia vascular total y de la presión arterial. Estos cambios no ocurren en 

mujeres que desarrollan preeclampsia, en las cuales la resistencia vascular y la 

presión arterial se ven aumentadas abruptamente. Asociada a esta patología se 

ha observado una inadecuada Invasión del sincitiotrofoblasto sobre las arterias 

espirales uterinas y una disminución del flujo utero-placentario. Se ha postulado 

que la alteración morfológica de las arterias podría ser la causa de la reducción del 

flujo utero-placentario determinando en la placenta un estado de hipoxia o 

Isquemia que induce a la misma a liberar distintos factores como citoquinas y 

especies de oxígeno reactivas, entre otros. En esta hipótesis, dichos factores 

serían los que inician una cascada de eventos celulares y moleculares que 

conducirían a la disfunción de las células endoteliales y musculares lisas de las 

arterias maternas, provocando las alteraciones hemodinámicas características de 

la patología y el retardo de crecimiento fetal que ocurre en estos casos (22). Esta 

disfunción es exclusiva de los seres humanos y si bien, para estudiar las 

consecuencias de este desorden, se han generado modelos en ratas de 

hipertensión durante la gestación, el estudio de los vasos umbilicales y 

plácentenos humanos resulta Importante para tratar de dilucidar el mecanismo de 

desarrollo de esta enfermedad que se encuentra entre las primeras causas de 

morbimortalidad fetal y materna (22).
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Función contráctil del músculo liso

Descripción y función de las estructuras que participan en el 

mecanismo de contracción y relajación del músculo liso

Las células musculares lisas son células fusiformes de unos 100 a 500 jxm 

de largo y 2 a 6 ^m de diámetro con una gran proporción superficie / volumen; 

esta relación se debe en parte a las Invaginaciones que presenta la membrana 

llamadas cavéolas (23, 24).

Las proteínas contráctiles presentes en el citosol, actina y miosina, forman 

parte de los filamentos finos y gruesos del aparato contráctil que participa en el 

mecanismo de contracción muscular (25). Los filamentos gruesos están 

compuestos principalmente por miosina la cual a su vez está compuesta por dos 

subunidades pesadas y dos pares de subunidades livianas. Las cadenas pesadas 

están enrolladas entre sí, constituyendo el núcleo del filamento, y terminan en dos 

porciones de naturaleza globular capaces de hidrolizar ATP que sobresalen del 

mismo a intervalos regulares. Sobre cada cabeza de miosina se disponen dos 

tipos de cadenas livianas, una de ellas se denomina cadena liviana reguladora o 

MLC20 (del Ingles “miosine light Chain 20 kDa”) y posee un sitio de fosforilación 

Importante para la regulación de la contracción en el aminoácido serina 19.

La actina es el principal constituyente de los filamentos finos. Está formada 

por monómeros globulares de G-actIna que se disponen formando un polímero 

filamentoso helicoidal de doble cadena de 1-2 pm de longitud denominado F-actina 

y en los surcos de esta proteína se dispone a intervalos regulares una molécula de 

la proteína fibrilar denominada tropomiosina (23, 24).

La proteína reguladora calponina se une a la actina y a la tropomiosina. El 

caldesmón es otra proteína reguladora que se ubica en el aparato contráctil 

interaccionando tanto con la actina como con la miosina. Los filamentos 

contráctiles del músculo liso se organizan en unidades de tres a cinco filamentos 

gruesos rodeados de varios filamentos finos, los cuales se fijan a estructuras 

proteicas denominadas cuerpos densos que están anclados a proteínas del 

citoesqueleto celular (26, 25).
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En estado de reposo, la concentración de Ca '̂  ̂ líbre en el citosol de la célula 

muscular lisa está comprendida en el rango de valores de 120 a 170 nM, y tiene 

un rol fundamental en la regulación del estado contráctil del músculo liso (27). Un 

aumento global en la concentración del ion Câ "̂  intracelular a niveles de 500 a 

700 nM activa el aparato contráctil celular mediante el mecanismo que se 

esquematiza en la figura I.

•  •

Miosina

: CaMMLCK 
Ca*

Actina

•• ___ . ••

•  •  • •

Ca

MT

Figura I: esquema del mecanismo de activación de la contracción en la células de músculo liso. 
CaM, calmodulina, MLCK, proteína quinasa de la cadena liviana de la miosina, RS, retículo

sarcoplásmico, MT, mitocondria. (31)

El se une a una proteína citoplasmática denominada calmodulina que 

posee afinidad por el Ca^'". La calmodulina posee cuatro sitios de unión para 

iones Ca '̂ .̂ El complejo Ca^'^-calmodullna (4 iones Ca^'" unidos a una molécula de
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calmodulina) activa a la proteína quinasa de la cadena liviana de la miosina o 

MLCK (del inglés “miosine light Chain kinase”). Esta quinasa puede estar ligada a 

los filamentos finos a través de su extremo N terminal y cuando es activada 

fosforila a la proteína MLC20 (28, 29, 30). Esta reacción desencadena un ciclo, 

durante el cual ocurre el corrimiento de las cabezas de miosina desplazando los 

filamentos de actina mediante el gasto de energía metabólica a través de la 

actividad ATPasica del complejo actomiosínico. Este mecanismo conduce a 

acortamiento de la estructura contráctil y desarrollo de fuerza. Recientemente se 

ha descripto que una fracción del total de proteínas calmodulina estaría unida a la 

MLCK, aún a concentraciones de Ca^^ de reposo (31), de esta forma el Ca "̂", al 

aumentar su concentración en el citosol, se uniría a los sitios libres restantes de la 

calmodulina, activando la contracción.

Las proteínas reguladoras calponina y caldesmón tienen la propiedad de 

Inhibir la actividad ATPasica del complejo actomiosínico sin afectar la fosforilación 

de la MLC20. Esta inhibición es removida por la unión de estas proteínas al 

complejo Ca^'^-calmodullna o por fosforilación de las mismas. Este mecanismo se 

ha demostrado que sería el responsable de que en algunos casos la fuerza 

desarrollada no se corresponda con la proporción de MLC20 fosforilada (32).

El ciclo de la contracción se lleva a cabo hasta que el Ca^'' vuelve a disminuir 

a la concentración de reposo, a la cual la MLCK se inactiva y se interrumpe la 

fosforilación de la miosina. La miosina se desfosforila por acción de una fosfatasa 

de la miosina (MLCP) independiente del Ca^"' y esto lleva a la relajación de la 

célula.

Diversos estímulos fisiológicos como la acción de agonistas, cambios en el 

valor del potencial de membrana de las células de músculo liso, entre otros, 

pueden determinar un aumento de la concentración de Ca^'" intracelular en forma 

local o global mediante la generación de flujos de Ca^'" desde el espacio 

extracelular o desde organelas intracelulares y por lo tanto alterar el estado 

contráctil de las células. A continuación se detallan las estructuras involucradas en 

la génesis de dichos flujos de Ca^'':

Canales de Ca^'' operados por voltaje o VOC (del inglés “voltaae operated 

channeis”): son canales iónicos selectivos al ión Ca "̂" cuya actividad es sensible a 

los cambios del potencial eléctrico de la membrana celular. Se han identificado y
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caracterizado en diferentes tipos de músculo liso y se clasifican en canales de 

Ca '̂" de tipo L (de inactivación lenta), sensibles a las dihidropiridinas y de tipo T 

(de inactivación rápida), inhibidos por el mibefradil, si bien la selectividad de este 

compuesto ha sido cuestionada. Ambos tipos de canales poseen la capacidad de 

inactivarse en forma dependiente del tiempo. Sin embargo, la dependencia del 

voltaje de la cinética de activación e inactivación de los canales tipo L es tal que la 

Inactivación es incompleta en un determinado rango de potencial de membrana 

(aproximadamente entre -60 y -20 mV) denominado ventana de corriente en el 

cual la activación de estos canales es baja pero significativa (33). Por lo tanto, las 

células de músculo liso de tipo tónico con valores de potencial de membrana 

dentro de dicho rango, tienen un influjo de Ca^'" constante y pequeñas variaciones 

del potencial son capaces de alterar significativamente la concentración de Câ "̂  

intracelular (34). Se ha informado la existencia de canales tipo L que pueden ser 

activados por ligandos como NA, anglotensina II, serotonina y endotelina sin 

variaciones del potencial de membrana celular (35). Los canales tipo T se 

encuentran menos expresados en células de músculo liso, aunque en algunos 

casos pueden ser importantes en la regulación de la concentración de Ca "̂" en 

este tipo celular (36, 37). La activación de este tipo de canal estaría en relación 

con la promoción del crecimiento celular en la pared de los vasos (38).

Canales catiónicos no selectivos (CNS): en los últimos años se ha 

comenzado a estudiar la presencia de este tipo de canales en la membrana 

plasmática. Estos canales Iónicos son permeables a cationes monovalentes 

presentes en las soluciones fisiológicas como Na"", K"" y según el tipo o subtipo de 

canal son permeables también a cationes bivalentes como el Ca^''. En el músculo 

liso este tipo de canales puede constituir una vía importante de entrada de Ca *̂" 

contribuyendo a la contracción muscular. Como se explicará en detalle más 

adelante, estos canales se encuentran regulados por factores muy diversos como 

estiramiento de la membrana plasmática y depleclón de los depósitos 

Intracelulares de Ca^“",entre otros (39).

Canales de Câ "~ presentes en las membranas del retículo sarcoolásmico: 

estos canales permiten liberación de Ca "̂" acumulado en depósitos intracelulares 

hacia el citosol determinando así un aumento del Ca "̂" citoplasmático. En las 

membranas del retículo sarcoplásmico se han descripto dos tipos de canales de 

Ca *̂" el canal activado por inositol trifosfato (IP3) y el denominado receptor de
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rianodina (27, 40). La activación de los canales sensibles a IP3 se verifica cuando 

determinados agonistas se unen a sus receptores ubicados en el lado extracelular 

de la membrana plasmática activando a la enzima fosfolipasa C, la cual hidroliza 

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, presente en la membrana plasmática celular, 

produciendo IP3 y diaciiglicerol. El IP3 es un segundo mensajero que activa 

canales IP3 sensibles produciendo un flujo de 0 ^ ^  desde el retículo sarcoplásmico 

hacia el citosol. La concentración citoplasmática de Câ "̂  modifica la activación de 

estos canales ya que hasta 300 pM el Ca^"' aumenta la sensibilidad del canal al IP3 

y a concentraciones más altas la disminuye (41, 42, 43). Con respecto a los 

canales receptores de rianodina, se sabe que pueden ser activados por 

concentraciones micromolares de Ca "̂", iniciando así el mecanismo de liberación 

de Ca^'' inducido por Ca^'' (44).

Intercambiador Na/Ca o NCX (del inglés “Na/Ca exchanaer*’): es una proteína 

de membrana que transporta Ca^'" y Na"̂  en direcciones opuestas. El sentido del 

transporte depende del valor de los potenciales electroquímicos de los iones Na"̂  y 

Ca^^. La dependencia de su actividad con el potencial de membrana de la célula 

depende, a su vez, de la estequiometría de funcionamiento el NCX: si transporta 

carga neta (transportador electrogénico) o si no lo hace (transportador 

electroneutro). Esta proteína ha sido Intensamente estudiada en músculo cardíaco 

pero es poca la información disponible sobre sus características y rol funcional en 

el músculo liso (45, 46, 47). En determinadas condiciones funciona en el modo de 

entrada de Ca^^ (modo reverso) transportando Ca "̂" hacia el Interior celular y Na"" 

hacia el exterior. En algunos tipos de músculo liso se ha demostrado que ante 

determinados estímulos, como la disminución de la concentración de Na'  ̂

extracelular o la presencia de bloqueantes de la bomba Na/K, el NCX funcionando 

en modo reverso produce un influjo considerable de Ca^'’ (48). Se ha descripto 

también en células de músculo liso la colocalizaclón del NCX y zonas del retículo 

sarcoplásmico, sugiriendo un acoplamiento funcional entre ambas estructuras (49, 

50). Un ejemplo de esto es el trabajo de Momose y colaboradores que demuestra 

que, en células en cultivo de músculo liso intestinal de cobayo, la disminución del 

Na"" extracelular estimula el modo reverso del NCX generando un pequeño influjo 

de Ca^"” que Induce la la liberación de Ca "̂" desde depósitos intracelulares al 

citosol (liberación de Ca "̂" Inducida por Ca "̂ )̂ (51, 52). También se ha descripto 

que el aumento de la concentración de Na"" en la zona subsarcolemal del
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citoplasma (ver más adelante), generado por flujos iónicos mediados por canales 

CNS, influencia la actividad del NCX activando su modo reverso de entrada de 

Ca^* (53).

Como se mencionó antes, la función del NCX puede ser regulada por 

cambios en la actividad de la bomba Na/K, ya que ésta produce cambios en el 

gradiente de Na"̂  a ambos lados de la membrana plasmática. En la arteria 

umbilical humana (54) y en vasos placentarios humanos (55) se ha descripto que 

el inhibidor de la bomba ouabaina, produce contracción.

Entre los factores que regulan el NCX en el músculo liso vascular se sabe 

que el pH puede afectar su actividad. La acidificación extra como Intracelular, 

inhiben su actividad dando como resultado una menor extrusión de Ca^"” de la 

célula y contribuyendo así a un aumento del tono contráctil (56). En músculo liso 

se ha encontrado que el NCX puede ser estimulado por GMPc (57), norepinefrina 

(58) y ásteres de forbol (59). Además, Wakabayashi y colaboradores demostraron 

en células de músculo liso vascular que el NCX es activado por factores de 

crecimiento a través de fosforilaciones mediadas por proteína quinasa C (PKC) 

(60).

La disminución de la concentración de Ca "̂" Intracelular a través del flujo de 

Ca^'' hacia el medio extracelular y/o la recaptación de Ca "̂" por organelas 

intracelulares dan inicio al mecanismo de relajación del músculo liso en el cual las 

siguientes estructuras cumplen un rol importante;

Ca-ATPasa de la membrana plasmática: transporta Ca^“" desde el citosol al 

espacio extracelular en contra de su gradiente a expensas del gasto de ATP. El 

mecanismo de transporte mediado por la Ca-ATPasa es electroneutro ya que 

intercambia un ion Ca^'' por dos iones hacia el interior celular. Así, su 

estimulación disminuye el pH intracelular (pHi) (56) y se ha demostrado que 

cambios en el pHi o extracelular (pHe) pueden afectar su actividad. En arterias 

coronarias se ha encontrado que cambios en la actividad de la bomba contribuyen 

al efecto contráctil observado al aumentar el pHe (contracción) y al disminuirlo 

(relajación) (56). Además, la Ca-ATPasa es activada por la unión de calmodulina a 

su extremo carboxilo terminal (32).

13



INTRODUCCIÓN

Ca-ATPasa de la membrana del retícuio sarcoplásmico: también denominada 

SERCA del inglés “sarcoplasmic reticulum Ca^‘" ATPase”, esta proteína localizada 

en las membranas del retículo sarcoplásmico permite la captación de Ca "̂" cuando 

este ion aumenta su concentración en el citosol. Utiliza la energía metabólica del 

ATP para funcionar y el Ca^'' que Ingresa al retículo sarcoplásmico en contra de su 

gradiente electroquímico es captado por proteínas que unen Câ "̂  como la 

calsecuestrina y la calreticulina; estas proteínas permiten que la concentración 

total de Ca^'^en el retículo sarcoplásmico alcance valores de 10-15 mM (61). Esta 

Ca-ATPasa es regulada por una proteína de transmembrana denominada 

fosfolamban que se une a ella inhibiéndola. Esta unión puede ser liberada por la 

fosforilación de fosfolamban por proteínas quinasas de tipo G o A. Algunos 

agonistas que aumentan el AMPc o el GMPc en las células de músculo liso 

producen relajación por activación de la Ca-ATPasa a través de fosforilación de 

fosfolamban (62). La Ca-ATPasa intercambia iones Ca^”" hacia el interior del 

retículo por iones H'' hacia el citoplasma. Se han descripto dos estequiometrías 

posibles para esta intercambio, 1 1 Ca^'^y 3 H'': 2 Ca "̂" (56).

Intercambiador Na/Ca: cuando este intercambiador funciona en su modo 

directo utiliza el gradiente de Na"" a través de la membrana plasmática para 

generar un influjo de Na"" y un flujo de Câ "̂  hacia el medio extracelular. El 

intercambiador Na/Ca, en general, posee baja afinidad por el Ca "̂" y altas 

concentraciones locales intracelulares de Ca "̂" pueden activarlo.

Mitocondrias v núcleo celular: las mitocondrias y el núcleo celular también 

pueden acumular Ca^”" cuando éste aumenta su concentración en zonas cercanas 

a estas organelas intracelulares. Se han descripto conductancias al Ca "̂" en la 

membrana de la mitocondria, éste ingresa impulsado por la polaridad negativa que 

posee el lado interno de la membrana de la mitocondria establecido por la 

extrusión de H"" en la cadena transportadora de electrones (33). También se ha 

descripto al intercambiador Na/Ca en las mitocondrias, pero es poca la información 

sobre esta estructura y su función (63). Estas dos organelas celulares poseen 

diferentes estructuras dependientes del Ca^'', y la concentración de este Ion puede 

modificar importantes funciones como la síntesis de ATP en las mitocondrias y la 

expresión de distintos genes en el núcleo (64).
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En los últimos años se ha estudiado la distribución en el citoplasma de las 

distintas estructuras involucradas en el mecanismo de contracción y relajación del 

músculo liso. Con respecto a esto se ha descripto que en el citoplasma de las 

células de músculo liso vascular existe una zona de 200-300 nm de ancho 

adyacente a la membrana plasmática libre de proteínas contráctiles denominado 

espacio pobre en miosina y otra zona central donde se encuentran ubicadas las 

proteínas contráctiles denominada espacio rico en miosina. Se postula además 

que los canales de Ca^'’ de tipo L están ubicados en los ápices de las caveolas de 

la membrana plasmática y que el influjo de Câ "̂  mediado por estos canales sería 

el responsable de elevar la concentración de Ca^'' en la zona central de las células 

(64). Esta distribución de las estructuras que participan en el mecanismo de 

contracción es coherente con el requisito de un aumento masivo en la 

concentración de Ca^* para que pueda ser activado el aparato contráctil de las 

células (33). También se ha descripto que el retículo sarcoplásmico posee una 

distribución característica en las células de músculo liso vascular. Algunas zonas 

de la membrana plasmática están ubicadas muy cerca (15-20 nm) de la membrana 

del retículo sarcoplásmico y conforman la denominada barrera buffer superficial. 

Este nuevo concepto estructural determina que el Câ "̂  que ingresa a la célula 

puede ser amortiguado por captación por el retículo sarcoplásmico o por 

generación de un flujo hacia el exterior a través de algún transportador. Así esta 

nueva teoría sugiere que pueden existir flujos de Ca^'" entre el retículo 

sarcoplásmico, el citoplasma y el exterior celular que regulen la concentración 

efectiva de este ion capaz de ser censada por las proteínas contráctiles de la 

célula.

La liberación de Ca^" desde el retículo sarcoplásmico a través de receptores 

de rianodina ubicados en zonas de la membrana del retículo cercanas a las 

proteínas contráctiles contribuye a la activación de la contracción (64). Sin 

embargo estos canales también producen flujos de Ca '̂" en zonas muy cercanas a 

la membrana plasmática, denominados sparks de Ca^*, los cuales aumentan la 

concentración de este ión en forma localizada y modifican la actividad de 

estructuras de membrana dependientes de (31). Se ha estimado que los 

sparks de Ca^'^pueden aumentar la concentración de Ca "̂" hasta 10 pM en la zona

de liberación. También se ha descripto la existencia de aumentos locales de Ca2+
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por liberación a través de receptores de IP3, los cuales se han denominado puffs 

de Ca^* (65,66).

La figura 3 resume las estructuras y posibles mecanismos involucrados en la 

homeostasis del en una célula de músculo liso vascular.

• • • •
•  • ••  . NCX Ca-ATPasa

canal de Ca'

Ca'^
Na^

Ca-ATPasa

•  •  
•  •

(

•  •

•  •  •

Figura II: esquema de las estructuras involucradas en los flujos de Ca^  ̂en una célula de 
músculo liso vascular. CNS, canal catiónico no selectivo, NCX, intercambiador Na/Ca, RcRy, canal 

receptor de rianodina, RcIPa, canal receptor de IP3, RS, retículo sarcoplásmico.
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Regulación de la función contráctil en el músculo liso vascular

Las células de músculo liso vascular están sometidas a numerosos estímulos 

externos que pueden regular y modificar el mecanismo involucrado en su función 

contráctil. El tipo y origen de los mismos es muy variado. Se han informado 

regulaciones por deformaciones mecánicas en la membrana celular, por 

temperatura, por cambios en las concentraciones de agonistas que alcanzan las 

células de músculo liso a través de la circulación sanguínea, que se liberan desde 

las terminales nerviosas de la pared del vaso, que se liberan desde las células 

endoteliales o desde las mismas células musculares. En la bibliografía se pueden 

encontrar varios trabajos que describen este tipo de regulaciones de la función 

contráctil de la células de músculo liso de los vasos utilizados en este trabajo de 

Tesis Doctoral, algunos de los cuales se irán detallando a continuación.

- Regulación por factores endoteliales

Con respecto a la regulación por factores endoteliales se conoce desde hace 

tiempo que las células que forman el endotelio vascular sintetizan y liberan 

mediadores vasoactivos en respuesta a distintos estímulos. Los mismos pueden 

ser sustancias circulantes como serotonina, angiotensina II, adrenalina, 

bradikinina, neurotransmisores liberados por las terminales nerviosas autonómicas 

(noradrenalina, adrenalina y acetilcolina), sustancias liberadas por las plaquetas o 

por las células del sistema inmune, cambios en la presión de O2 sanguínea, 

alteraciones ácido-base, así como cambios en el flujo sanguíneo que generen 

estímulos mecánicos de roce (del inglés “shear-stress”) sobre la superficie celular. 

Los factores liberados pueden difundir y actuar sobre las células de músculo liso 

produciendo diversos efectos. Entre los más importantes se encuentran la 

regulación del estado contráctil de las células de músculo liso y por lo tanto del 

diámetro de la luz de los vasos. Se ha postulado que una modificación de la 

función endotelial es uno de los determinantes de la baja resistencia vascular 

materna durante el embarazo; así se ha demostrado que en las mujeres que 

desarrollan preeclampsia existe daño endotelial en los vasos fetales y maternos en 

los cuales se encuentra reducida la producción de factores vasorrelajantes 

(67,68,69).
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El primer factor vasodilatador derivado del endotelio descripto, fue la 

prostaglandina PGI2 o prostaciclina (70), la cual se sintetiza en las células 

endoteliales a partir del ácido araquidónico. La PGI2 relaja el músculo liso 

mediante su unión a receptores específicos acoplados a proteínas G que activan 

la enzima adenilato ciclasa de las células musculares, con el consiguiente 

aumento de los niveles de AMPc y activación de PKA, esta última promueve la 

relajación muscular por fosforilación de distintas estructuras (71). En la circulación 

feto-placentaria se sabe que la síntesis de PGI2 está disminuida en la 

preeclampsia, aunque se desconoce la significación fisiopatológica de este 

desorden. (72,73).

Otro de los factores relajantes derivados del endotelio es el óxido nítrico o 

NO (del inglés “nitric oxide”), sintetizado a partir de L-arginina por la enzima NO- 

sintasa (74, 75). El mecanismo por el cual el NO produce relajación del músculo 

liso vascular es complejo. El NO difunde a través de las membranas plasmáticas y 

del espacio mioendotelial, ingresa a las células de músculo liso por difusión simple 

y en el citoplasma de la células musculares desencadena distintos mecanismos, 

muchos de los cuales involucran la activación de una guanilato ciclasa soluble, la 

cual aumenta la concentración de GMPc en la células, activando a la proteína 

quinasa G (PKG) y ésta fosforila distintas estructuras produciendo relajación (76, 

77).

En la arteria umbilical humana se ha estudiado la actividad vasodilatadora de 

PGI2 y NO endógenos, encontrándose que ambos factores relajan anillos 

vasculares de AUH precontraídos con 5-hidroxitriptamina (5-HT) y bradiquinina, 

sin embargo los autores de este trabajo muestran que los anillos son más 

sensibles a los inhibidores de la síntesis de PGI2 que a los de la síntesis de NO, 

sugiriendo que la liberación de PGI2 sería más importante en este vaso (78). 

Lovren y colaboradores estudiaron el efecto de NO y nitroprusiato de Na"", una 

sustancia exógena productora de NO, sobre las contracciones producidas por 5- 

HT y U46619, un análogo de tromboxano A2. Estos autores encontraron que el 

mecanismo de relajación del NO en la AUH involucra la activación de canales de 

K"", ya que en presencia de bloqueantes de los mismos, el efecto fue 

significativamente menor (79).

El denominado factor hiperpolarizante derivado del endotelio o EDHF ( del 

inglés “endothelium-derived hyperpolarizing factor”) produce relajación del músculo
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liso vascular por hiperpolarización en forma independiente de la actividad de las 

enzimas NO-sintasa y cicloxigenasa (80). Ha sido informado que agonistas, como 

acetilcolina y bradikinina, pueden ser estímulos para la liberación de este factor 

(81).

Existen muchas hipótesis sobre el mecanismo de producción del EDHF y 

sobre la naturaleza química de este factor. Se sabe que su producción se inicia 

por aumento de la concentración de Ca "̂" en las células endoteliales en respuesta 

a determinados estímulos, lo que induce por un lado, la apertura de canales de K'' 

y un flujo de iones K'' hacia el espacio mioendotelial, y por otro lado, la activación 

de la enzima citocromo P450 epoxigenasa presente en las células endoteliales. 

Con respecto a la naturaleza del EDHF, en numerosos vasos se han identificado 

a los epoxieicosaatrienoides (EETs), derivados de la acción de la enzima 

citocromo P450 epoxigenasa del endotelio sobre el ácido araquidónico. Estas 

sustancias tienen efecto hiperpolarizante sobre el músculo liso, especialmente en 

el lecho coronario de distintas especies (81-85). En la AMIH se ha identificado al 

ácido 11,12 epoxieicosatrienoide (11,12-EET) producido por la citocromo P450-2c 

epoxigenasa del endotelio vascular como el posible EDHF en este vaso (86). Otra 

sustancia que actuaría como EDHF en algunos vasos es la anandamida, otro 

derivado del ácido araquidónico que actuaría como agonista endógeno de los 

receptores para cannabinoides (CB1) e hiperpolarizaría las células de músculo liso 

por apertura de canales de (80). Se ha postulado que el aumento leve de la 

concentración de K"" extracelular (10 mM) en el espacio mioendotelial producido 

por las células endoteliales, provocaría una relajación de las células musculares 

por activación de canales de K'" tipo rectificadores anómalos (K ir) y/o de la bomba 

Na/KATPasa (87).

Entre los factores contrayentes derivados del endotelio se encuentran 

péptidos de 21 aminoácidos denominados endotelinas (ET), de las cuales la de 

tipo ET-1 se sintetiza mayormente en el endotelio vascular, aunque también es 

sintetizada por otros tipos celulares. Angiotensina II (Angll) es sintetizada en los 

vasos a partir de angiotensina I por la enzima conversora de angiotensina (EGA) 

que está ubicada en el lado externo de la membrana de las células endoteliales. 

La Angll ejerce su efecto contrayente actuando directamente sobre receptores del 

músculo liso e Indirectamente aumentando la liberación de ET-1 en el endotelio 

(88). Derivados del ácido araquidónico como endoperóxidos, tromboxano A2
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(TXA2), prostaglandina H2 (PGH2) y el anión superóxido también son factores 

contrayentes derivados del endotelio y su liberación está relacionada con estados 

patológicos como hipoxia o isquemia (88). En la arteria umbilical humana, el

análogo de TXA2, U46619, produce contracción dependiente del influjo de Ca2+

externo y de la liberación de Ca^'' desde depósitos intracelulares (89).

- Regulación por pH

Tanto la sangre como los líquidos extra e intracelulares poseen valores de 

pH que oscilan dentro de rangos estrechos, y cada uno de estos compartimentos 

cuenta con distintos sistemas reguladores (sistemas amortiguadores) formados 

por ácidos o bases débiles y sus sales conjugadas que ante cambios agudos 

regulan el pH, llevándolo hacia su valor normal. En la sangre los principales 

sistemas amortiguadores son el sistema C02/HC03’ , el sistema H3PO4/H2PO4', 

además de proteínas como la hemoglobina. En los demás tejidos, los sistemas 

amortiguadores son variables pero en todos funciona el sistema C02/HC03’ debido 

a la capacidad del CO2 de atravesar las membranas celulares. Además, las 

membranas celulares cuentan con proteínas transportadoras que, a expensas de 

gasto de energía metabólica, transportan iones H'" o HC03 ' a través de ella en 

condiciones normales manteniendo el pH constante en sus valores normales. 

Pequeñas variaciones del pH pueden afectar numerosos componentes celulares, 

especialmente cambiar el estado de ionización de proteínas del cual depende el 

estado conformacional y la actividad de las mismas (56).

En el músculo liso vascular se han caracterizado transportadores 

alcalinizantes como el intercambiador Na'"/H'" que transporta un ion H"" hacia el 

exterior celular por cada ion Na"" hacia el interior a favor de gradiente 

electroquímico. Este transportador es comúnmente inhibido por amiloride y otras 

sustancias relacionadas (90). Otro transportador alcalinizante es el

cotransportador NaVHC03' que transporta un ion HC03‘ hacia el interior celular por 

cada ion Na"" en el mismo sentido del cual el bloqueante más utilizado es el ácido 

4-4’-diisotio-cianatostilbeno-2,2’disulfónico (DIOS) (91).

Entre los transportadores acidificantes en el músculo liso se encuentra el 

intercambiador CI7HCO3' que transporta HCO3' hacia el exterior celular y Cr hacia 

el medio intracelular y es inhibido por el ácido 4-acetamido-4’-isotio- 

cianatostilbeno-2,2’disulfónico (SITS) (92).

20



INTRODUCCIÓN

Si bien estos son los más conocidos, en la arteria mamaria humana se ha 

descripto, además del intercambiador un transportador de H'" dependiente

de Na^ y HC03’. Este último mecanismo parece actuar sólo cuando las células se 

encuentran en acidosis severa (93).

Muchos procesos celulares fisiológicos inducen cambios en el valor de pH y 

se ha planteado que en algunos tejidos, entre los que se encuentra el músculo liso 

vascular, el cambio en la concentración de H”" intra o extracelular participa en 

distintas cascadas de señalización. Agonistas que produzcan variaciones en la 

tasa de hidrólisis de ATP, o alteraciones en la actividad de los sistemas 

transportadores pueden inducir cambios en los valores de pH. Con respecto a esto 

se ha descripto que el intercambiador Na'^/H'' puede ser activado por agonistas 

como angiotensina II y catecolaminas y de esta forma aumentar el pH intracelular. 

Este mecanismo tendería a contrarrestar el efecto acidificante producido durante 

el desarrollo de fuerza debido a la hidrólisis aumentada de ATP y a la activación 

de las Ca-ATPasas (94).

Los estudios realizados en el músculo liso vascular acerca de la dependencia 

de la liberación de Ca^'' del retículo con el pH han brindado resultados dispares. 

Por ejemplo, con respecto al IP3 se informó que en vasos cerebrales (95) su 

producción y la concentración de Ca '̂" intracelular se incrementan por aumento del 

pHe, pero no del pHi y en vasos umbilicales (96) por disminución del pHe pero no 

del pHi. Se ha informado también que, en vena porta de conejo, una disminución 

del pHi aumenta la liberación de Ca '̂" inducida por Ca "̂" desde los depósitos 

sensibles a rianodina (97).

En relación a los efectos del pH sobre el desarrollo de fuerza en el músculo 

liso vascular se ha reportado que cambios en el pHe afectan el tono de reposo en 

distintos tipos de vasos. Para la mayoría, se ha observado que la acidificación 

extracelular disminuye el tono de reposo mientras que la alcalinización lo aumenta 

(98). El efecto del pHe sobre la fuerza puede estar mediado por el cambio que 

este induce sobre el pHi. Por ejemplo en mesenterio de rata la contracción 

producida por el aumento de pHe es abolida al neutralizar el cambio producido en 

el pHi (99). Sin embargo, en arteriolas cerebrales de rata la relajación por 

acidificación extracelular persiste aún si se neutraliza el cambio en el pHi (100).

Los cambios de pHi producen, en general, el mismo efecto contráctil que los 

cambios de pHe (la acidificación intracelular relaja el músculo liso vascular y la
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alcalinización lo contrae) aunque esto es variable dependiendo de la especie y del 

tipo de vaso (56).

El pH puede afectar también la sensibilidad al Ca "̂" de las proteínas 

contráctiles. Un estudio realizado por Crichton y colaboradores muestra que, en 

experimentos realizados con vena porta de rata y arteria umbilical humana 

permeabilizadas con a-toxina, sólo en la vena porta la alcalinización produjo 

disminución de la sensibilidad al Ca^'' de los miofilamentos contráctiles (101).

Numerosos trabajos muestran que el cambio en la fuerza producido por 

cambios en el pHi es abolido por remoción del Ca^'' externo o por bloqueantes de 

los canales de 0 ^ *  de tipo L (56). Por ejemplo, en arterias coronarias porcinas se 

encontró que la alcalinización intracelular aumenta la corriente de Ca^'' y la 

acidificación la disminuye. Este efecto fue atribuido a la protonación de un residuo 

de histidina ubicado en el lado citoplasmático del canal y la alteración de la 

corriente parece deberse a la modificación de las propiedades de apertura del 

canal más que a un cambio en su conductancia iónica (102).

- Regulación por estiramiento mecánico

Con respecto al mecanismo involucrado en la respuesta del músculo liso al 

estiramiento denominada tono miogénico, característica de algunos vasos como 

se describió anteriormente, se sabe que el aumento de la presión intravascular y, 

por lo tanto el estiramiento de la pared arterial produce despolarización de las 

células de músculo liso (103), y que esta despolarización activa canales de Ca^'' 

operados por voltaje, produciendo entrada de Câ "̂  y desarrollo de contracción 

(104). Así, al estudiar este mecanismo en el músculo liso vascular varios autores 

han informado que el bloqueo de estos canales inhibe la respuesta contráctil pero 

no la despolarización inicial de la respuesta miogénica (105-107).

Se ha informado que varios canales de la membrana celular estarían 

involucrados tanto en la despolarización como en la entrada directa de Ca^'" que 

se observa en esta respuesta. Entre los mecanismos propuestos se plantea que 

un aumento en la presión de perfusión produce estiramiento de la pared de los 

vasos, lo cual constituye un estímulo mecánico capaz de activar directamente 

canales iónicos de la membrana celular. Se ha demostrado que distintos tipos de 

canales iónicos como canales de Ca "̂" operados por voltaje, canales catiónicos no 

selectivos (que permiten el pasaje de Na"", K"" y Ca "̂" en distintas proporciones),
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canales de K"" y canales de Cfson sensibles al estiramiento (108). Con respecto a 

cómo estos canales censan el estiramiento, se ha postulado que proteínas tipo 

integrinas presentes en la membrana plasmática pueden ser activadas por la 

deformación de la misma, participando en el mecanismo de transducción de la 

señal. Se ha informado que éstas también pueden modular la actividad de canales 

de Ca "̂" operados por voltaje contribuyendo al desarrollo del tono miogénico (109). 

Del mismo modo es posible que las proteínas que conforman el citoesqueleto 

como el sistema de los microtúbulos y la actina jueguen un rol importante en la 

transducción de la señal mecánica (110). Con respecto a este mecanismo, más 

adelante se detallará la regulación de canales catiónicos no selectivos por el 

estiramiento.

Los flujos iónicos que se producen durante el desarrollo de la respuesta 

miogénica, pueden afectar la actividad de proteínas sensibles al Ca "̂" y/o al Na"" 

intracelular, que a su vez regulan el potencial de membrana y/o la concentración

de Ca "̂" intracelular; como así también el flujo de Ca "̂" inducido en esta respuesta 

puede directamente activar a la MLCK y por lo tanto modificar el estado contráctil 

del vaso. Algunos de estos mecanismos cobran importancia a partir de los 

conocimientos recientes sobre localizaciones específicas de las estructuras 

involucradas en la regulación del estado contráctil del músculo liso vascular 

(proteínas contráctiles, canales iónicos y transportadores de la membrana 

plasmática) y de las relaciones espaciales de los mismos con zonas del retículo 

sarcoplásmico (33, 64).

Se han descripto además, otras vías de señalización que pueden ser 

activadas por los estímulos mecánicos y participar así en la respuesta miogénica 

de los vasos. Se ha encontrado activación de la vía de la fosfolipasa C, de la 

fosfolipasa A2 y de vías dependientes de tirosinas quinasas (110).

En el siguiente esquema se resumen los mecanismos propuestos que 

pueden contribuir al desarrollo de la respuesta miogénica.
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Figura III: esquema de los posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de la
respuesta miogénica (110).

Canales iónicos v propiedades bioeléctricas de las células 

de músculo liso vascular

El potencial de membrana constituye una propiedad bioeléctrica de vital 

importancia en la fisiología celular. Los valores de potencial de membrana de 

reposo (Vm) de las células de músculo liso vascular oscilan en el rango de -40  a 

-60  mV, variando de acuerdo con el tejido y los métodos de medida (111,112). 

Este valor de potencial es mantenido por fiujos iónicos a través de canales iónicos 

de la membrana plasmática en función del gradiente electroquímico y de la 

permeabilidad de la membrana plasmática para cada ión (113). Numerosos 

trabajos, han demostrado la participación de distintos tipos de canales selectivos 

al K"" en la regulación y mantenimiento del Vm en células de músculo liso vascular 

(111, 114). Si bien en general el flujo de K"" es el más importante, no es el único 

que determina los valores observados ya que el valor de potencial de equilibrio 

electroquímico para este ión (aproximadamente -90  mV para el gradiente 

fisiológico de K"̂ ) es más negativo que los valores de Vm comúnmente informados, 

esto sugiere que otros fiujos iónicos deben contribuir a mantener el potencial de 

membrana de las células de músculo liso vascular en un valor menos negativo 

(despolarizado) que el esperado para células que fuesen permeables solo al K"".
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Ya en el año 1977, Casteeis informó que la relación de permeabilidades Pnb/Pk de 

la arteria pulmonar es 0,22; indicando la presencia de conductancia al Na"" en este 

vaso (115). Recientemente, se ha demostrado la participación de canales 

catiónicos no selectivos y canales selectivos al Cr en la regulación del potencial de 

membrana de células de músculo liso vascular (116, 117, 118).

Los canales ión icos de la membrana plasmática son proteínas con uno o 

mas segmentos de transmembrana dependiendo del tipo de canal iónico; en 

genral presentan un poro hidrofílico, selectivo a determinados iones, a través del 

cuál se verifica el flujo iónico entre el interior y el exterior celular. Las propiedades 

eléctricas y las características moleculares de estas proteínas de membrana han 

sido objeto de numerosos estudios en las últimas dos décadas los cuales han 

aportado, en algunos casos, un detallado conocimiento sobre su composición 

amionacídica, propiedades bioeléctricas, selectividad, sensibilidad farmacológica, 

función fisiológica y modificaciones de las mismas asociadas a estados 

patológicos.

Muchos canales son multiméricos, formados por subunidades iguales o 

distintas y pueden asociarse a subunidades reguladoras que modifican sus 

propiedades eléctricas o su sensibilidad a diversos factores.

Los canales iónicos pueden cambiar su conformación proteica entre dos o 

más estados permitiendo o no, el pasaje de iones a través de ellos. Se denomina 

canal abierto al estado permeable del canal, y canal cerrado y canal inactivado a 

dos estados diferentes de no permeabilidad del canal. Estas transiciones se 

verifican en forma estocástica y existen diversos factores (agonistas, voltaje, 

tiempo, etc.) que pueden modificar el tiempo relativo que el canal pasa en los 

diferentes estados conformacionales (119). La técnica de “patch-clamp” (120) ha 

permitido estudiar las propiedades y la modificación de estas transiciones 

mediante la medición de la corriente iónica que fluye a través de un único canal 

iónico. La magnitud de esta corriente depende de la conductancia del canal, o sea 

de la capacidad del canal de dejar pasar iones a través de su poro y de la fuerza 

impulsora dada por la diferencia entre el Vm y el potencial de equilibrio 

electroquímico (E) del ion que transporta la corriente.

Algunos tipos de canales iónicos pueden ser regulados por el potencial de 

membrana debido a que poseen zonas proteicas de transmembrana con
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aminoácidos altamente cargados, por lo que variaciones del potencial establecido 

en la membrana pueden modificar la barrera energética para las transiciones 

conformacionales de la proteína y hacer que el canal varíe su estado de 

permeación en función del Vm.

Por otro lado, la identificación, secuenciación y clonación de distintos tipos de 

canales iónicos así como la realización de mutaciones puntuales en la cadena 

polipeptídica del canal y expresión de los mismos en oocitos de rana y en otros 

tipos celulares, han permitido profundizar el conocimiento de las distintas familias 

de canales iónicos e identificar las regiones proteicas formadoras del poro, 

sensores del campo eléctrico, de unión con iones u otros mensajeros intra o 

extracelulares (121). También ha cobrado importancia, en los últimos años, el 

estudio de la interacción entre los canales iónicos y los lípidos de membrana que 

se encuentran en el entorno del canal. Se ha informado que distintos fosfolípidos 

poseen no solo una función estructural en la membrana plasmática sino que 

pueden modificar la actividad de canales iónicos (122).

Canales de K*

Con los conocimientos actuales, los canales selectivos al pueden 

agruparse según su estructura proteica primaria en tres grandes superfamilias 

(123).

Canales formados por seis segmentos de transmembrana: este grupo se 

conoce como superfamilia S4, están formados por cuatro subunidades 

denominadas a con seis segmentos de transmembrana cada una (S1-S6).

El segmento S4, denominado sensor de voltaje, se caracteriza por poseer 

varios residuos aminoacídicos cargados positivamente (lisina o arginina) cada tres 

posiciones de aminoácidos y, entre ellos, aminoácidos neutros que le confieren al 

canal la capacidad de sensar el campo eléctrico a los lados de la membrana. La 

reglón proteica de unión de los segmentos de a-hélice S5 y S6 de cada subunidad 

forma la pared del poro, se denomina H5 o región P y contribuye a la 

determinación de la selectividad iónica del canal. A esta superfamilia pertenecen 

diferentes tipos de canales de K"" como son los canales de K"" sensibles al voltaje 

(Kv), sensibles al voltaje y al Ca '̂" de alta conductancia (BKca) y los sensibles al 

Ca "̂" de media (IKca) y baja conductancia (SKca).
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Figura IV: estructura molecular de los canales BKca y Kv (124).

Si bien esta es una clasificación general existen variaciones en la estructura 

proteica de estos canales cuyo conocimiento ha generado una amplia división en 

subfamilias. Esta diversidad está relacionada con la presencia de genes múltiples, 

la capacidad de generar diferentes isoformas a partir de un gen debido al 

procesamiento diferencial del ARN mensajero heterogéneo nuclear (“alternative 

spiicing”) y la formación de canales heteromultiméricos (123). Para algunos de
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estos canales se conoce cuales son las subunidades que los forman, pero dentro 

de una subfamilia existen distintas combinaciones de monómeros. Sin embargo, 

las subunidades pertenecientes a distintas subfamilias no se expresan juntas para 

dar un canal funcional. Tampoco se conocen aún los factores que gobiernan la 

expresión diferencial de determinados tipos de canales en distintas células y 

tejidos (123).

Canales formados por dos segmentos de transmembrana: A esta 

superfamilia pertenecen los canales de K"" cuya estructura corresponde a cuatro 

subunidades formadas por dos segmentos de transmembrana cada una (M1-M2) 

unidas por un segmento lineal. A este grupo pertenecen dos tipos de canales 

iónicos hallados en el músculo liso, el canal rectificador anómalo (K|r) y el canal 

sensible a ATP (Katp)- En este último, las subunidades a  se encuentran asociadas 

a receptores de sulfonilurea (SUR), y han sido descriptos en diferentes tipos 

celulares mostrando propiedades heterogéneas, hecho que sugiere la existencia 

de una familia de proteínas relacionadas con este tipo de canal (125). En general, 

la actividad de este tipo de canal es independiente del potencial de membrana, es 

sensible a la concentración intracelular de ATP y depende del estado metabólico 

celular. Estos canales son inhibidos por concentraciones fisiológicas de ATP, por 

diazoxido y sulfonilureas y regulados por nucleótidos difosfatos en presencia de 

Mg^*(126).

Existen menos evidencias acerca de las propiedades y funciones de canales 

de tipo Kir, en el músculo liso vascular, se ha hallado que en arteriolas están 

involucrados en la regulación del potencial de membrana mediando el efecto 

hiperpolarizante que producen pequeños aumentos de la concentración 

extracelular de K"" en este tipo de vaso. (127 )

Canales formados por un segmento de transmembrana: son canales 

selectivos al ion formados por una sola cadena proteica, que forma un solo 

segmento a-hélice de transmembrana. Se los denomina mínimos o minK y poseen 

su extremo amino terminal en el dominio extracelular del canal (123, 128).
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Propiedades de los canales de pertenecientes a la familia S4

Canales de sensibles al voltaje (Kv): Estos canales representan una 

componente importante de la corriente total presente en muchos tipos de músculo 

liso vascular como el coronario, el renal, el cerebral y el pulmonar entre otros 

(111). Antes de conocerse en detalle su naturaleza molecular, los canales Kv se 

subdividían en dos grupos según la cinética de la corriente de mediada por 

estos canales. Hoy se conocen 38 genes humanos que codifican para distintas 

proteínas de esta familia (129), las cuales pueden ser agrupadas en 6 subfamilias: 

Kvi, Kv2, Kv3, Kv4, EAG (ether a go-go) y KCNQ con diferentes subtipos cada una. 

En el músculo liso vascular se ha encontrado expresado predominantemente el 

subtipo Kvi (130). Las subunidades a de los canales Kv se pueden encontrar 

asociadas a subunidades p auxiliares (una subunidad p por cada subunidad a). 

Estos canales se caracterizan en general, por su sensibilidad al Vm, su 

insensibilidad a cambios en la concentración interna de Ca '̂", su cinética de 

activación e inactivación y su sensibilidad farmacológica. Un inhibidor 

relativamente específico y ampliamente utilizado para identificar los canales Kv es 

la 4-aminopiridina, si bien actualmente existen toxinas específicas para muchos de 

los subtipos citados (caribdotoxina, dendrotoxina y noxiustoxina) (131, 132). A 

continuación se presenta una clasificación de las corrientes mediadas por los 

canales Kv que se basa en las propiedades cinéticas de las mismas y es la que se 

usa en la mayoría de los trabajos que realizan una caracterización 

electrofisiológica de la corriente de K"" en distintos tipos celulares:

Corrientes iónicas tipo IKdr (del inglés “delayed rectifier”): los canales 

que generan corrientes IKdr son aquellos cuya probabilidad de apertura aumenta 

con la despolarizacion y disminuye con la hiperpolarizacion. Su función, en 

general, es la repolarización celular. En el músculo liso vascular las corrientes 

iónicas mediadas por este tipo de canal se activan a valores de potencial cercanos 

a -50 mV y se inactivan en forma dependiente del voltaje, siendo esta inactivación 

lenta e incompleta (133). Las conductancias de canal único informadas para 

canales tipo Kdr están en el rango de 5 a 60 pS (134-138). Miembros de las 6 

subfamilias citadas anteriormente pueden generar corrientes de este tipo (139).
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Corrientes iónicas tipo  IKa: Las corrientes a través de este tipo de canal se 

caracterizan por poseer una cinética de activación e inactivación muy rápida. 

Generalmente las proteínas de los subgrupos Kvi y Kv4 son las que generan 

corrientes de este tipo. Se ha descripto que la expresión de subunidades p 

auxiliares es necesaria para el fenómeno de inactivación rápida de esta corriente 

(140,141).

Regulación v rol funcional de los canales de tipo Kv: Los canales Kv cumplen 

funciones importantes en el músculo liso vascular y en muchos tipos de vasos 

sistémicos se ha informado que regulan el potencial de membrana (142).

Gollash y colaboradores realizaron un exhaustivo estudio de la corriente 

iónica total presente en células de músculo liso de arterias coronarias humanas, 

arribando a la conclusión de que la corriente a través de canales Kv es una 

componente importante de la corriente total (143). Un resultado similar fue hallado 

por otro grupo de investigación en cultivos del mismo tipo celular. En este último 

estudio se encontró que la corriente Kv es mediada por un canal con una 

conductancia de 109 pS (144).

Smirnov y colaboradores caracterizaron las corrientes de K”" en células de 

músculo liso vascular de arteria mesentérica humana, encontrando una corriente 

sensible a 4-aminopiridina con dos componentes, una rápida que inactiva y otra 

más lenta (145).

Se han reportado numerosas regulaciones de estos canales por fosforilación 

a través de proteínas quinasas. Con respecto a esto, se ha informado que la 

activación de PKC por agonistas como angiotensina II o endotelina inhibe los 

canales Kv en células de músculo liso de vena porta de conejo (146). Además, la 

estimulación p-adrenérgica que activa PKA por aumento de los niveles de AMPc 

en células de músculo liso de vena porta de conejo estimula la corriente a través 

de los canales Kv (147). Entre las sustancias derivadas del endotelio, el NO 

aumenta el GMPc y activa PKG en varios tipos de músculo liso vascular y en 

algunos, como la arteria pulmonar de rata activa canales Kv (148).

Algunos estudios muestran que la corriente a través de canales Kv medida en 

presencia de Ca^'' está disminuida en vasos pertenecientes a animales 

hipertensos. Sin embargo, cuando la medida se realiza en ausencia de Ca^'' 

externo o se inhibe el influjo de Ca^'', la corriente Kv es mayor en células de
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músculo liso de vasos de animales crónicamente hipertensos que en células de 

animales normotensos (130). En relación con esto se ha encontrado que en 

células de músculo liso vascular de animales hipertensos la expresión del subtipo 

Kvl.5 está disminuida mientras que la del Kv1.2 , el cual es inhibido por Ca "̂" 

intracelular, está aumentada con respecto al mismo tejido en animales 

normotensos (149). Así esto podría tener relación con la mayor corriente

encontrada en animales hipertensos en ausencia de Ca2+

Canales de activados por Ca^*: Los canales de activados por Ca^^ 

pertenecen a la superfamilia S4 y poseen la característica de aumentar su 

probabilidad de apertura (Po) al unirse a Ca^'' del lado intracelular de la 

membrana. Estos canales poseen mucha variabilidad en la expresión de las 

subunidades que los forman, lo que les confiere diferencias en sus propiedades, 

tal como ha sido observado en distintos tipos celulares. Según los valores de 

conductancia de canal único se clasifican en:

SKca O de pequeña conductancia: este canal fue clonado de cerebro de 

rata y de humano y la expresión del mismo en otros sistemas hizo posible su 

estudio detallado (150), mientras que su secuenciación fue resuelta más tarde 

(151). Este tipo de canal posee en general una conductancia muy pequeña (10 - 80 

pS) en condiciones de K*" simétrico (140 mM). Son activados por concentraciones 

submicromolares de Ca^'' y generalmente no presentan sensibilidad al voltaje, si 

bien estructuralmente poseen el segmento S4, sensor de voltaje (125). Se ha 

informado en muchos casos (células musculares esqueléticas de rata, células T 

leucémicas humanas, células cromafines adrenales de rata) que el veneno de 

abeja apamina (60 pM-1 nM) inhibe a este canal. Los sitios de unión al calcio no 

se conocen aún y presentan sitios de fosforilación muy distintos de otros tipos de 

canales pertenecientes a esta familia (152). En las células endoteliales de la 

arteria hepática y mesentérica de rata ha sido descripta la activación de canales 

sensibles a apamina involucrados en el mecanismo de liberación de EDHF 

(153,154).

IKca O de conductancia intermedia: estos canales presentan una 

conductancia entre 30 y 60 pS en K"" simétrico (140 mM) y son insensibles al 

potencial de membrana. Son inhibidos por clotrimazole y caribdotoxina y aunque
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poseen muchas similitudes en su estructura con los canales SKca no son sensibles 

a apamina (125).

Se encontró que la proteína calmodulina se une al extremo carboxilo terminal 

del canal IKca modulando la activación dependiente de Ca '̂" (155,156).

Otro regulador descripto para este tipo de canal es el 1-etil-2-benzimidazol 

(EBIO 100 pM), el cual activa el canal clonado de tejido humano (hlK) y expresado 

en células renales embrionarias humanas (HEK 293). Esta activación puede darse 

en forma directa sobre las subunidades a  que forman el canal o sobre proteínas 

reguladoras que se encuentran muy cerca del mismo y es dependiente de la 

concentración de Ca^'' en el lado interno del canal (157).

En músculo liso vascular se ha encontrado que este tipo de canal participa 

en la vasodilatación independiente de NO producida por acetilcolina en arteria 

renal de rata (158).

BKca o de alta conductancia: Este canal posee valores de conductancia 

muy altos entre 240 y 300 pS en K"" simétrico (140 mM), su actividad depende de 

la concentración de Ca^'' intracelular y a diferencia de los otros dos subtipos su 

probabilidad de apertura depende también del potencial de membrana.

Este canal ha sido ampliamente estudiado y se encuentra expresado en las 

membranas de numerosos y diferentes tipos celulares. En particular en el músculo 

liso vascular ha sido identificado en la todos los lechos vasculares estudiados 

cumpliendo un rol funcional importante en la determinación del estado contráctil de 

los vasos (1 1 1 ).

En la siguiente sección se describirá detalladamente este último tipo de canal 

iónico (BKca) ya que en este trabajo de Tesis se ha indagado la presencia de este 

tipo de canal en dos vasos humanos: la arteria mamaria interna y la arteria 

umbilical.

Estructura molecular: Las subunidades a que forman el poro se encuentran 

codificadas en un gen simple, esta proteína fue clonada por primera vez a partir de 

la mosca Drosophila melanogaster (gen dSlo) y luego de distintos tipos celulares 

humanos (gen hSLo). Actualmente se emplea la denominación KCNM1 para este 

gen (159).

Este tipo de canal posee, en la estructura de las subunidades a , un 

segmento de transmembrana a  hélice adicional (SO) ubicado en el extremo N

32



INTRODUCCIÓN

terminal respecto a los 6 descriptos para la superfamilia S4 (160,161). En el 

extremo carboxilo terminal de la subunidad a existe una larga cadena 

citoplasmática formada por los segmentos denominados S7, S8, S9 y S10 (133).

Este canal puede encontrarse expresado con subunidades p auxiliares, las 

cuales se encuentran codificadas en los genes denominados KCNMp, de los que 

existen cuatro tipos distintos (KCNMp 1-4). En el músculo liso hasta el momento 

sólo ha sido identificada la isoforma p-1 (133). Esta subunidad está formada por 

dos segmentos de transmembrana a-hélice unidos por un segmento lineal 

extracelular de forma que los dos extremos de la cadena se encuentran del lado 

citoplasmático. La presencia de subunidad p modifica las propiedades del canal y 

se postula que existen interacciones entre la subunidad p y el segmento SO que 

permiten las distintas regulaciones que la subunidad p ejerce sobre el canal; 

también se propone que la interacción entre la subunidad p y la larga cadena 

intracelular modifica la sensibilidad del canal al Ca "̂" (161).

Dependencia del Ca^'' v del voltaje: Este canal puede ser activado por voltaje 

aún en ausencia de Ca^'' (132) ya que la sensibilidad al voltaje está dada por la 

presencia del segmento cargado S4 en las subunidades a que forman el canal. 

Sin embargo a mayores concentraciones de Ca^'' intracelular (> que 100 nM) se 

produce un corrimiento de la curva de activación del canal hacia valores de 

potencial de membrana más negativos. Los segmentos S9 y S 10 de la cadena 

lineal intracelular poseen zonas de unión a Ca '̂" (162). Sin embargo, se debe 

considerar la existencia de otros sitios de unión ya que si se expresa el canal en 

forma separada de estos segmentos el canal conserva aún cierta sensibilidad al 

Ca^".

El grado de sensibilidad al Ca^'' de este canal depende de la expresión o no 

de subunidad p-1 auxiliar. A concentraciones de Ca "̂" mayores que 100 nM, la 

presencia de subunidad p hace que el canal sea más sensible al Ca "̂" (163), esta 

propiedad es muy importante para el rol del canal en la fisiología normal de una 

célula, ya que aumentos rápidos y locales de Ca^"’ en determinadas zonas del 

citoplasma (“sparks” y “puffs” de Ca^'") pueden activar o no este canal en forma 

aguda dependiendo de la presencia o ausencia de subunidad p auxiliar (164,165).

Por otro lado, se ha descripto que el ion Ca^'' actuaría además, como 

estabilizador de la estructura de este canal, ya que en ausencia de Ca^^
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extracelular el poro del canal pierde su alta selectividad al potasio y permite el 

pasaje de otros cationes generando de esta forma una corriente de fuga a través 

de la membrana. Este efecto se debería a que en ausencia del ion existiría una 

interacción menos rígida entre las 4 subunidades a que forman el poro del canal 

(166).

Selectividad iónica v sensibilidad farmacológica: Un hecho que puede 

considerarse paradójico es la gran selectividad al ion K"" que presenta este canal y 

su valor de conductancia muy alto, ya que la alta selectividad implica una fuerte 

interacción entre los iones y zonas del poro del canal. Estos canales tienen la 

siguiente secuencia de selectividad iónica determinada por mediciones de 

potencial bi-iónico: i r  > K"" > Rb"̂  > NH4'' »  Cs'",Na'",Li'". La relación de 

permeabilidad entre Na"" y K"" es menor que 0,01. Este canal es 10 a 50 veces más 

selectivo al K'" que los canales operados por voltaje de tipo rectificador tardío 

(Kdr).

El canal BKca se considera del tipo de canales con poro multi-ionicos ya que 

varios iones pueden permear por el canal al mismo tiempo (139). Este tipo de 

canal posee, como característica estructural, vestíbulos del poro amplios con 

varios grupos carboxilo que le confieren carga negativa a estas zonas permitiendo 

acumular iones K"" en la boca del poro. El poro del canal es estrecho, altamente 

selectivo al y posee al menos cuatro sitios de unión para moléculas de agua. El 

hecho de que un ion de gran dimensión como el tetraetilamonio (TEA) bloquee 

este canal apoya la existencia de vestíbulos amplios. El TEA se puede unir al 

canal tanto del lado intracelular como del lado externo. Sin embargo el bloqueo 

presenta características diferentes: el sitio interno de bloqueo sería una zona 

hidrofóbica, ya que un aumento de la cadena carbonada del bloqueante aumenta 

el nivel de bloqueo, mientras que el sitio externo es altamente selectivo a TEA. No 

todos los canales BKca presentan la misma sensibilidad al TEA; si bien este 

bloqueante no se considera especifico, en el músculo liso vascular de diferentes 

vasos se ha demostrado que, en el rango de concentraciones de 0.1-1 mM, 

bloquea selectivamente los canales BKca mientras que a concentraciones más 

altas (5-10 mM) puede inhibir otros tipos de canales iónicos (152).

Se han descubierto toxinas aisladas de veneno de escorpión, las cuales a 

muy bajas concentraciones (nM) producen un efecto inhibidor altamente 

específicos para este tipo de canal. Algunas de estas toxinas son:
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Caribdotoxina (ChTX): aislada del veneno de Leiurus quinquestriatus (132) 

fue la primera de estas toxinas descubierta y utilizada en la caracterización del 

canal BKca en distintos tejidos. Actualmente se sabe que no es tan específica para 

el BKca, ya que también puede inhibir algunos subtipos de los canales de tipo Ky1 

y al canal de tipo SKca (167). En general, se ha informado que la presencia de 

subunidad p afecta la unión de ChTX al canal, aunque en células de miométrio 

humano la dosis efectiva para el 50 % de bloqueo (DE50) para esta toxina no se 

modifica cuando el canal se expresa en presencia de subunidad p (168).

Iberiotoxina (IBTX); esta toxina purificada de Buthus tamulus es un inhibidor 

altamente específico para este canal en concentraciones muy bajas (en el rango 

nM) (132). Al igual que ChTX, actúa en forma dependiente de la presencia de la 

subunidad p, siendo su DE50 16 veces menor cuando el canal se expresó 

acoplado a subunidad p (169). Hanner y colaboradores han identificado los 

residuos presentes en el segmento extracelular de la subunidad p que están 

involucrados en el aumento de la sensibilidad del canal a IBTX (163).

Slotoxina (SITX): esta toxina también es muy específica y bloquea el canal 

no solo dependiendo de la presencia de subunidad p sino también de la variante 

de la subunidad a expresada (167).

Existen también varias sustancias que son capaces de activar 

específicamente estos canales mediante distintos mecanismos. Una de las 

primeras descriptas fue un flavonoide denominado floretina, que en 

concentraciones en el rango 10-200 pM activa el canal BKca, modificando la 

dependencia de la actividad del canal al voltaje, aumentando el tiempo medio de 

abierto y reduciendo el tiempo medio de cerrado (170). Sustancias del tipo 

hidrosaponina, cuyo prototipo fue extraído de Desmodium adsendens también 

activan este tipo de canal. En los últimos años se ha demostrado que 

dehidrosoyasaponina (DHS-1) y p-estradiol aumentan la actividad del canal solo 

cuando este canal se encuentra asociado a la subunidad p auxiliar debido a que la 

interacción droga-canal ocurre en regiones extracelulares de la subunidad p (171). 

Esta propiedad se ha utilizado para probar la expresión de la subunidad p-1 en 

distintos vasos (172).

En relación con la propiedad de los estrógenos sobre este canal, 

recientemente ha sido informado que tamoxifeno, un xenoestrogeno
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quimioterapéutico, activa el canal en células de músculo liso gastrointestinal en 

dosis clínicamente relevantes (0,1-10 pM). Cuando el tamoxifeno se prueba en 

células que expresan el canal solo con subunidades a, éste actúa disminuyendo la 

conductancia del canal, y en cambio cuando las células expresan además 

subunidades p-1, el efecto es un aumento de la probabilidad de apertura del canal 

(173).

El asteroide natural dehidroepiandrosterona (DHEA), previene la 

constricción de músculo liso de vasos pulmonares humanos crónicamente 

hipóxicos por aumento de la corriente a través de canales BKca- Este efecto 

parece ser directo sobre la estructura del canal e independiente de vías que 

utilizan AMPc y GMPc (174). También se ha demostrado que los glucocorticoides 

inhiben la expresión del canal BKca en células en cultivo de músculo liso vascular. 

Esta inhibición podría estar asociada con el aumento del tono arterial y de la 

presión arterial que se observan en la exposición crónica a glucocorticoides (175).

Hasta aquí se han descripto regulaciones del canal BKca en forma directa por 

el potencial de membrana, la concentración de Ca^'' y sustancias Inhibidoras o 

activadoras especificas que han permitido la caracterización del canal en distintos 

tipos de células y la participación de los mismos en diferentes funciones celulares.

Este canal puede ser regulado, además, por segundos mensajeros y 

proteínas quinasas involucrados en las vías de señalización Intracelular de 

diferentes agonistas endógenos. Las proteínas quinasas son moduladoras directas 

de la actividad de este canal modificando la sensibilidad del canal al Ca "̂" y al 

voltaje (176). La proteína quinasa C (PKC) es dependiente de Ca "̂" e inhibe este 

canal en el músculo liso y las proteínas quinasas dependientes de AMPc (PKA) y 

GMPc (PKG) lo activan. Relacionado con estas últimas propiedades se han 

identificado en la estructura molecular del canal BKca clonado de músculo liso, 

sitios de fosforilación para PKG y PKC en la subunidad a, así como uno para PKG 

en la subunidad p, además de sitios posibles de fosforilación por PKA tanto en la 

subunidad a como en la p (177). Algunos ejemplos de vías de señalización que 

involucran actividad de proteínas quinasas y BKca se resumen en el siguiente 

cuadro (176, 133).
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Agonista PK efecto sobre BKca Células de m úsculo liso
CGRP PKA aumento de Po arteria cerebral de cerdo

20-hidroxieicosatrienoico PKC disminución de Po arteria cerebral de gato
Angiotensina II PKC disminución de Po arteria coronario de cerdo
U46619 (-TXA2) PKC disminución de Po arteria coronaria de cerdo
Óxido nítrico PKG aumento de Po arteria pulmonar humana

nitroprusiato sódico PKG aumento de Po arteria mesentérica de rata
Isoproterenol PKA aumento de Po arteria basilar de cobayo
Po: probabilidad de apertura de canal, PK: proteína quinasa.

La subunidad a formadora del poro del canal BKca presenta distintas 

isotermas las cuales son reguladas en forma diferencial por las distintas proteínas 

quinasas. Así la PKC fosforila el canal en un sitio “en tándem” de la cadena 

intracelular C terminal presente sólo en las isotermas A y B de la subunidad a, en 

esa misma cadena intracelular ejerce su acción la PKG. Korth y colaboradores 

demostraron en estas isotermas que la fosforilación del canal por PKC es un 

prerrequisito para que el canal pueda ser activado por PKG. Estos autores 

encontraron además, que PKA es capaz de fosforilar la isoforma C, que carece del 

sitio “en tándem” en el extremo C terminal y puede fosforilar las isoformas A y B 

solo si han sido previamente fosforiladas por PKC y desfoforiladas por una enzima 

fosfatasa. Estos resultados indican que la fosforilación del canal por PKC controla 

las regulaciones del mismo por PKA y PKG y contribuyen a entender la 

complejidad de los mecanismos de regulación que pueden actuar sobre los 

canales BKca (178).

Rol funcional de los canales B K ^ e n  el músculo liso vascular: En el músculo liso 

vascular los canales de K"̂  juegan un rol fundamental en diferentes funciones 

celulares involucradas en la regulación del tono (111) y la proliferación celular 

(133).

Existen evidencias de variabilidad en la expresión de canales de K"" entre 

diferentes lechos vasculares, entre distintos segmentos del mismo vaso e incluso 

entre poblaciones celulares dentro del mismo segmento. Con respecto a esto, 

Michelakis y colaboradores demostraron que en la arteria pulmonar de rata los 

canales tipo BKca están más expresados en segmentos distales (de resistencia) y 

canales tipo Kdr en segmentos proximales (de conducción) (134). Las células de 

músculo liso de arteria aorta poseen una mayor conductancia al K"" en la arteria
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adulta que en la fetal, se ha informado además, que esto se debe a que el canal 

BKca posee un tiempo medio de abierto mayor en células de aorta adulta humana 

que en aorta fetal humana. Estos resultados indicarían que el aumento de la 

conductancia al en estas células durante el desarrollo se debe a una alteración 

en el tiempo medio de abierto del canal BKca (179). En numerosos trabajos se 

demuestra que el canal BKca regula el potencial de membrana y el tono contráctil 

de distintos vasos (114, 116).

En general, los canales de K'' de las células de músculo liso de arterias 

intactas poseen niveles de actividad muy bajos a valores fisiológicos de Vm (entre 

-60  y -40 mV) y pequeños cambios en la actividad de los mismos producen 

importantes variaciones del Vm y consecuentemente, del tono contráctil y del 

diámetro del vaso. De esta forma, en muchas cascadas de señalización pueden 

funcionar como mecanismo compensador que limita la vasoconstricción (103).

Un claro ejemplo de este mecanismo es la participación de los canales BKca 

en el desarrollo del tono miogénico, ya que se activan por el aumento de Ca "̂" 

producido por el efecto de la despolarización sobre los canales de Ca^'' sensibles 

al voltaje, y de esta forma el flujo hiperpolarizante de genera vasodilatación y 

contrarresta el efecto vasoconstrictor generado por del aumento de presión sobre 

la pared arterial (180). Este efecto ha sido observado en arterias coronarias y 

cerebrales, especialmente en arterias de pequeño diámetro donde se ha 

observado que distintos bloqueantes de los canales de K"” aumentan el tono 

miogénico arterial (103).

SI bien el aumento global de la concentración de Ca^^ en el citoplasma 

induce contracción de las células de músculo liso por activación de la MLCK, como 

se describió anteriormente, aumentos locales de Ca^'' producen relajación del 

músculo liso por activación de canales BKca de la membrana plasmática ubicados 

en la zona de barrera buffer superficial. Brenner y colaboradores estudiaron la 

importancia de la subunidad p-1 asociada al canal BKca en la vasoregulación, 

utilizando ratones con deleción del gen que codifica para esta subunidad (“p-1 

knockout mice”). En células aisladas de arteria cerebrales de estos ratones se 

observó que el acoplamiento de los “sparks” de Ca^'' con la actividad del canal 

BKca está significativamente disminuido mientras que la amplitud y frecuencia de 

los mismos no están alteradas. Este grupo encontró que ese desacoplamiento se 

debe a una menor sensibilidad al Câ "̂  del canal BKca, indicando la fuerte
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influencia de la expresión de la subunidad p-1en las propiedades del canal. Los 

ratones “p-1 knockout” presentaron un aumento de la presión arterial in vivo y, en 

las arterias cerebrales in vitro, un mayor efecto contrayente inducido por aumento 

de la presión de perfusión. Además, la IBTX, inhibidor específico de los canales 

BKca produjo aumento del tono basal en las arterias de los ratones controles, 

mientras que este efecto no se observó en los ratones “knockout” (172). Los datos 

de la bibliografía sugieren entonces que los canales BKca son muy importantes en 

la regulación del tono miogénico y que esta influencia depende de la presencia de 

subunidad p-1 asociada a la subunidad a formadora del poro.

Con respecto a la regulación del canal por sustancias liberadas por las 

células endoteliales, Lovren y colaboradores demostraron que el NO relaja la 

arteria umbilical humana, en parte debido a activación de canales de K"", ya que 

este efecto es inhibido por 4-AP (boqueante de canales tipo Kdr) y por TEA 

(bloqueante de canales Kca) (79). En las arteholas coronarias humanas la 

liberación de NO es producida por aumento del flujo en el vaso, un efecto que se 

conoce como “shear strees” (181). En diferentes tipos de vasos humanos, se ha 

descripto que el NO regula canales de tipo BKca-a través de la vía de señalización 

que involucra activación de la guanilato ciclasa soluble del músculo liso. El 

consecuente aumento de GMPc activa la PKG, la cual mediante fosforilación de la 

subunidad a del canal produce la activación de los mismos y vasodilatación del 

vaso. Otro dato interesante que surgió del estudio del efecto de GMPc sobre el 

canal BKca en células de miometrio grávido humano, es que algunas proteínas 

quinasas tipo G están localizadas ancladas en la membrana plasmática en zonas 

muy próximas a los canales BKca (168). Además, experimentos realizados 

modificando grupos sulfidrilos de la proteína que los hace insensibles a reacciones 

de nitrosilación demostraron que el NO interacciona con estos grupos para ejercer 

su efecto (182).

Como se mencionó antes, se ha encontrado que el efecto hiperpolarizante de 

EDHF sobre las células de músculo liso se debe a la apertura de canales de 

sensibles al Ca^'', de conductancia baja (SKca), aunque también se ha informado 

que podrían estar involucrados canales de conductancia intermedia (IKca) y los de 

tipo BKca (82).
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En la AMIH se ha identificado al ácido 11,12 epoxieicosatrienoide (11,12- 

EET) producido por la enzima citocromo P450-2c epoxigenasa del endotelio 

vascular como el posible EDHF en este vaso. Se encontró que este factor causa 

una relajación inducida por la activación de canales de tipo BKca en forma 

independiente de la liberación de NO y prostaciclinas. En este mismo trabajo se ha 

identificado por RT-PCR (del inglés “reverse-transcriptase, polimerase chain 

reaction”), al canal BKca en el músculo liso y a la enzima citocromo P450-2c tanto 

en el músculo liso como en las células endoteliales (86).

Varios trabajos han informado modificaciones en las características de la 

corriente a través de los canales BKca del músculo liso vascular en el desarrollo de 

procesos patológicos como aterosclerosis (183,184) e hipertensión (185). Con 

respecto a esto, recientemente ha sido descripto que la presencia de la subunidad 

a del canal BKca en arteria coronarias humanas es menor cuando aumenta la 

edad del individuo, lo que podría estar relacionado con la mayor incidencia de 

patologías de este lecho (186).

Por otro lado, ha sido descripto que en la hipertensión arterial la expresión de 

los canales BKca se encuentra aumentada, tanto en la arteria aorta proveniente de 

ratas espontáneamente hipertensas (185) como en vasos humanos obtenidos de 

pacientes hipertensos (185). Rusch y colaboradores observaron que la expresión 

aumentada del canal BKca puede producirse en forma local en un sector de la 

aorta de rata sometido a altas presiones por disminución de la luz del vaso. Este 

aumento de la expresión en este caso sería independiente de factores humorales 

o regionales y se debería exclusivamente a la acción directa de la presión sobre la 

pared del vaso (187). Se ha observado también, que el efecto contráctil de 

inhibidores de canales BKca, como el TEA e IBTX, es mayor en segmentos 

vasculares provenientes de animales hipertensos, obtenidos por la aplicación de 

distintos modelos, y en algunos casos incluso el efecto es significativo sólo en los 

animales hipertensos y no se observa respuesta en los normotensos (15,188). 

Otra información relevante relacionada es el hecho de que el tono miogénico de 

pequeñas arterias y la vasoconstricción inducida por aumento de presión en la 

microcirculación parecen estar aumentadas en la hipertensión (189). Así, la 

sobreexpresión de los canales BKca asociada a este estado patológico podría ser 

un mecanismo que proteje al organismo del aumento progresivo de la PA
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amortiguando la vasoconstricción local inducida por el aumento de la presión 

global.

La hipertensión arterial pulmonar (HAP) es una anormalidad hemodinámica 

que involucra remodelación de la pared arterial, vasoconstricción, trombosis y en 

última instancia, un aumento de la resistencia vascular pulmonar causada por la 

disminución del lumen de las arterias de pequeño calibre (133). Los mecanismos 

celulares que contribuyen a este proceso son muy complejos y parecen estar muy 

relacionados con defectos de la actividad de canales de K"" y su rol en la 

homeostasis del Ca^'' intracelular (133). Una disminución de la actividad de 

canales de K"" ha sido informada en células provenientes de pacientes con HAP. El 

menor eflujo de K'" produce despolarizacion, mayor influjo de Ca^'' (por canales de 

Ca^'’), que lleva a vasoconstricción y activación del ciclo celular (proliferación 

celular) (133).

Canales catiónicos no selectivos

Los canales catiónicos no selectivos (canales CNS) están formados por 

proteínas de membrana permeables a cationes cuyas propiedades biofísicas, 

farmacológicas y estructurales son muy variables entre los diferentes tejidos. En 

general se ha encontrado que son inhibidos por lantánidos como La "̂" y Gd^'', en 

rangos de concentraciones variables (190).

En los últimos años, en varios trabajos, se ha encontrado que proteínas 

codificadas en los genes denominados trp serían las estructuras moleculares de 

los canales catiónicos no selectivos presentes en algunos tipos celulares 

(191,192). Estas proteínas de membrana pertenecen a la misma línea evolutiva 

que otros tipos de canales bien caracterizados como, por ejemplo, los Kv. Poseen 

seis segmentos de transmembrana y ambos extremos de la cadena polipeptídica 

son intracelulares; por analogía con los canales de K"" se cree que la zona entre 

los segmentos 5 y 6 sería la zona formadora del poro, aunque con menor 

selectividad y que estas proteínas formarían tetrámeros que podrían ser homo o 

heterométricos. También se sabe que poseen en su extremo amino intracelular 

sitios de unión a ankirinas, las cuales son proteínas adaptadoras que se pueden 

acoplar a proteínas del citoesqueleto (espectrinas); esto podría permitir que 

deformaciones celulares por estiramiento puedan ser censadas por el canal.
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Como puede observarse en la figura V, estos canales poseen una larga 

cadena intracelular en su extremo carboxilo terminal con un dominio característico 

denominado sitio TRP. Se han descripto también en varios subtipos de estos 

canales sitios de unión a calmodulina (CaM). En este extremo poseen un sitio 

hidrofílico característico, denominado 8x9, formado por nueve secuencias 

aminoacídicas específicas repetidas varias veces. También poseen una secuencia 

PEST, la cual es una secuencia señal para la degradación de proteínas por 

proteasas dependientes de Ca "̂", característica de los sitios de unión a CaM. 

Además se encuentra otro sitio característico rico en prolina con el dipéptido KP 

repetido 27 veces el cual es importante para la interacción con proteínas, así 

como también un sitio de unión a proteínas INAD (proteínas de anclaje al 

citoesqueleto) en la zona terminal de esta cadena (191).

Ca'
Na‘

Estructura molecular 
de la familia TRP

Figura V: estructura molecular de las proteínas pertenecientes a la familia TRP (191).

Minke y Cook han realizado recientemente una extensa revisión acerca de la 

clasificación y nomenclatura de los diferentes grupos de proteínas y sus
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subfamilias, en la cual se especifica el grado de identidad entre ellas (191). Entre 

los diferentes subtipos de proteínas caracterizadas las denominadas TRP3, TRP6 

y TRP7 son muy similares estructuralmente y forman canales catiónicos no 

selectivos, expresados en músculo liso, cardíaco y en placenta (192). Estos 

presentan una baja permeabilidad al respecto del Na"", son inhibidos por la 

concentración de Ca *̂" intracelular y activados por el diaciiglicerol (DAG). Además, 

en la placenta humana, también se ha encontrado que las proteínas autosómicas 

de tipo policistina-2 constituyen canales catiónicos no selectivos de membrana 

(193). La estructura de esta proteína, que constituye una subfamilia de las 

proteínas relacionadas con la expresión de genes trp y comparte un 25% de 

identidad aminoacídica con las proteínas de tipo TRPC3 y TRPC6, es anómala en 

muchos individuos que presentan enfermedad del riñón poliquístico.

En el músculo liso vascular se ha informado la presencia de canales 

catiónicos no selectivos involucrados en diferentes funciones celulares. Así se ha 

informado la presencia de canales CNS involucrados en la señalización de 

diversos agonistas, activados por depleción de Ca^'’ de los depósitos intracelulares 

y activados por deformaciones mecánica de la membrana celular. Por lo tanto, 

funcionalmente se los puede clasificar en:

Canales catiónicos no selectivos activados por agonistas extracelulares: En 

la revisión realizada por Barritt se detallan evidencias experimentales y 

características de este tipo de canal en diferentes tejidos (39). En dicha revisión el

autor define como canales de activados por receptor a canales catiónicos no 

selectivos, permeables al Ca "̂" cuya actividad depende de la unión de un agonista 

con un receptor, separado estructuralmente del canal iónico y se relacionada con 

el mismo mediante algún mecanismo de acoplamiento.

La activación de canales CNS secundaria a la acción de un agonista puede 

desencadenar distintos mecanismos tendientes a aumentar el Ca^'" intracelular, la 

mayor actividad de estos canales puede aumentar la concentración de Câ "̂  per se 

y/o producir despolarización celular debido al influjo de cationes (Na‘",Ca^‘') y, esta 

despolarización producir la apertura de canales de Ca "̂" operados por voltaje 

aumentando el influjo de Ca "̂". La contribución de cada uno de estos mecanismos 

dependerá de las propiedades de estos canales en cada tipo de tejido 

(selectividad iónica, valor de conductancia, densidad de canales, probabilidad de
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apertura, etc). El flujo de Ca^* y Na* a través de canales CNS puede modificar la 

activación del intercambiador Na/Ca, de la bomba Na/K y de canales de 

activados por Ca "̂" que se encuentren colocalizados estructural o funcionalmente 

con dichos canales (194,195).

En el músculo liso vascular se han identificado canales catiónicos no 

selectivos activados por sustancias vasoactivas como histamina (196), 

neuroquinina A, sustancia P (197) y endotelina (198). Recientemente Inoue y 

colaboradores demostraron que la proteína de tipo TRPC6 es parte esencial del 

canal catiónico activado por el receptor al-adrenérgico en miocitos de vena porta 

de conejo (199).

A este grupo pertenecen también los receptores purinérgicos de tipo P2X de 

los cuales existen varios subtipos. En la arteria umbilical, vena umbilical y arterias 

coriónicas humanas de la zona cercana a la placenta se ha descripto 

recientemente la expresión de los subtipos P2X 1,4,5,y 6 mientras que en la zona 

de la arteria y la vena umbilical más cercana al feto se encontraron los subtipos 

P2X 1,2,4 y 6. Los autores de este trabajo sugieren que el ATP podría participar 

del desarrollo de la contracción de estos vasos durante el parto, debido 

posiblemente a la activación de estos canales (200). Restan determinar las 

propiedades electrofisiológicas de estos canales para conocer sus propiedades 

bioleléctricas y comprender si contribuyen al desarrollo de fuerza en forma directa 

(por ingreso de Ca^'' a través del poro) y/o indirecta (por despolarización y 

activación de los canales de Ca^""). También en las células de músculo liso de 

vena safena humana se encuentran presentes receptores purinérgicos del subtipo 

P2X7, los cuales median una corriente catiónica no selectiva activada por ATP 

produciendo contracción en las células de músculo liso de este vaso (201, 202).

Canales catiónicos no selectivos activados por depleción de depósitos 

intracelulares de Ca '̂": Existen canales CNS, que presentan alta permeabilidad al 

Ca "̂" y son activados por la depleción del retículo sarcoplásmico, se los denomina 

canales operados por depósitos de Ca^'' denominados SOC (del ingles “store- 

operated channeis”) y la corriente iónica a través de este tipo de canal se 

denomina corriente capacitativa de Ca "̂". El mecanismo de activación de estos 

canales aún es desconocido. Se han propuesto mecanismos de activación
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directos, como el acoplamiento estructural del retículo sarcoplásmico con los 

canales de membrana e indirectos, mediados por señales intracelulares (203).

Los canales CNS de este tipo pueden ser afectados por cambios de pH. 

Iwasawa y colaboradores demostraron que, en células de aorta de rata cultivadas 

(A7r5), dos tipos de canales permeables a Ca^'', identificados como catiónico no 

selectivo (Ic a t) y como canal activado por depleción del retículo sacoplásmico 

responsable de la corriente capacitativa (Icrac ), fueron modificados por el pH 

externo, de modo tal que la acidificación disminuyó y la alcalinización aumentó la 

actividad de estos canales (204). En relación con este hallazgo, recientemente se 

ha encontrado que canales CNS sensibles a 2-aminoetoxidifenilborato regulan el 

influjo de Câ "̂  producido por la alcalosis intracelular y mediado por canales de 

Ca "̂" operados por voltaje en células de músculo liso vascular en cultivo (A7r5) 

(205). En cuanto a la estructura molecular, algunos estudios han sugerido que las 

proteínas TRP4 y TRP5 forman canales de tipo SOC (206).

Canales CNS activados por estímulos mecánicos: Estos canales se 

denominan canales mecano-activados o MGC (del inglés “mechanogated 

channeis”) y su activación es modulada directa o indirectamente por un estímulo 

mecánico (207). La deformación mecánica de la membrana celular debida a 

estiramiento, cambios de volumen y presión, entre otros factores, constituye un 

estímulo para canales de tipo CNS que permiten un influjo de Ca^"” con el 

consecuente aumento en la contractilidad. Como se describió anteriormente, el 

desarrollo del tono miogénico implica en su primera fase una despolarización de la 

membrana plasmática en las células de músculo liso de la pared arterial, producto 

del estiramiento de la misma. Sin embargo no se conocen con exactitud las 

estructuras involucradas en dicha despolarización. Se ha postulado que los 

canales CNS mecano-activados son los responsables de esta primer fase en 

algunos lechos vasculares (207). Recientemente, Brayden y colaboradores 

demostraron que la corriente catiónica no selectiva a través de canales tipo TRP6 

es responsable de la despolarización en la respuesta miogénica de arterias 

cerebrales presurizadas de rata (207).

Al igual que en los otros tipos de canales CNS el flujo iónico a través de 

canales mecano-activados puede desencadenar mecanismos regulados por la
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despolarización y/o acoplados al aumento de Ca^* intracelular como por ejemplo la 

activación de canales BKca (195).

El aumento del calcio a través de canales CNS en células de músculo liso 

vascular influye no sólo en el tono contráctil de las células de músculo liso del 

vaso sino también en procesos de proliferación celular como fue demostrado por 

Golovina y colaboradores (208).
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

La investigación en fisiología vascular tiene como objetivo relevante la 

identificación de los mecanismos que median las respuestas contráctiles del 

músculo liso en condiciones fisiológicas, patológicas o ante la administración de 

fármacos. Distintos tipos de canales iónicos, permitiendo y modulando el pasaje 

de iones a través de la membrana celular, participan en la regulación de la función 

contráctil de las células de músculo liso que forman parte de la pared de los vasos 

sanguíneos. En particular, el mantenimiento del potencial de membrana celular, la 

regulación del grado de polarización del mismo y la modulación del influjo de Ca^'' 

y Na'", constituyen algunos de los mecanismos donde dichos canales cumplen un 

rol fundamental.

Este trabajo de Tesis Doctoral tuvo como objetivo central identificar y 

caracterizar las propiedades electrofisiológicas de distintos tipos de canales 

iónicos en células aisladas de músculo liso humano e indagar su participación en 

el mecanismo de contracción y relajación del tejido intacto, con la finalidad de 

producir conocimiento acerca de los mecanismos fisiológicos que sustentan la 

función contráctil del músculo liso vascular humano. En particular, contribuir a la 

caracterización de las propiedades de los canales iónicos de K'" y de los 

mecanismos reguladores de los mismos, en un tipo celular muy poco estudiado 

en este campo, ya sea aportando datos obtenidos en células frescas aisladas 

como a partir de segmentos intactos donde se pueden poner en juego 

mecanismos reguladores intrínsecos de la pared vascular (endotelio, 

subendotelio, uniones “gap”, etc.). De la correlación de los mismos pueden surgir 

indicaciones sobre distintos roles fisiológicos de dichos canales en estos vasos 

humanos. Las arterias umbilicales tienen gran relevancia fisiológica ya que estos 

vasos son responsables de mantener una resistencia al flujo baja para lograr 

recibir alrededor del 40% del volumen minuto cardíaco fetal que se oxigenará 

circulando por la placenta. Con respecto a la arteria mamaria interna humana, el 

objetivo central fue indagar las propiedades del canal de K'" activado por Ca '̂" de 

alta conductancia, su regulación por cambios de pH y la influencia sobre el estado 

contráctil de este vaso que pueda tener este factor. Estos resultados permitirán 

conocer mejor la fisiología de este vaso humano ampliamente utilizado en cirugías 

de revascularización miocárdica.
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MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIALES Y METODOS

1- Determinaciones electrofisiológicas mediante la técnica de patch- 

clamp

1.1- Disociación celular

1.1.1- Disociación enzimática de células de músculo liso de arteria 

mamaria interna humana
Se utilizaron segmentos de arteria mamaria interna humana obtenidos de 

remanentes de cirugía de revascularización miocárdica provistos por el equipo de 

Cirugía Cardiovascular del Hospital San Juan de Dios de La Plata. Los vasos 

fueron mantenidos a 0-4 °C en solución salina fisiológica (NaCI 0,9 %) desde su 

extracción en el acto quirúrgico hasta su traslado a nuestro laboratorio (dentro de 

las 2 horas posteriores). La obtención de miocitos lisos vasculares humanos 

aislados se realizó mediante el siguiente protocolo de disociación celular descrito 

por KIockner para arteria mesentérica humana (209) y utilizado anteriormente en 

nuestro laboratorio para la disociación de vena safena humana (114). En primer 

lugar, se coloca la muestra en un recipiente con solución salina fisiológica para 

separar cuidadosamente el segmento vascular del tejido muscular esquelético y 

conjuntivo adherido. Una vez obtenido el segmento limpio (20-40 mg), se corta en 

porciones de 2 x 2 mm aproximadamente y se coloca el tejido en una solución de 

disociación (SD) de la siguiente composición (en mM): NaCI 140; KH2PO4 1,2; 

MgCL 5; Hepes 5; glucosa 20; y pH 7,4. Luego de 15 minutos se transfiere el tejido 

a un tubo conteniendo 1 mi del mismo medio al cual se le adicionan 2 mg de 

colagenasa, 0,5 mg de proteasa tipo I y 2 mg de papaína. El tubo con el tejido 

permanece en un baño termostatizado a 30 °C durante 30 minutos con agitación 

suave. Luego cada 15 minutos se separa el tejido del medio de disociación que 

contiene las células que se van aislando y se centrífuga; se obtiene así un 

precipitado que se resuspende en el mismo medio SD sin enzimas. Esta 

suspensión se coloca en una cámara donde se realizarán los registros 

electrofisiológicos y se seleccionan las células por su aspecto relajado para 

intentar el logro de sellos con microelectrodos.
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1.1. 2 - Disociación enzimática de células de músculo liso de arteria 

umbilical humana

Se utilizaron segmentos vasculares de arteria umbilical humana obtenidos de 

muestras de cordones umbilicales provistos por los servicios de Obstetricia del 

Sanatorio Argentino de La Plata, del Instituto Médico Platense y del Instituto 

Central de Medicina de La Plata. Se seleccionaron cordones provenientes de 

nacimientos normales a término por partos vaginales o cesáreas. Los cordones 

umbilicales fueron mantenidos a 0-4 °C en una solución conteniendo (en mM): 

NaCI 130; KCI 4,7; COsHNa 24; NaH2P04 1,17; MgS04 1,16; glucosa 6, y pH 7,4; 

desde su obtención hasta su traslado a nuestro laboratorio y fueron utilizados 

dentro de las 24 horas posteriores. Las arterias umbilicales son en primer lugar 

cuidadosamente aisladas del tejido conectivo que las recubre (jalea de Warthon 

del cordón umbilical). La obtención de los miocitos lisos aislados se realiza a partir 

de segmentos de esta arteria mediante un protocolo de disociación celular similar 

al utilizado para la arteria mamaria interna humana. Se coloca un segmento del 

vaso (20-40 mg) cortado en porciones de aproximadamente 2 x 2  mm en la 

solución de disociación (SD). Pasados 15 minutos se transfiere el tejido a un tubo 

conteniendo 1 mi del mismo medio al cual se le adicionan 2 mg de colagenasa y 

0,5 mg de proteasa tipo I. El tubo con el tejido permanece en un baño 

termostatizado a 30 °C durante 25 minutos con agitación suave. Cada 15 minutos 

se separa el tejido del medio de disociación que contiene las células que se van 

aislando, se centrifuga y se obtiene así un precipitado que se resuspende en 

medio SD. Esta suspensión de células se coloca en una cámara donde se 

realizarán los registros electrofisiológicos y seleccionan las células por su aspecto 

relajado para intentar el logro de sellos con microelectrodos adecuados.

1. 2- Registro de corrientes iónicas en células aisladas

1.2.1- Consideraciones generales
Mediante la aplicación de la técnica de “patch-clamp” se registraron 

corrientes iónicas totales en configuración de célula entera o W-C (del inglés 

"whole-cell") y corrientes de canal único en segmentos de membrana en distintas 

configuraciones.

La unidad de “patch-clamp” y, en particular, el tipo de amplificador eléctrico 

que se utiliza en esta técnica permiten registrar corriente o cambios de potencial a
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través del circuito eléctrico que se establece entre un electrodo de Ag/AgCI 

sumergido en una micropipeta de vidrio conteniendo una solución salina, la 

totalidad de la membrana celular o un segmento de membrana según la 

configuración y el electrodo de referencia compuesto por una placa de Ag 

clorurada (Ag/AgCI) sumergida en el líquido que baña las células.

■éltiplificador

Circuito equivalente de la membrana plasmática de una célula. Donde g es la conductancia 
de la membrana a los distintos iones, Cm es la capacitancia de la membrana y E es el valor del 

potencial de equilibrio electroquímico para los distintos iones.

El condensador eléctrico presente de este circuito representa a la bicapa 

lipídica de la membrana mientras que las resistencias o conductancias (g) 

representan las proteínas de membrana que constituyen canales iónicos. Por lo 

tanto una diferencia de potencial aplicada a los lados de este circuito evoca una 

corriente con dos componentes, una capacitiva relacionada con la capacitancia de 

la membrana (condensador) y una resistiva proporcional a las características de 

permeabilidad de los canales iónicos presentes y a la fuerza impulsora de la 

corriente (diferencia entre el potencial de membrana celular y el potencial 

electroquímico del ion transportado). La capacitancia de la membrana (Cm) está 

relacionada con el área de la membrana según la siguiente ecuación y es uno de 

los parámetros que se utilizan comúnmente en electrofisiología para estimar el 

área de membrana celular.
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Cm= 8 A/d

donde

A = área de la membrana

8 = constánte dielétrica

d = espesor de la membrana

Cuando el protocolo experimental exigió reducir la concentración del ión C f 

en las soluciones salinas de llenado de la micropipeta y/o de perfusión se utilizó un 

puente de agar salino para evitar la sumación de potenciales de junta líquida en 

las medidas experimentales (210). Este puente se coloca en forma tal que un 

extremo se encuentre en contacto con el líquido de la cámara experimental que 

contiene las células y el otro extremo con un recipiente con solución salina normal 

donde se coloca el electrodo de referencia (Ag/AgCI). El puente de agar salino se 

realizó llenando un capilar de vidrio con agar preparado al 1,8% PA/ en una 

solución 3 M de KCI.

La técnica de “patch-clamp”, desarrollada por los investigadores Hamill, 

Martin, Neher, Sakmann y Sigworth del Instituto Max-Planck de Alemania (120), 

consiste brevemente en la aproximación de una micropipeta de “patch” a la 

superficie de la membrana de la célula aislada elegida y en el establecimiento de 

un sello de alta resistencia eléctrica (aproximadamente 10 GQ) entre el vidrio de la 

punta de la pipeta y la membrana celular. Esto se logra cuando la superficie de la 

membrana y el vidrio de la micropipeta se ponen en contacto y se aplica una leve 

presión negativa (por tracción del embolo de una jeringa o succión suave) a través 

de una cánula conectada con el interior de la micropipeta. Cuando se trabaja en 

esta configuración denominada C-A (del inglés "cell-attached") no hay acceso al 

interior celular por lo que este se conserva intacto, mientras que la solución de la 

micropipeta se encuentra en contacto con el lado extracelular del segmento de 

membrana celular y por lo tanto del canal presente en dicho segmento. A partir de 

la configuración C-A se pueden obtener el resto de las configuraciones posibles.
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configuración C-A
Succión

Para obtener la configuración W-C (del Inglés “whole-cell”), se aplica mayor 

presión negativa a través de la micropipeta lo cual rompe el sector de membrana 

por debajo de la misma y permite la conexión eléctrica entre el electrodo y el 

interior celular como se muestra en el siguiente esquema.

configuración C-A
configuración W-C

Succión

A partir de la configuración W-C y mediante un movimiento de tracción es 

posible obtener un segmento de membrana aislado en la configuración 0 -0  (del 

inglés “outside-out”), donde el lado externo de la membrana está en contacto con 

la solución de perfusión y la cara interna con la solución de la mocropipeta.

configuración W-C configuración 0 -0

Tracción

A partir de la configuración C-A y mediante un movimiento de tracción es 

posible obtener un segmento de membrana aislado en la configuración 1-0 (del 

inglés "inside-out"), donde el lado interno de la membrana está en contacto con la 

solución de perfusión y la cara externa con la solución de la mocropipeta.

configuración C-A configuración 1-0

Tracción

n
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Para la preparación de las muestras de células aisladas, luego de la 

disociación enzimática, la solución SD conteniendo las células de músculo liso 

aisladas de AUH o AMIH fue colocada en cámaras experimentales de 0,5 mi de 

capacidad con una superficie central de vidrio, la cual facilita la adhesión de las 

células al fondo de la cámara.

Se observaron las células con un microscopio invertido equipado con una 

lente objetivo de 40X (Telaval 3; Zelss, Jena, Alemania) estabilizado 

mecánicamente sobre una mesa antivibratorla (Newport) recubierto con una caja 

de Faraday para filtrar ruidos eléctricos del ambiente. La cámara experimental que 

contiene las células es perfundida con solución extracelular normal a una 

velocidad constante 0.5 ml/min mediante un sistema multivía de perfusión 

continua. En este sistema las soluciones alcanzan la cámara por gravedad desde 

varios reservónos conectados mediante cánulas flexibles a una pipeta multivía que 

se moviliza mediante un micromanipulador (Leitz). El líquido es retirado de la 

cámara mediante succión por una bomba de vacío. La pipeta de perfusión se 

posicionó muy cerca de la célula a ensayar y la cámara fue perfundida durante 15 

minutos con la solución control de cada experimento antes de comenzar con los 

registros eléctricos. Luego de cada experimento la cámara conteniendo la célula 

ensayada se reemplazó por otra con células nuevas. Para realizar los registros 

eléctricos se seleccionaron las células que estuvieran relajadas (aspecto liso) con 

forma ahusada y adheridas al vidrio de la cámara. Los datos se obtuvieron entre 4 

y 6 horas luego de la disociación celular. Todos los experimentos fueron realizados 

a temperatura ambiente 20 °C).

Las micropipetas fueron realizadas con capilares de vidrio WPI PG52165-4 

en un sistema de estirado (“puller”) vertical a dos fases (PP-83, Narishige 

Scientific Instrument Laboratories, Tokio, Japón). La resistencia de las mismas 

estuvo en el rango de 2 a 4 UQ. medida en solución extracelular normal (ver 

composición más adelante). La micropipeta se movilizó mediante un 

micromanipulador de precisión (Huxiey-Style precisión MX310R, Newport). El 

electrodo de referencia adecuadamente clorurado se colocó dentro de la solución 

del baño.

La señal de corriente eléctrica o de potencial en función del tiempo, se filtró 

adecuadamente con un filtro tipo Bessel de 8 polos y se registró con un 

amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, CA). Los datos fueron
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convertidos mediante una placa conversora A/D - D/A (DIGIDATA 1200 - Axon 

Instruments) y almacenados en el disco duro de una computadora para su análisis 

posterior con un programa apropiado. Todos los componentes del equipo se 

conectaron a tierra adecuadamente con el fin de disminuir el ruido eléctrico 

durante los experimentos. En la siguiente figura se esquematizan las conexiones 

entre los componentes de la unidad de “patch-clamp”.

Esquema de la unidad de “patch-clamp”

1.2.2- Registros de corrientes totales en configuración W-C

Como se puede observar en el esquema de la figura 3 en la sección anterior, 

en configuración W-C, la solución salina de la micropipeta difunde hacia el interior 

celular y mediante la aplicación de un protocolo de fijación de voltaje es posible 

registrar la corriente macroscópica total que fluye a través de la sumatoria de 

canales presentes en toda la superficie de la membrana celular (modo “voltage- 

clamp” o fijación de voltaje). En esta configuración es también posible registrar el 

valor de potencial de membrana de reposo o en respuesta a un estímulo fijo de 

corriente (modo “current-clamp” o fijación de corriente).

En este trabajo se realizaron registros de corriente y de potencial en 

configuración W-C en células musculares lisas de AUH.

Para registrar corrientes iónicas totales se aplicaron protocolos de voltaje 

de dos tipos;
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Protocolos de voltaje en pulso: cambio discreto instantáneo del valor de 

potencial desde un valor determinado (potencial de mantenimiento) que se 

mantiene durante un cierto tiempo y luego retorna también en forma instantánea al 

valor inicial:

Cl
>  Tiempo

V m antenim iento

Protocolo de voltaje en rampa: cambio continuo del valor de potencial 

aplicado a una cierta velocidad durante un determinado período de tiempo desde 

el valor de potencial de mantenimiento:

V nnantenim iento

Estos protocolos se generan con el programa Clampex (pClamp6) y se 

aplican en forma automática según las necesidades experimentales.

Las corrientes obtenidas en esta configuración fueron filtradas a 2 kHz y 

digitalizadas a una frecuencia de muestreo de 40 kHz (en los experimentos con 

protocolos de pulsos de voltaje) y a 5 kHz (en los experimentos con protocolos de 

rampas de voltaje). Los valores de la resistencia en serie estuvieron en el rango 

de 10 a 15 MQ y fue compensada electrónicamente al 70 % en la mayoría de los 

experimentos.

La componente capacitiva de la corriente evocada por un pulso de potencial 

fue compensada electrónicamente antes de realizar los registros en cada 

experimento y a partir de esta compensación el programa realiza el cálculo del 

valor de Cm.
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El análisis de los datos obtenidos fue realizado empleando el programa 

Clampfit (pClamp6) que permite en primer lugar visualizar, luego del experimento, 

el archivo de corriente correspondiente en función del tiempo, obtener el valor de 

Cm en unidades de pF y realizar el tratamiento de los datos que se considere 

necesario. En este trabajo, utilizando este programa, se realizaron curvas que 

relacionan los valores de corriente en función del valor de voltaje aplicados en 

diferentes pulsos (curvas l-V) y ajustes de las corrientes evocadas en función del 

tiempo a diferentes tipos de curvas (exponencial, sigmoidea, etc.) con el fin de 

cuantificar las características cinéticas de la corriente estudiada.

1.2.3- Registros de canal único

Se utilizaron las configuraciones C-A, l-O y 0 -0  previamente descritas para 

obtener registros de corriente de canal único con el fin de estudiar las propiedades 

de canales selectivos al ión en células de músculo liso de AMIH y AUH. La 

elección de la configuración utilizada se realizó en base a las características 

particulares de cada experimento considerando la necesidad de

♦  mantener el medio intracelular intacto (C-A)

♦  modificar la composición del medio intracelular (l-O)

♦  modificar la composición del medio extracelular (0 -0 )

En la sección de resultados se especifican la configuración y las soluciones 

utilizadas en cada experimento.

Se realizaron registros de la actividad de canal único con una duración de 30 

a 60 segundos a distintos potenciales constantes. Los diferentes valores de 

potencial fueron aplicados directamente desde el amplificador del equipo. La señal 

proveniente del amplificador fue filtrada a 2 kHz y digitalizada a 16 kHz.

El análisis de los datos se realizó con los programas Fetchan y Pstat 

(pClamp 6). Se detalla a continuación la metodología de análisis utilizado para la 

obtención de los parámetros que describen las características de canal único que 

luego son presentados en los resultados.

Cálculo de la conductancia iónica del canal: La conductancia de un canal 

es un valor empírico que se obtiene a partir de la amplitud de la corriente de canal 

único dividida por la fuerza impulsora de la corriente, la cual corresponde a la 

diferencia entre el potencial aplicado a la membrana menos el potencial 

electroquímico para el ion permeante (121). Entonces, a partir de los registros de
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corriente obtenidos, se miden los valores de amplitud de la corriente (i) para cada 

valor de potencial aplicado (V) y se construye un gráfico i versus V que relaciona 

estos parámetros según la siguiente expresión:

ii= Yi(V-Ei)

Donde

ij= corriente de canal único

V= potencial aplicado

Yi= conductancia iónica de canal único

Ei= potencial de equilibrio electroquímico para el ion i, obtenido mediante la 

aplicación de la ecuación de Nernst considerando las concentraciones iónicas 

utilizadas en el experimento.

De esta forma, si es posible ajustar por cuadrados mínimos los valores del 

gráfico a una recta, se realiza el cálculo de la pendiente de la misma, 

obteniéndose el valor de conductancia del canal (y) en unidades de pS (pA/pV). En 

los casos donde la relación l-V no se ajusta completamente a una relación lineal a 

todos los potenciales ensayados, y se calcula entre los potenciales que muestran 

una relación l-V lineal y se informa el rango de potenciales empleados. Además, 

como el valor y puede variar según las concentraciones iónicas a los lados de la 

membrana, éstas también debe informarse en cada caso.

Cálculo de la probabilidad de apertura (Po): La actividad de un canal 

iónico es un fenómeno estocástico por lo que la misma se cuantifica en términos 

de probabilidad de apertura del canal.

La probabilidad de apertura (Po) de un canal puede ser modificada por 

numerosos factores como el potencial de membrana, sustancias químicas y 

deformaciones mecánicas de la membrana, entre tantos otros.

La Po se define como la relación del tiempo que un canal iónico pasa en 

estado abierto dividido por el tiempo total (tiempo en estado abierto más tiempo en 

estado cerrado). En la mayoría de los experimentos la probabilidad de apertura se 

estima con el parámetro NPo, donde N es el número total de canales presentes en 

el segmento de membrana (ya que en general se observan entre 2 y 5 niveles de 

corriente por segmento de membrana) y Po es la probabilidad de apertura 

individual del canal. Para calcular este parámetro se tomaron siempre registros de
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corriente de canal único de una duración de 30 segundos (tiempo total) y a partir 

de estos registros se realizaron histogramas de amplitud de corriente mediante el 

empleo del programa Fetchan. Utilizando el programa Pstat se ajustaron los 

histogramas de amplitud de corriente con curvas de Gauss mediante la aplicación 

del método de cuadrados mínimos en forma gráfica. Para esto se seleccionó el 

centro y el ancho del histograma en forma manual realizando pruebas hasta 

obtener un ajuste aceptable. A partir de los valores de las áreas de los picos del 

histograma correspondientes al estado cerrado (pico en el valor más cercano a 0 

pA de amplitud) y a los distintos estados abiertos se calculó el valor de NPo 

mediante la siguiente expresión (2 1 1 ):

NPo = (Ai + 2A2+...+nAn)/ (A© + Ai + A2 +... A©)

Donde Ao es el área bajo la curva de amplitud del histograma que 

corresponde ai estado cerrado del canal y A i, A2... AnSon las áreas a los n niveles 

abiertos de los canales.

1.3- Composición de las soluciones utilizadas en los experimentos de 

“patch-clamp”

1.3.1- Soluciones extrace lula res utilizadas como solución de perfusión 

en los experimentos realizados en configuración W-C

^  Solución extraceluiar normal (SEN): Composición en mM: 150 NaCI;

5,4 KCI; 1,2  MgCb: 1 CaCb: 20 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con 

una solución concentrada de NaOH.

^  Solución extracelular con 5 mM de 4-aminopiridina (SE-5mM 4-APV 

solución SEN en la cual 5 mM de NaCI fueron reemplazados por 4-AP. 

Composición en mM: 145 NaCI; 5,4 KCI; 5 MgCb; 1 CaCb; 20 glucosa; 5 HEPES y 

5 4-aminopiridina; el pH fue ajustado a 7,4 con una solución concentrada de HCI.

^  Solución extraceluiar con 20 mM de tetraetilamonio (SE-20mM TEA): 

solución SEN en la cual 20 mM de NaCI fueron reemplazados por cloruro de
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tetraetilamonio. Composición en mM: 130 NaCI; 5,4 KCI; 5 MgCb; 1 CaCb; 20 

glucosa: 5 HEPES y 20 cloruro de tetraetilamonio: el pH fue ajustado a 7,4 con 

una solución concentrada de NaOH.

^  Solución extracelular con bajo Cr (SE-baio CH: Solución SEN en la 

cual se redujo la concentración del ion Cr reemplazando una proporción del NaCI 

por gluconato de sodio. Composición en mM: 30 NaCI: 5,4 KCI: 1,2 MgCb: 1 

CaCb: 20 glucosa: 5 HEPES y 120 mM gluconato de sodio: el pH fue ajustado a

7.4 con una solución concentrada de NaOH

^  Solución extracelular con 142 mM de Cs~" (SE-142 mM Cs""): solución 

en la cual el único catión extracelular presente es el Cs"". Composición en mM: 142 

CsCI: 5 HEPES: 0,5 MgCb y 10 glucosa: el pH fue ajustado a 7,4 con una solución 

concentrada de CsOH.

^  Solución extracelular con 142 mM de (SE-142 mM solución 

en la cual el único catión extracelular presente es el Li*. Composición en mM: 142 

LiCI: 5 HEPES: 0,5 MgCl2 y 10 glucosa: el pH fue ajustado a 7,4 con una solución 

concentrada de LiOH.

^  Solución extracelular con 142 mM de Na'" (SE- 142 mM Na~"): 

solución en la cual el único catión extracelular presente es el Cs^. Composición en 

mM: 142 NaCI: 5 HEPES: 0,5 MgCl2 y 10 glucosa: el pH fue ajustado a 7,4 con 

una solución concentrada de NaOH.

^  Solución extracelular con 142 mM de Tris'' (SE- 142 mM Tris''): 

solución en la cual el único catión extracelular presente es el Tris'". Composición 

en mM: 142 trizma base: 5 HEPES y 0,5 MgCl2:10 glucosa: el pH fue ajustado a

7.4 con una solución concentrada de HCI.
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^  Solución extracelular con 60 mM de (SE- 60 mM solución 

SE- 142 mM Cs'’ en la cual 60 milimoles de CsCI por litro de solución se 

reemplazaron por CaCb. Composición en mM; 82 CsCI; 5 HEPES; 0,5 MgC^jlO 

glucosa y 60 CaCL: el pH fue ajustado a 7,4 con una solución concentrada de 

CsOH.

^  Solución extracelular con 60 mM de Bâ "~ (SE- 60 mM Ba^'"): solución 

SE- 142 mM Cs"" en la cual 60 milimoles de CsCI por litro se reemplazaron por 

BaCla. Composición en mM: 82 CsCI; 5 HEPES; 0,5 MgC^ilO glucosa y 60 BaCb: 

el pH fue ajustado a 7,4 con una solución concentrada de CsOH.

^  Solución extracelular con TrisCI (SE-Tris): solución SEN donde todo 

el NaCI fue reemplazado isosmóticamente por TrisCI. Composición en mM: 150 

Trizma base, 5,4 KCI; 1,2 MgCb: 1 CaCL; 20 glucosa y 5 HEPES; el pH fue 

ajustado a 7,4 con una solución de HCI al 37% PA/.

^  Solución extracelular conTrisCI sin calcio (SE-Tris 0 Ca^'"): solución 

SEN en la cual todo el NaCI fue reempazado isosmóticamente por TrisCI y se 

omitió el agregado de CaCb. Composición en mM: 150 Trizma base; 5,4 KCI; 1,2 

MgCb; 20 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con una solución de HCI al 

37% PA/.

^  Solución extracelular con alto magnesio (SE-alto Mq̂ ~"): solución SEN 

en la cual el MgCb fue aumentado a 5 mM. Composición en mM: 142,5 NaCI; 5,4 

KCI; 5 MgCb; 1 CaCb; 20 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con una 

solución concentrada de NaOH.
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1.3.2- Soluciones intracelulares utilizadas como solución de llenado de 

la micropiteta en configuración W-C

^  Solución intraceiular normal (SIN): Composición en mM: 130 KCI; 5 

Na2ATP; 1 MgCb; 10 glucosa; 0,1 EGTA y 20 HEPES; pH fue ajustado a 7,3 con 

una solución concentrada de NaOH.

^  Solución intraceiular con CsCI (SICs): Composición en mM: 130 

CsCI; 5 Na2ATP; 1 MgCb; 10 glucosa; 0,1 EGTA y 20 HEPES; pH fue ajustado a 

7,3 con una solución concentrada de NaOH.

^  Solución intraceiular con Cs'" como único catión (SI-142 mM 

C¿}:Composición en mM: 142 CsCI; 5 HEPES; 10 EGTA y 0,5 MgCb; pH fue 

ajustado a 7.3 con una solución concentrada de CsOH.

1.3.3- Soluciones utilizadas en ios experimentos de canal único

^  Solución extracelular normal (SEN): ver composición en 1.3.1

Solución intraceiular normal (SIN): ver composición en 1.3.2

^  Solución de perfusión (B1 ): Composición en mM: 140 KCI; 0,5 MgC^; 

1 EGTA; 10 HEPES y 10 glucosa; el pH fue ajustado a 7,4 con una solución 

concentrada de NaOH. En algunos experimentos se modificó la concentración del 

ion Ca *̂" libre presente en la solución B1 ( a pH 7,4) y en otros experimentos se 

varió el pH manteniendo la concentración de Ca^'' libre constante. Para calcular la 

cantidad de CaCb agregada a cada pH para lograr las distintas concentraciones 

del ion Ca "̂" libre se utilizó un programa de cálculo personal.

^  Solución de la pipeta (B2): Composición en mM: 140 KCI; 0,5 MgCb; 

1 CaCb; 10 HEPES y 10 glucosa; el pH fue ajustado a 7,4 con una solución 

concentrada de NaOH.

^  Solución alto potasio (SAKV Composición en mM: 130 KCI; 0.5 

MgCl2; 1 CaCb; 10 HEPES y 10 glucosa; el pH fue ajustado a 7,4 con una 

solución concentrada de NaOH.
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2- Determinación de fuerza isométrica en anillos vasculares intactos

2.1- Consideraciones generales

A partir de segmentos vasculares aislados de AUH y AMIH se obtuvieron 

anillos de aproximadamente 30 mm de largo. En el caso de la AMIH se obtuvieron 

entre 1 y 3 anillos por muestra y en el caso de la AUH 4 o más por muestra. Los 

anillos vasculares son colocados en cámaras termostatizadas a 37 °C sujetos 

mediante alambres rígidos en forma isométrica con uno de los extremos fijo y el 

otro conectado a un transductor de fuerza (Letica TRI 201; Letica Scientific 

Instruments, Barcelona, España).

Los anillos fueron sumergidos en las cámaras de aproximadamente 20 mi de 

capacidad conteniendo la solución control de cada experimento y se estabilizaron 

durante 60 minutos, con o sin estiramiento según cada experimento, con cambios 

sucesivos de la solución control cada 20 minutos. En la mayoría de los 

experimentos los anillos se estiraron inicialmente hasta una señal de fuerza de 2 

gF y en esas condiciones se estabilizaron durante 60 minutos. En otros 

experimentos se modificó la longitud inicial de estiramiento de los anillos con los 

micrómetros del equipo que permiten modificar cuantitativamente la longitud de 

estiramiento (mínima variación: 10 pm).

Las cámaras se termostatizaron en todos los experimentos a 37 °C mediante 

un baño calefaccionado impulsado por una bomba y la solución fue burbujeada 

con una mezcla de 95 % de CO2 y 5% de O2 (carbógeno) o con O2 según la 

solución utilizada en cada experimento (ver más adelante).

transductor de

Esquema de la cámara experimental utilizada en los experimentos de determinación de 
fuerza en anillos vasculares aislados.
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En el laboratorio se cuenta con 4 cámaras experimentales y un amplificador 

de 4 canales (WPI). La fuerza desarrollada en las distintas intervenciones fue 

digitalizada con una placa adquisidora (DT16EZ o DT302, Data Translation Inc., 

MarIboro.MA) mediante el programa Labtech Notebook Pro (Laboratory 

Technology Corp., Wilmington, MA) y convertida por una placa conversora A/D 

(DT2801 Data Translation, Inc. Mariboro, MA) con visualización a tiempo real en la 

pantalla de una computadora. Los datos fueron grabados en el disco duro de la 

computadora para la posterior lectura de los registros. La recuperación de los 

registros y las determinaciones de fuerza de contracción y relajación se realizaron 

con un programa de cálculo adecuado (Origin 7.0). La fuerza desarrollada se 

expresó en gF en algunos experimentos, mientras que en la mayoría de las series 

experimentales se normalizó con el peso del anillo y se expresó como la fuerza 

desarrollada en gramos fuerza por gramo de tejido (gF/gT).

2.2- Composición de las soluciones utilizadas

2.2.1-Experimentos en anillos vasculares de AMIH

^  Solución extracelular normal (SEN): Composición en mM: 150 NaCI;

5,4 KCI; 1,2  MgCb: 1 CaCl2; 20 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con 

una solución concentrada de NaOH. Esta solución se burbujea con O2.

En algunos experimentos se utilizó esta solución a distintos valores de pH, el 

cual fue ajustado a 6,8 o 7,8 modificando las alícuotas de solución concentrada de 

NaOH utilizadas para llevar a pH la solución.

En otros experimentos se reemplazaron 20 mM de NaCI por NH4CI o por 

propionato de sodio en forma isosmótica.

2.2.2- Experimentos en anillos vasculares de AUH

Solución Krebs-Rinaer bicarbonato (KRB): Composición en mM: 130 NaCI; 

4,7 KCI; 24 NaCOaH; 1,17 Na2P04H; 1,16 MgS04: 1,6 CaCb y 11 glucosa. Esta 

solución se burbujea con carbógeno obteniéndose a 37 °C un valor de pH de 7,4.

Solución KRB con balo Na~" (KRB balo Na~̂ V solución SKR en la cual el NaCI 

fue isosmóticamente reemplazado por D(+)-sacarosa. Composición en mM: 260 

D(+)-sacarosa; 4,7 KCI; 24 NaCOaH; 1,17 Na2P04H; 1,16 MgS04; 1,6 CaCl2 y 11 

glucosa. Burbujeada con carbógeno (37 °C, pH:7,4).
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Solución KRB con alto magnesio (KRB-alto solución SKR en la cual el 

MgS04 fue aumentado a 5 mM. Composición en mM: 126 NaCI; 4,7 KCI; 24 

NaCOsH; 1,17 Na2P04H; 5 MgS04¡ 1,6 CaCb y 11 glucosa. Burbujeada con 

carbógeno (37 °C, pH:7,4).

Solución KRB sin CaCM KRB sin Câ ~"): solución SKR sin el agregado de 

CaCl2. Composición en mM: 130 NaCI; 4,7 KCI; 24 NaCOsH; 1,17 Na2P04H; 5 

MgS04: y 11 glucosa. Burbujeada con carbógeno (37 °C, pH:7,4).

Solución KRB con distintas concentraciones de KCI: solución SKR en la cual 

se reemplaza el NaCI isosmóticamente por distintas concentraciones de KCI (20, 

40, 60 y 80 mM). Estas soluciones se denominaron SKR-20 mM K"", SKR-40 mM 

K"", SKR-60 mM K"" y SKR-80 mM K'' respectivamente y fueron burbujeada con 

carbógeno (37 °C, pH:7,4).

3- Determinación de presión de perfusión en segmentos vasculares 

intactos

3.1- Consideraciones generales

Este tipo de determinaciones se realizaron mediante el siguiente método 

experimental: un segmento de cordón umbilical de 3-4 cm se coloca en una 

cápsula de Petri con solución KRB. Se diseca cuidadosamente una longitud de 

aproximadamente 1 cm de una de las arterias umbilicales y se la canula con un 

catéter de Tygon (0,06 pulgadas de diámetro). Se coloca el cordón canulado en 

una platina termostatizada y se lo perfunde con una bomba peristáltica tipo 

Masterflex C/L, mientras se mide continuamente la presión de perfusión con un 

transductor de presión (Gould-Statham P23Gb) conectado a la línea de perfusión 

justo antes del punto de canulación. La solución efluente del extremo no canulado 

de la arteria se recoge en un reservorio de 15 mi de capacidad suspendido de un 

transductor de fuerza. Las señales de presión y fuerza se amplifican y adquieren 

mediante una plaqueta analógico-digital conectada a una computadora, donde se 

almacenan para posterior análisis. Se obtiene la derivada de la señal del 

transductor de fuerza (peso del líquido del reservorio), lo que provee una 

estimación muy precisa del flujo de perfusión en forma continua. El cociente entre 

la presión de perfusión y el flujo permite calcular continuamente la resistencia al 

flujo ejercida por la arteria umbilical. Un experimento típico consiste en estabilizar
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el preparado durante 60 minutos al menor flujo de perfusión posible (« 0,7 ml/min), 

y luego modificar la solución de perfusión o la velocidad de perfusión para 

observar posibles cambios en la resistencia de la arteria.

5 % CO, 
95 % o ,

SKR
transductor de 
presión

\ transductor de 
fuerza

bomba de 
perfusión

cordón umbilical |  
humano

Presión

Peso del 
reservorio

dP/dT=flujo

Esquema del equipo utilizado para la determinación de presión de perfusión en segmentos
vasculares intactos.

3.2- Soluciones utilizadas

Solución Krebs-Ringer bicarbonato (KRB): Ver composición en 2.4.2. 

Burbujeada con carbógeno (37 °C, pH:7,4). En algunos experimentos se varió la 

concentración de CaCb de 1,6 a 0,4; 0,8 o 1,2  mM.

Solución KRB sin CaCI?_(KRB sin Ver composición en 2.4.2.

Burbujeada con carbógeno (37 °C, pH:7,4).

Solución KRB con 80 mM de (KRB-80 mM K'"): Ver composición en 2.4.2. 

Burbujeada con carbógeno (37 °C, pH:7,4).

4- Drogas v reactivos utilizados

Las siguientes drogas fueron adquiridas en Sigma Chemical Co.:

Cloruro de tetraetilamonio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP), iberiotoxina (IBTX), 

floretina, ácido etilenglicol-bis(P-aminoetil eter) N,N,N’,N’,-tetraacefico (EGTA), 

apamina, Tris(hydroxymethyl)amlnoethane (Trizma base), Na2ATP, nitroprusiato 

de sodio (SNP), Br-GMPc, GMPc, nifedipina, CsCI, BaCb, NiCb, GdCla, LaCb, 

MgCb, y todas las enzimas utilizadas en las disociaciones celulares. La sustancia
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mesilato de KB-R7943 fue de marca Tocris Inc. Todas las demás drogas utilizadas 

fueron de grado analítico.

Alícuotas de soluciones acuosas concentradas de TEA, IBTX, apamina, 

KBR, floretina, SNP, Br-GMPc, BaCb, GdCb, LaCb y MgCb fueron adicionadas a 

las soluciones correspondientes en el momento del experimento. En los 

experimentos donde se utilizó nifedipina y nitrendipina se procedió igual pero la 

solución concentrada fue preparada en dimetil-sulfóxido (DMSO).

5- Análisis estadístico

Los resultados son expresados como valor medio ± ESM en todos los 

gráficos de este trabajo. El análisis estadístico utilizado dependió del protocolo 

experimental. Si los grupos comparados eran solo dos se usó un Test de Student 

no paramétrico (t): apareado, cuando los valores a comparar son de la misma 

célula o el mismo anillo (antes y después de una intervención experimental) y no 

apareado cuando los valores comparados corresponden a distintas muestras.

Se utilizó análisis ANOVA de una vía (no paramétrico) seguido por un Test 

de Tukey para comparar medias de más de dos grupos experimentales. En el 

caso de comparar varios grupos contra un mismo grupo control se utilizó un Test 

de Dunnett.

Se utilizaron los programas Prism 3.0 y Sigma-stat para realizar estas 

pruebas estadísticas.

Para estudiar la independencia entre grupos de células de AMIH tratadas y 

no tratadas con IBTX se utilizó un test paramétrico de Chi-cuadrado.

Se utilizó siempre un nivel de significancia con p<0.05.
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Caracterización electrofisiológica de células de músculo liso 

aisladas de arteria umbilical humana (AUH)

Registros de corrientes iónicas macroscópicas

La caracterización electrofisiológica de las células de músculo liso de AUH 

comenzó con una primera etapa donde se realizó el estudio de las corrientes 

iónicas macroscópicas evocadas por cambios en el potencial de membrana. Se 

aislaron las células mediante disociación enzimática, y se perfundieron con una 

solución extracelular normal (SEN). En estas condiciones se registraron las 

corrientes iónicas totales mediante la aplicación de protocolos de fijación de voltaje 

en configuración de célula entera o W-C (del inglés “whole-cell”) utilizando una 

solución intracelular normal con un contenido de Ca '̂" libre de 100 nM (SIN). Estas 

soluciones permiten trabajar en condiciones iónicas similares a las fisiológicas y, la 

composición iónica de las mismas, ha sido detallada en la sección “materiales y 

métodos”.

En los protocolos de fijación de voltaje utilizados en la primera serie de 

experimentos se mantuvieron las células en un valor de potencial de -60  mV 

(denominado potencial de mantenimiento) a partir del cual se aplicaron estímulos 

de voltaje en el rango de valores entre -140 y +120 mV en incrementos de 10 mV. 

En respuesta a este protocolo, a partir de valores de estímulo de -50  mV, las 

células de músculo liso de AUH evocaron una familia de corrientes iónicas 

positivas (salientes) cuya amplitud y cinética fueron dependientes del voltaje y del 

tiempo. En un alto porcentaje de células se observó también a potenciales 

negativos entre -50  y -140 mV, la presencia de corrientes negativas (entrantes) 

independientes del tiempo y del voltaje. La figura 1A muestra un ejemplo típico de 

todas las corrientes salientes y entrantes evocadas por el protocolo de voltaje La 

dependencia de la amplitud de la corriente con el voltaje se muestra en la figura 

IB, este gráfico se denomina curva corriente-voltaje o l-V  y muestra, para los 

valores de potencial entre -50  y +80 mV, una relación de tipo exponencial 

creciente, típica de corrientes iónicas a través de canales sensibles al voltaje, 

activados por la despolarización. A  valores mayores que +80 mV, se observa una
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disminución en la amplitud de la corriente, característica de corrientes sensibles al 

Ca "̂" intracelular. Sin embargo, en la región de valores de potencial más negativos 

que -50  mV, la curva presenta una relación lineal característica de corrientes cuya 

activación es independiente del voltaje. Esta curva nos permite además obtener 

un valor estimado del valor de potencial de membrana de reposo (Vm), ya que el 

mismo se corresponde con el punto de corriente total igual a cero de la curva. En 

estas células el valor obtenido por interpolación de esta curva fue de -51 mV.

B

-140 mV Vm (mV)

Figura 1: A- Ejemplo típico de registro de corriente total, evocada por pulsos de voltaje en el 
rango de valores entre -140 y +120 mV en incrementos de 10 mV desde un potencial de 

mantenimiento de -60  mV. B- Curva l-V promedio en las mismas condiciones que en A, corriente 
medida al final del pulso (n=61 células de 26 cordones umbilicales).

La dependencia del tiempo de las corrientes salientes se cuantificó 

determinando la cinética de activación de la corriente evocada por el pulso de 

voltaje de +60 mV durante los primeros 130 ms. Se eligió dicho tiempo ya que se 

observó que el estímulo de voltaje instantáneo genera una corriente que tiene una 

primer fase de crecimiento que dura aproximadamente 150 ms para luego alcanzar 

un valor estable durante el resto del pulso. Se ajustaron los valores de corriente en 

función del tiempo con una curva exponencial de primer orden y se obtuvo así la 

constante de tiempo (leo) como parámetro cuantitativo de la cinética de activación 

de la corriente total (figura 2A). Los valores de leo hallados resultaron variables 

entre las distintas células ensayadas, obteniéndose valores en el rango de 1 a 

57,6 ms. La dispersión en los valores dexeo se observó aún en células 

pertenecientes a una misma muestra de AUH. En la figura 2B se puede observar
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la frecuencia de distribución de este parámetro hallado en las distintas células 

estudiadas.

B

1= a+b e
(k-t)/T0o

Ts,; 6.5

Xa,: 22.3 ms

Figura 2: A- Ajuste exponencial de primer orden de los primeros 130 ms de registros típicos 
de corriente total a +60 mV. B- Frecuencia de distribución de la constante de tiempo (xeo) de las 

distintas células ensayadas (n=61 células de 26 cordones umbilicales).

En todas las células se obtuvo el valor de la capacitancia de la membrana 

celular utilizando el circuito que ofrece para este fin el amplificador de señales. 

Esta herramienta permite compensar eléctricamente la componente capacitiva de 

la corriente evocada por un pulso de potencial y a partir de ese valor obtener la 

capacitancia de la célula (Cm). Este es un parámetro importante ya que depende 

del área de la membrana celular (según se detalló en la sección de materiales y 

métodos) y permite obtener una estimación del tamaño celular, así como calcular 

las propiedades bioeléctricas celulares referidas al área total de membrana 

(densidad de corriente, densidad de canales etc.). En nuestros experimentos los 

valores de capacitancia obtenidos en las células ensayadas fueron homogéneos 

(32,7± 1,2 pF, n=61), indicando que no existiría diferencia en el valor del área total 

de la membrana entre las células.
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Caracterización farm acológica: La corriente total evocada por el protocolo 

de voltaje anteriormente descripto fue sensible a los bloqueantes inespecíficos de 

canales de potasio 20 mM de tetraetilamonio (TEA) y 1 mM de BaC^. La presencia 

de TEA (SE-20 mM TEA) o de BaCL en la solución de perfusión produjo, sobre la 

corriente total evocada por un pulso a +60 mV, un efecto inhibitorio de 82,1 ± 6,8 

% (n=6, p<0.05) y 86,0 ± 5,0 % (n=5, p<0.05), respectivamente. Este resultado 

indica que la mayor parte de la corriente saliente en estas células es llevada por el 

ion K”". Para confirmar esto, y conociendo que el ion Cs^ es incapaz de permear a 

través de los canales selectivos para el K'', se realizaron experimentos utilizando 

Cs'’ como principal ión en la solución intracelular (SICs). En estas condiciones se 

obtuvieron corrientes de menor amplitud, independientes del tiempo y del voltaje 

en respuesta al mismo protocolo de voltaje. (Corriente evocada en Cs"̂  vs K*"; 176 

± 38 vs 2101 ± 6 1 5  pA, a +60 mV, n = 11  células, p<0.05). En la figura 3 se 

muestran corrientes típicas evocadas por el mismo protocolo de voltaje utilizando 

K"" o  Cs"̂ como principal ion intracelular; en la misma se pueden observar las 

características (amplitud, dependencia del voltaje y del tiempo) de las corrientes 

evocadas.

SIN

O pA

SICs

50 ms

O pA

50 ms

Figura 3; Ejemplos típicos de corriente total, utilizando o Cs"" como principal catión 
intracelular, evocada por pulsos de voltaje en el rango de valores entre -140 y +100 mV en 
incrementos de 10 mV desde un potencial de mantenimiento de -40  mV.
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En base a las características de las corrientes totales encontradas se decidió 

estudiar en primera instancia los canales de K"’ responsables de la corriente total y 

en una segunda etapa estudiar las propiedades de la corriente que se observa 

cuando el ión K'' ha sido reemplazado por el ión Cs'". Por lo tanto, utilizando las 

condiciones iónicas cercanas a las fisiológicas descritas anteriormente (soluciones 

SIN y SEN) se investigó la presencia de corrientes de K'' transitorias, 

denominadas con las siglas Ito o U en el músculo cardíaco y liso y también Ia en 

las neuronas. Estas corrientes presentan como características generales una 

cinética de activación rápida que lleva a un máximo de corriente y luego decae en 

el tiempo debido a la inactivación rápida de los canales iónicos responsables de la 

misma. Utilizando protocolos de fijación de voltaje adecuados se pueden poner en 

evidencia este tipo de corrientes. El protocolo que se aplicó en este caso 

despolarizaba a la célula mediante pulsos de voltaje de +60 mV, precedidos por un 

pulso de potencial de condicionamiento de 1 segundo a valores entre -1 0 0  y -2 0  

mV con incrementos de 20 mV; los prepulsos de condicionamiento permiten la 

remoción de la inactivación de canales iónicos que presenten la propiedad de 

inactivarse con la despolarización, como es el caso de los canales que median la 

corriente Ito- Los resultados obtenidos en células de músculo liso de AUH no 

mostraron evidencias electrofisiológicas de corrientes de este tipo y un ejemplo 

típico de este experimento se muestra en la figura 4, este comportamiento se 

repitió en todas las células donde se aplicó dicho protocolo (n=15).

-100 mV

Figura 4: Ejemplo típico del protocolo para corrientes tipo Ijo
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La presencia de canales de K"" de tipo Kv y BKca se estudió mediante el uso 

de diferentes drogas comúnmente utilizadas como bloqueantes de los distintos 

tipos de canales de en células de músculo liso vascular (1 1 1 ).

La sustancia 4- aminopiridina (4-AP) a una concentración de 5 mM es una 

base débil utilizada en numerosos trabajos para bloquear la corriente de de tipo 

Kdr (IKdr) en células de músculo liso vascular. Se estudió el efecto de este 

bloqueante sobre las corrientes totales evocadas por pulsos de voltaje desde -80  

hasta +60 mV aplicados en incrementos de 10 mV desde un potencial de 

mantenimiento de -60  mV en condiciones control (soluciones SIN y SEN) y luego 

de la perfusión de la células con una solución que contiene 5 mM de 4-AP (SE- 5 

mM 4-AP). Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

* En 7 células que presentaban una corriente total con cinética de activación 

rápida con un valor promedio de leo de 12,8 ± 3,2 ms, la 4-AP (5 mM) Inhibió 

significativamente la corriente evocada por pulsos de voltaje en el rango de -30  a 

+60 mV (92 ± 4 % de bloqueo a 0 mV, p<0.05). La figura 5A muestra un ejemplo 

típico del efecto inhibitorio de la 4-AP sobre un registro de corriente total y la curva 

l-V promedio en condiciones control y en presencia de la droga.

* En 9 células que presentaban una corriente total con cinética de activación 

lenta (xeo media: 27,2 ± 5,2 ms, p<0.05 comparada con el primer grupo) la 4-AP 5 

mM no produjo bloqueo y aumentó significativamente la amplitud de la corriente 

evocada por potenciales en el rango de +10 a +60 mV (108 ± 40 % de aumento de 

la corriente a +60 mV, p<0.05).

Cuando se ensayó la 4-AP a concentraciones menores (0.3 y 1 mM) no se 

observó ningún efecto significativo sobre las corrientes.

En segundo lugar se estudió el efecto del TEA, el cual a bajas 

concentraciones (hasta 1 mM) es utilizado como bloqueante de canales de tipo 

BKca en células de músculo liso vascular (111, 212). En la AUH, TEA 1 mM redujo 

la corriente total en 71 ± 4 % medida a +60 mV (n = 4 células, p< 0.05), mientras 

que una concentración menor (0.1 mM) no logró inhibirla significativamente. La 

figura 5B muestra un ejemplo típico del efecto inhibitorio del TEA 1 mM sobre un 

registro de corriente total y la curva l-V promedio en condiciones control y en 

presencia de la droga.
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(pA/pF)

Control

B
Control TEA1 mM

I (pA/pF)

Figura 5: A- Ejemplo típico del efecto inhibitorio de la 4-AP (5 mM) sobre un registro de corriente 
total y curva l-V en condiciones control y en presencia de la droga, Corriente medida al final del 
pulso y normalizada por la capacitancia de la célula. (* indica diferencia significativa del valor en 
condición control, n= 7 células). B- Ejemplo típico del efecto inhibitorio de TEA (1 mM) sobre un 
registro de corriente total y curva l-V promedio (iguales condiciones que en 5A) en condiciones 

control y en presencia de la droga. (* indica diferencia significativa del valor en condición control,
n= 4 células).

La IBTX es una toxina que posee alta especificidad para inhibir el canal de 

tipo BKca- Utilizada en una concentración de 100 nM redujo significativamente la 

corriente total en un 32 ± 9 % en 4 de 7 células ensayadas, mientras que en las 

otras 3 células no tuvo efecto. Se realizaron experimentos adicionales 

aumentando la dosis de IBTX a 200 nM y exponiendo primero las células a 4-AP 5 

mM, observándose que en estas condiciones IBTX inhibió la corriente en todas las 

células ensayadas (64 ± 7 % de inhibición medido a +60 mV, p < 0.05, n = 4 

células, figura 6A). En estos experimentos, y a partir del cálculo de la pendiente de 

la curva l-V para la corriente sensible a IBTX, se obtuvo la conductancia total de la 

célula (a valores de potencial despolarizados de +30 a +60 mV) para el canal de 

tipo BKca. El valor obtenido fue de 1207,5 ± 58,2 pS/pF (figura 6B).
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control

I (pA/pF)

IBTX 200 nM

B

Figura 6: A- Ejemplo típico del efecto inhibitorio de IBTX (200 nM) sobre un registro de 
corriente total y la curva l-V promedio en condiciones control y en presencia de la droga. 

Corriente medida al final del pulso y normalizada por la capacitancia de la célula. {* indica 
diferencia significativa del valor en condición control, n= 4 células). B- Curva l-V promedio para la 
corriente sensible a IBTX (n= 4 células). Ajuste lineal entre los potenciales de +30 a +60 mV para 

obtener la conductancia total de la célula para el canal de tipo BKca-

Se evaluó también la presencia de canales de K'' de tipo SKca estudiando 

sobre la corriente total el efecto de apamina 100 nM, una toxina que bloquea 

específicamente este tipo de canal. Los resultados muestran que dicha toxina no 

tiene efecto en estas células (lapam¡na= 108 ± 20 pA/pF, Icontror 110 ± 24 pA/pF, a 

+60 mV, n =7, N.S.).

Tal como se mostró en la figura 3 cuando en configuración W-C se inhiben 

por completo las corrientes de K"" (mediante la utilización de Cs"" como catión 

intracelular principal) las células de músculo liso de AUH presentan una corriente 

independiente del tiempo y del voltaje cuyas características se presentan a 

continuación:

La aplicación de una serie de pulsos de voltaje desde -140 hasta +100 mV a 

partir de un potencial de mantenimiento de ^ 0  mV evocó una familia de corrientes 

cuya amplitud y cinética de activación son independientes del tiempo y del voltaje 

aplicado, si bien se puede observar que la amplitud posee una pequeña 

dependencia del potencial a valores muy negativos. La relación l-V promedio
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obtenida en estas condiciones es lineal y presenta un valor promedio de potencial 

de reversión cercano a 0 mV (-2,1 ± 1,2 mV, n =15 células). El potencial de 

reversión indica el valor de potencial al cual la corriente neta a través de la 

membrana es Igual a cero.

En la figura 7 se muestra la curva l-V promedio correspondiente a las células 

ensayadas en presencia de Cs"".

Figura 7: Curva l-V promedio en presencia de Cs'’ como principal ion intracelular
(n=11 células).

Estas características se corresponden con las de una corriente mediada por 

canales catiónicos no selectivos o mediada por iones simétricamente distribuidos a 

los lados de la membrana.

Considerando que en presencia de Cs'" en la solución intracelular la corriente 

evocada es independiente del tiempo y del voltaje, se estudiaron sus propiedades 

mediante la realización de protocolos de fijación de voltaje a incremento continuo, 

denominadas rampas de voltaje, durante 1,6 segundos desde -140 hasta +100 mV 

partiendo de un potencial de mantenimiento de -40 mV.

En primer lugar se ensayó la sensibilidad de esta corriente a Gd^"" y La^'', 

ambas sustancias con probados efectos inhibitorios sobre los canales catiónicos 

no selectivos en diferentes tipos celulares (190).

El efecto de GdCIs se evaluó en el rango de concentraciones de 0,001 a 200 

pM, en células perfundidas con SEN (control) y luego de la perfusión con 

diferentes concentraciones de Gd "̂". Se encontró que esta sustancia inhibe la 

corriente, en forma independiente del voltaje, a todas las concentraciones
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ensayadas. En la figura 8 se observa el efecto de Gd^"" expresado como 

porcentaje de inhibición de la corriente obtenido a distintos potenciales a todas las 

concentraciones ensayadas.
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Figura 8: Porcentajes de bloqueo por obtenidos a distintos potenciales a todas las
concentraciones ensayadas.
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Se realizó entonces una curva dosis-respuesta a Gd̂ "̂  a un valor de potencial 

fijo (-40 mV), como se puede observar en la figura 9A. Esta relación se ajustó 

utilizando una ecuación de tipo sigmoidea obteniendo una curva que muestra que 

el efecto inhibitorio de Gd^"" depende de la concentración. El valor de 

concentración inhibitoria correspondiente al 50% de bloqueo {DI50) fue de 1,05 pM. 

En la figura 9B se muestra un ejemplo representativo del efecto inhibitorio que 

produce una concentración saturante de Gd "̂" (100 pM) sobre la corriente evocada 

por la rampa de voltaje. El efecto de Gd^"" no fue reversible luego de 15-20 minutos 

de lavado, siendo ésta una característica del bloqueo por Gd^”" descripta en otros 

estudios (116, 203).
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B
l(pA)

Figura 9: A- curva dosis-respuesta para el efecto bloqueante de Gd^”" sobre la corriente 
total (Cs'" como principal catión intracelular), expresado como corriente relativa en presencia de 

Gd̂ "" (lGd3+/lcontroi) (n=6 en cada punto). B- Ejemplo representativo del efecto inhibitorio que 
produce una concentración saturante de Gd '̂" (100 pM) sobre la corriente.

También se ensayó el efecto de una concentración saturante de Gd^*" sobre 

la corriente registrada en células de músculo liso de AUH dializadas con solución 

SIN (K'' como ion principal en el medio intracelular) y con el potencial fijo a -40  

mV. Esta situación experimental nos permitió evaluar los efectos del Gd^'" en una 

condición iónica más fisiológica (en comparación con los registros en presencia del 

ion Cs"") y a un valor de potencial que simula la condición de potencial de 

membrana de reposo en una célula de músculo liso vascular. La corriente fue 

inhibida significativamente con 100 pM de Gd "̂" y este efecto resultó no reversible 

luego de 15 minutos de lavado con solución normal. El valor promedio de este 

efecto y un ejemplo se muestran en la figura 10.

o pA

l i
SI___

10s

control 1Q0 M-M Ci,Gd

Figura 10: ejemplo típico del efecto de Gd "̂" (100 pM) sobre la corriente de W-C registrada 
en células dializadas con solución SIN y con el potencial fijo a -40  mV. La barra representa el 

valor promedio de este efecto expresado como porcentaje de bloqueo, * indica diferencia
significativa de cero (n = 8, p<0,05).
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Antes y durante la perfusión con SEN y con se anuló

momentáneamente el modo de fijación de voltaje y se midió el potencial de 

membrana de las células observándose un efecto hiperpolarizante de Gd^"" sobre 

el potencial de membrana. En presencia de Gd^"" el potencial de membrana se 

hiperpolariza 12,5 ± 4,7 mV respecto del valor en situación control (SEN) (n =6 

células, p<0.05).

El ion La '̂", ensayado a una concentración de 100 pM, induce un bloqueo 

significativo sobre la corriente evocada por las rampas de voltaje. Esta corriente es 

también sensible al Mg '̂", ya que cuando la concentración de MgCb se aumentó 

en la solución extracelular desde 1 mM (condiciones control) a 5 mM (SE-alto 

Mg^""), la corriente se redujo significativamente. La figura 11 muestra un ejemplo 

típico y los valores medios de bloqueo inducidos por 100 pM de Lâ *" y 5 mM de 

Mg '̂" medidos a -40 y +40 mV.

A
I(PA) |(pA)
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-100 

-200
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50

0

-50

-100

-40 mV

-t-40 mV

O control
o  5 mM Mg^

Figura 11: A- Ejemplo típico y valores medios de bloqueo inducidos por La^"' medidos a -40 
y +40 mV. (* indica diferencia significativa del control, n= 4, p<0,05). B- Ejemplo típico y valores 
medios de bloqueo inducidos por el aumento de la concentración de MgC^ medidos a -40 y +40 
mV. (* indica diferencia significativa del control, n=6, p<0,05).
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A continuación, basados en las características electrofisiológicas y en la 

sensibilidad farmacológica de esta corriente, se decidió indagar sobre la 

selectividad de esta corriente en las células de músculo liso de AUH.

En nuestras condiciones experimentales las soluciones intra y extracelular 

poseen concentraciones similares de ión CI' y, por lo tanto el potencial teórico de 

equilibrio electroquímico de este ión (Eci- = -4,8 mV) es cercano al potencial de 

reversión (Erev) observado para esta corriente (-2,1 mV). Se indagó entonces, en 

primer lugar la posible contribución del ión Cr a la corriente observada. Para esto 

se realizaron experimentos donde se modificó el gradiente para este ion, utilizando 

la solución SEN-bajo Cr. En esta solución el CI' extracelular se redujo a una 

concentración de 39,8 mM con el objeto de producir un corrimiento del Eci- a 

valores más positivos (de -4 ,8  mV a +30,2 mV). En estas condiciones se obtuvo 

un valor de Erev de la corriente total de -5 ,4  ± 0,9 mV (n=4) en condiciones control 

y de -3,1 ± 0,3 mV (n=4) en condiciones de gradiente de CI' modificado. Basados 

en que el resultado encontrado fue un pequeño corrimiento del Erev en dirección 

opuesta a la esperada, asumimos que el CI* no contribuye a esta corriente.

Habiendo excluido la posibilidad de que se trate de una corriente de CI*, y 

sabiendo que la sensibilidad farmacológica se corresponde con una corriente 

catiónica no selectiva (CNS) se estudió en profundidad la relación de 

permeabilidades para cationes mono y divalentes. Se realizaron experimentos en 

condiciones tales que siempre hubiesen sólo dos cationes presentes (condiciones 

bi-ionicas) con el objeto de poder aplicar la ecuación de Goldman Hodgkin Katz 

(GHK) de la Teoría del Campo Constante (213) para el cálculo de las 

permeabilidades relativas.

En el caso de los cationes monovalentes se utilizó la solución intracelular Sl- 

142 mM Cs”" conteniendo como único catión monovalente Cs"" y se midió el Erev de 

la corriente en presencia de soluciones extracelulares conteniendo Cs"", Li"", Na'' o 

Tris'' como únicos cationes extracelulares (soluciones SE-142 mM Cs'', SE-142 

mM Na"', SE-142 mM Li'' o SE-142 mM Tris"', ver métodos). Los valores de Erev, en 

cada caso, se obtuvieron de la corriente evocada por las rampas de potencial 

aplicadas sobre distintas células en las diferentes condiciones bi-iónicas 

descriptas. A partir de los valores de Erev promedios obtenidos, es posible calcular
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la permeabilidad relativa al Cs"" para los distintos iones (Px/Pcs) utilizando la 

ecuación de GHK, que para esta situación se simplifica a la siguiente expresión:

Cs ~  (CSjnt/Xext) © X p(E fevP ^P T )

Donde
Xext= concentración de Cs*, Na*, Li* o Tris* presentes en la solución externa

CSint= concentración de Cs* en la solución intracelular

Erev= valor de potencial de reversión promedio expresado en volts (V)

F= constante de Faraday { 9,648 x 10"* C mol'^)

R=constante de los gases (8,315 J mol’’ )

T= temperatura absoluta (298,16 °K)

En la siguiente tabla se muestran los valores medios de Erev obtenidos y la 

permeabilidad relativa respecto al ion Cs"" calculada aplicando la ecuación 

anteriormente descripta para los distintos iones ensayados.

X
i

Erev Px/Pcs
Cs+ -0,20 ± 0,56 mV (n=23) 1

Na^ -18,66 ± 1,45 mV (n=6) 0,9

Tris''
u _________ ___

-4,10 ± 0,76 mV (n=10) 0,5

1
-10,16 ± 1,48 mV (n=6) 0,7

Para obtener la relación de permeabilidad de los cationes divalentes se utilizó 

la ecuación de GHK para la situación de una mezcla de un ión monovalente (en 

nuestro caso Cs'') y uno divalente (Ca^'' o Ba "̂")

P«/Pcs=
(1+exp(-FE„yRT){Cs,,-CsJexp(-FE,,yRT)]})

(4{X,„ exp(-2FE,JRT)]-X,„J)
Donde
Xext = concentración de Ca^* o Ba^* presentes en la solución extracelular

Xint = concentración de Ca^* o Ba^* en la solución intracelular

CSint = concentración de Cs* en la solución intracelular

Csext = concentración de Cs* en la solución extracelular

Erev = valor de potencial de reversión promedio expresado en volts (V)

F = constante de Faraday ( 9,648 x 10"* C mol'^)
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R = constante de los gases (8,315 J mol'^) 

T = temperatura absoluta (298,16 °K)

Los valores de Erev se obtuvieron utilizando la misma solución intracelular, 

que en el caso de los iones monovalentes, con Cs"" como único catión intracelular 

(SI-142 mM Cs''), y considerando un valor aproximado de la concentración del ión 

divalente intracelular de 1 nM. La elección de las concentraciones extracelulares 

del catión monovalente y divalente se hizo mediante la realización de curvas 

teóricas obtenidas de la aplicación de la ecuación para diferentes mezclas de 

iones (figura 12).
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(1+exp(-FE,JRTXC^„-Cs,Jexp(-FE,JRT)]})

(4{X,„exp(-2FEJRT)]-X;j)
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Figura 12: Curvas teóricas obtenidas de la aplicación de la ecuación de Goldman Hodgkin 

Katz de la Teoría del Campo Constante para diferentes mezclas de iones.
(abreviaturas: ver del texto)

En base a las curvas teóricas obtenidas se seleccionó la concentración de 60 

mM para el catión divalente y de 82 mM para el monovalente como una mezcla 

adecuada, ya que en este caso pequeñas variaciones de la medida experimental 

del Erev no influyen significativamente en el calculo del valor de Px/Pcs- Trabajando 

con estas soluciones extracelulares, que se denominaron SE- 60 mM Ca "̂" y SE- 

60 mM Ba "̂", se obtuvieron los siguientes valores de Erev y de Px/Pcs^
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X j Erev Px/Pcs

C a -  1 -1,57 ± 0,76 mV (n=5) 0,7

Ba^^ -1,37 ± 0,64 mV (n=6) 0.7

Los resultados obtenidos para cationes mono y divalentes indican la 

siguiente relación de permeabilidad para la corriente CNS en las células de AUH:

Px/Pcs: 1 :0 ,9: 0,7: 0,7: 0,7: 0,5

donde X= Cs"", Na'', Li'', Ca^'', Ba^''y Tris"  ̂ respectivamente.

Además, a partir de estos valores se puede calcular la permeabilidad relativa 

entre el Na'' y el Câ "̂  obteniéndose un valor de PNa+/Pca2+ = 1,3.

Las concentraciones de Na'' y de Ca^'' en la SEN son 150 y 1 mM 

respectivamente, en esta condición similar a la fisiológica se trató de poner en 

evidencia si la corriente entrante evocada por una rampa de voltaje, puede ser 

llevada por estos dos cationes. Se registró la corriente en presencia de SEN 

(control) y luego de la perfusión con una solución sin Na'' (SE-Tris). Se observó 

que la sustitución completa del Na'' por Tris'' redujo significativamente la corriente 

entrante (-67,3 ±11,4 %, medida a -40 mV, n =7 células, p<0.05) mientras que la 

corriente saliente permaneció inalterada (-5,1 ± 14,0 %, medida a +40 mV, n =7 

células, N.S., figura 13A). En concordancia con este resultado, se observó un 

corrimiento del Erev de la corriente hacia valores hiperpolarizados de potencial, 

(Erev control= -1,7 ± 0,8 mV, Erev Tris''= -18,9 ± 4,8 mV, n=7 células, p<0,05). Se 

aplicaron luego rampas de voltaje en células perfundidas con solución sin Na'' con 

1 mM de Ca^'' (SE-Tris) o sin adición de CaCb a la solución extracelular (SE-Tris-0 

Ca^''). La figura 13B muestra un registro típico de la corriente medida en estas 

condiciones donde puede observarse que la solución SE-Tris-0 Ca^'' produce una 

disminución de la corriente entrante de 69,8 ±8 ,8  % respecto de la corriente en 

presencia de SE-Tris (medida a -40 mV, n=9 células, p<0,05) mientras que la 

corriente saliente no fue modificada (-2,1 ± 9,2 %, medida a +40 mV, n=9 células, 

N.S.). El Erev medido en SE-Tris-0 Ca^'' también fue significativamente modificado
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hacia valores más hiperpolarizados de potencial comparado con el valor alcanzado 

por el reemplazo sólo del Na'' (Erev en SE-Tris= -22,1 ±3 ,0  mV, Ereven SE-Tris-0 

Ca^''= -32,9 ± 1,9 mV, n=9 células, p<0,05). Estos datos indican que tanto el Na'' 

como el Ca^'' son capaces de llevar la corriente entrante a concentraciones 

similares a las fisiológicas.

B

Vm(mV) Vm(mV)

Figura 13: A- Ejemplo típico de corriente total evocada por rampas de potencial en 
presencia de SEN (control) y luego de la perfusión con una solución sin Na"" (SE-Tris). En el 
recuadro se observa el corrimiento del Erev en presencia de SE-Tris con respecto a SEN. B- 

Ejemplo típico de corriente total evocada por rampas de potencial en presencia de solución sin 
Na^, con 1 mM de Câ "̂  (SE-Tris) o sin adición de CaCb a la solución extracelular (SE-Tris-0 
Ca^'’). En el recuadro se observa el corrimiento del Erev en presencia de SE-Tris-0 Ca^ ’̂ con

respecto a SE-Tris.
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Registros de canal único

Los resultados presentados en la sección anterior obtenidos en 

configuración de célula entera o W-C mostraron que una gran parte de la corriente 

total en estas células es sensible a la IBTX, lo cual indica que la componente de 

corriente sensible a IBTX es mediada por canales de K'" de tipo BKca- Se presenta 

a continuación el estudio realizado para caracterizar las propiedades de canal 

único del canal de K'" de tipo BKca en las células de músculo liso de AUH.

En primer lugar se trabajó en configuración 0 -0  (del ingles “outside-ouf) con 

un gradiente de concentración de K"" asimétrico similar al utilizado para los 

registros de corriente macroscópica (130 mM y 5 mM en contacto con la región 

intracelular y extracelular del segmento de membrana, respectivamente). Se utilizó 

la solución SIN en la micropipeta y SEN en el baño. En estas condiciones se 

aplicaron protocolos de fijación de voltaje durante 30 segundos que permiten 

mantener constante el potencial a los lados de la membrana durante el tiempo 

determinado. Se observaron corrientes de canal único de diferente amplitud a 

valores de potencial de membrana entre -30 y +50 mV, destacándose que a cero 

mV existía actividad de canales iónicos como se espera para corrientes llevadas 

por el ion K"" en condiciones de gradiente asimétrico. Debido a que el canal BKca 

es de alta conductancia, se esperaría que las corrientes de canal único de mayor 

amplitud correspondiesen a este canal. Asumiendo esto se seleccionaron, en un 

grupo de células, los niveles de corriente de mayor amplitud para cada valor de 

potencial aplicado y se construyó la curva l-V promedio. La figura 14 muestra 

registros representativos obtenidos en esta configuración a distintos potenciales y 

la curva l-V promedio para este canal. Mediante el ajuste de la misma con la 

ecuación de una recta, se obtuvo el valor de la pendiente, el cuál estima la 

conductancia del canal único (y). El valor obtenido fue de 124 ± 4 pS (n=111, 24 

células).
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Figura 14: Registros representativos obtenidos en configuración 0 -0  a distintos 
potenciales y curva l-V promedio para este canal. (C indica el nivel de corriente para el estado

cerrado del canal)

Varios trabajos muestran que, en condiciones de K"" el valor de conductancia 

que presenta el canal BKca es mayor, un valor típico es de aproximadamente 250 

pS (214). Teniendo en cuenta esta propiedad se estudió la conductancia del canal 

en los dos tipos de gradiente de K'" (asimétrico y simétrico). Para esto, una vez 

registrada la actividad del canal en gradiente asimétrico de K"", se cambió la 

concentración extracelular de dicho ion perfundiendo con una solución que 

contenía 130 mM de K"" (solución SAK), y se registró así la actividad del mismo 

canal en condiciones de gradiente simétrico de K*". Este procedimiento permitió 

medir la amplitud de la corriente de canal único en ambas condiciones de 

gradiente de K"" para diferentes valores de potencial. La figura 15 muestra la 

evidencia directa del cambio en el nivel de corriente en ambas condiciones 

experimentales y la curva l-V obtenida para una célula. El valor de conductancia 

obtenido a partir de la curva l-V promedio en K'" simétrico fue de 216 ± 4 pS (n=16, 

4 células).
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Y= 1 2 4± 4  pS

20 ms

130 mM K ^ . /5 m M  K \

Y = 217± lOpS

1
20 ms

130 mM K l / 1 3 0 m M

B (PA)

Figura 16: A- Registro típico en 0 -0  mostrando la evidencia directa en una célula del 
cambio en el nivel de corriente cuando se modifica el gradiente para el ion (Kext= concentración 

externa de K", Kjnt= concentración interna de K""). B- Curva l-V obtenida para esta célula en la
condición de Kext = K¡nt= 130 mM.

Sensib ilidad al Ca^* y al volta je: Otras dos propiedades características de 

este tipo de canal son la sensibilidad al voltaje y al Câ "̂ . Para estudiar estas 

propiedades se trabajó en configuración l-O (del inglés “inside-out”) con gradiente 

simétrico para el ion K"" (solución B1 para la perfusión y solución B2 en la 

micropipeta). En estas condiciones el valor promedio de conductancia para el 

canal BKca fue de 274 ± 7 pS (n=47, 8 células). Los registros de la actividad de 

canal único en configuración 1-0 realizados a diferentes valores de potencial 

aplicado permitieron observar que la actividad de este canal aumenta con el valor 

de potencial. La figura 16 muestra esta propiedad del canal.
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Figura 16: Registros de la actividad de canal único en configuración l-O, en presencia de 
solución B1 en el baño y solución B2 en la micropipeta, realizados a diferentes valores de 

potencial aplicado y curva l-V promedio para esta condición. C indica el nivel de corriente para el
estado cerrado del canal)

En relación a la sensibilidad al Ca^ ’̂ de este canal, en primer lugar se observó 

que, utilizando solución B1 para la perfusión (la cual contiene una concentración 

estimada de Ca^'' libre de 10 nM) y solución B2 en la micropipeta, el pasaje de la 

configuración de C-A (del inglés “cell-attached”) a 1-0 muestra una disminución de 

la actividad del canal. Esta disminución puede deberse a la diferente 

concentración de Ca^'" a la que se encuentra expuesta la cara interna del 

segmento de membrana en las dos configuraciones (Ca "̂  ̂ Intracelular en C-A y 

aproximadamente 10 nM en l-O). La figura 17 muestra un registro del pasaje de C- 

A a l-O.

C-A l_0

m i 2,5 ms

W l M

100 ms

~ 1 S

Figura 17: Registro continuo en una célula durante el pasaje de la configuración de C-A a l-O.
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Se estudió entonces, la sensibilidad al Ca "̂" en configuración 1-0 

manteniendo constante el valor de potencial aplicado y variando la concentración 

de Ca^'' en contacto con el lado interno de la membrana. Se encontró que la 

probabilidad de apertura del canal medida como NPo a + 20 mV aumentó 

significativamente de un valor de 0,000625 ± 0,000498 (n=8 células) en 

condiciones control (solución B1 conteniendo una concentración libre de calcio 

estimada en 10 nM) a 0,424 ± 0,137 (n=7 células) cuando se perfundió con una 

solución B1 cuya concentración de Ca^'' libre fue aumentada a 1 pM. La figura 18 

muestra un registro típico de la activación del canal por Ca '̂" y los histogramas de 

amplitud de la corriente a partir de los cuales se obtienen los valores de NPo (ver 

métodos).
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Figura 18: Registros típicx)s en condición control, luego de la activación del canal por Câ "" 
y luego del lavado; también se muestran los histogramas de amplitud de la corriente a partir de

los cuales se obtienen los valores de NPo.
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La sensibilidad farmacológica se estudió evaluando el efecto de los 

bloqueantes de la corriente macroscópica (TEA e IBTX) sobre los registros de 

canal único.

En configuración 0 -0  y en las mismas condiciones de gradiente de K"" 

asimétrico o simétrico descritas anteriormente, la aplicación de TEA 1 mM 

extracelular redujo la amplitud de la corriente aumentando el nivel de ruido del 

estado abierto, observándose luego un bloqueo total de la corriente (n=4 células 

en ambos casos). Este tipo de bloqueo es completamente reversible y 

característico del TEA que actúa como un bloqueante de alta velocidad. La figura 

19 muestra uno de estos experimentos de bloqueo en configuración de 0 -0 .

í t U ' Í T i

15 segundos 85 segundos

Ol
3-

40 ms

control TEA 1 mM

Figura 19: Experimento típico del bloqueo de la corriente en configuración de 0 -0  por TEA
1 mM en el tiempo.

En configuración C-A utilizando SEN como solución de perfusión y SAK en 

la micropipeta el canal presentó una conductancia de 106 ± 3 pS (n=72, 30 

células). En estas condiciones, la IBTX en concentración 100 nM se utilizó para 

confirmar la identidad del canal. Para realizar estos experimentos la micropipeta se 

llenó con solución SAK en el sector más cercano a la punta y con la misma 

solución conteniendo IBTX 100 nM en la zona posterior, esperando que por 

difusión hacia la punta entraran en contacto la toxina y la proteína del canal 

presente en la membrana celular. El resultado fue el bloqueo del canal en el total 

de las células ensayadas, las cuales mostraron actividad inicial, que luego 

disminuyó en un tiempo aproximado de 5-25 minutos (NPo 2m¡n= 0,197 ± 0,031, p< 

0,05 y NPo 15 min= 0, n = 6 células). La figura 20 muestra la curva l-V promedio 

para el canal BKca en estas condiciones y un ejemplo típico del bloqueo por 100 

nM de IBTX.
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B
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NPo=0,498
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Figura 20: Curva l-V promedio para el canal BKca en configuración C-A y un ejemplo típico 
del bloqueo por 100 nM de IBTX en el tiempo.

Estudio del efecto del oxido nítrico sobre el canal BKca en AUH: Lovren 

y colaboradores demostraron que el óxido nítrico o NO (del inglés “nitric oxide”) 

relaja la arteria umbilical humana, en parte debido a la activación de canales de 

K'", ya que este efecto es inhibido por 4-AP (boqueante de corrientes de tipo Kdr) y 

por TEA (bloqueante de canales de tipo BKca) (79). En base a estos resultados se
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decidió estudiar el efecto del nitroprusiato de sodio o SNP (del inglés “sodium 

nitroprusiate”), una sustancia dadora de NO, sobre la actividad del canal BKca 

previamente caracterizado en las células aisladas de AUH.

Se trabajó en configuración C-A con solución SEN en el baño para permitir 

que las células pudieran establecer su potencial de membrana y se utilizó solución 

SAK en la micropipeta.

Cuando las células fueron perfundidas con solución SEN con 10 pM de SNP 

se observó un aumento significativo de la probabilidad de apertura del canal BKca 

luego de 15 minutos de acción de la droga (figura 21).

40 mt

control

5 min 10min 15min

Icontroli

Figura 21: registros típicos de corriente en condición control y luego de la perfusión con 10 
pM de SNP en configuración C-A (a 0 mV). Las barras representan los valores medios de la NPo 

± EMS para la condición control y a distintos tiempos de perfusión con SNP.

Se ensayó también en C-A el efecto del Br-GMPc, un análogo del GMPc 

capaz de permear las membranas celulares, observándose que la perfusión con 1 

mM de Br-GMPc produjo un aumento significativo en la NPo del canal BKca a los 5 

minutos de acción (figura 22).
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Figura 22: Se muestran registros de corriente típicos (a 0 mV) en condición control y luego 
de la perfusión con 1 mM de Br-GMPc Las barras representan los valores medios de la NPo ± 
ESM para la condición control y a distintos tiempos de perfusión con Br-GMPc. (* indica diferencia 
significativa del control, p<0,05)

Para explorar si el SNP o el GMPc tienen algún efecto directo sobre la 

proteína de canal o estructuras muy próximas en la membrana plasmática, se 

utilizó la configuración l-O en condiciones de K"" simétrico. En estas condiciones 

no se observó ningún efecto directo de 10 pM de SNP (NPo SNP = 0,014 ± 0,007 

vs NPo control = 0,015 ± 0,007; n = 5 células, N.S.) ni de 1 mM de cGMP (NPo 

GMPc = 0,030 ± 0,013 vs NPo control = 0,026 ± 0,01; n = 5 células, N.S.) sobre la 

actividad del canal.
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Estudio de la función contráctil de la arteria umbilical humana

Las células de músculo liso y del endotelio que forman la pared vascular 

tienen un rol fundamental en los múltiples mecanismos que se ponen en juego en 

la regulación del diámetro de los vasos sanguíneos. En esta sección se 

describirán los resultados obtenidos mediante experimentos de mecánica vascular 

“in vitro” utilizando segmentos aislados de arteria umbilical humana (AUH).

La primer serie de experimentos se realizó con el objetivo de estudiar el 

desarrollo de fuerza isométrica en anillos vasculares de AUH. Una vez conectados 

los anillos vasculares al transductor de fuerza, fueron sometidos a un estiramiento 

de 2 gramos fuerza (gF), lo que constituye un procedimiento estándar 

ampliamente utilizado en este tipo de experimentos con segmentos vasculares 

(215, 79, 216). Este protocolo produjo una respuesta al estiramiento caracterizada 

por una relajación rápida y transitoria seguida de una contracción de desarrollo 

lento que se estabilizó en el término de 30 minutos y luego se mantuvo constante 

por tiempos prolongados. La respuesta promedio para un total de 15 anillos se 

muestra en la figura 23.
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Figura 23: fuerza media desarrollada por los anillos de AUH en respuesta a un estiramiento de 2 
gF en función del tiempo (n=15 anillos para todos los tiempos estudiados).

En estas condiciones y luego de 1 hora de estabilización de la respuesta al 

estiramiento, se reemplazó la solución Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) normal 

presente en la cámara de experimentación por una solución sin CaCb (KRB sin 

Ca^‘") observándose que la remoción del del medio extracelular relaja los 

anillos vasculares en forma significativa, indicando que la contracción observada 

se trata de una respuesta activa sensible al Ca "̂" externo (Figura 24).
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KRB- sin Ca"

l

Figura 24: Registro típico mostrando la relajación inducida por la remoción del Ca^'' de la solución 
del baño en anillos de AUH estirados a 2 gF. La barra representa el valor medio de la relajación 

normalizada por el peso del anillo (gF/gT) ± ESM para esta respuesta, * indica diferencia 
significativa de cero (n= 21 anillos, p<0,05).

A partir de esta primera evidencia de respuesta activa de la pared vascular al 

estiramiento, se realizó una segunda serie de experimentos con el objetivo de 

estudiar la sensibilidad de dicha respuesta al Ca^'' y a distintos grados de 

estiramiento. Se utilizaron anillos vasculares en condiciones isométricas 

estabilizados durante 1 hora sin estiramiento inicial en las siguientes condiciones:

- solución KRB sin Ca "̂"

- solución KRB con 0.4 mM de CaCl2

- solución KRB con 0.8 mM de CaCb

- solución KRB con 1.2 mM de CaCb

- solución KRB con 1.6 mM de CaCl2

Luego del período de estabilización se estiraron los anillos, mediante el uso 

del micrómetro del equipo, hasta la mínima longitud que evoca una señal de fuerza 

(Lo) y a partir de ese punto se realizaron estiramientos sucesivos incrementando la 

longitud del estiramiento (Ly) y registrando la fuerza en forma continua. De todos 

los experimentos se calculó la fuerza en unidades de g fuerza (gF) por g de peso 

de tejido (gT) para valores de Ly/U entre 1,00 y 2,25. Con los datos promedio 

obtenidos mediante este protocolo se realizaron las curvas fuerza-longitud para 

cada una de las diferentes concentraciones de Câ "̂  externo descriptas.
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400-

300-

200-
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Fuerza= A+B (Lx/Lo)

1.0 “ T1.2
1

1.4 1.6 1.8 20  22

C a' = 1.6 mM

Ca^*= 0 mM

24  26

Lx/Lo

A = -304,36±56,18  

B = 266,84131,74

A = -73,215,39  

B = 68,9613,02

Figura 26: A- Fuerza media desarrollada en función del estiramiento (Lx/Lo) para las 
distintas concentraciones de ion Ca^* (ver texto) (n=9 para cada punto). B- Ajuste lineal de las 
curvas realizadas en ausencia y en presencia de 1,6 mM de Ca . Los parámetros de ambos 
ajustes son estadísticamente significativos (p<0,05) y los parámetros de ambas rectas son 

estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05).

En la figura 25A se observa que, en todas las condiciones experimentales, la 

fuerza crece con el estiramiento ( L x /L o )  y que este crecimiento es más pronunciado 

a concentraciones mayores de Ca "̂" externo. Para realizar un análisis cuantitativo 

se seleccionaron las curvas en ausencia de Ca "̂" y en presencia de 1,6 mM de 

CaCla (concentración de Ca "̂" cercana a la concentración normal extracelular). 

Primero se ajustaron estas curvas con una ecuación lineal, encontrándose por un
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test de hipótesis para regresión lineal que ambos ajustes son significativos. Este 

resultado indica que en ambos casos la fuerza desarrollada depende del 

estiramiento aplicado a los anillos. Por otro lado, se realizó un test estadístico para 

comparar los parámetros de dichas rectas entre sí, encontrándose una diferencia 

significativa entre ambas, lo que indica que el estiramiento produce un desarrollo 

de fuerza mayor en presencia de Ca '̂" que en ausencia de este ión. Los valores de 

estos datos se muestran en la figura 25B.

La función contráctil de la pared vascular puede también estudiarse con la 

metodología experimental detallada en la sección 3 de “materiales y métodos”. La 

misma permite evaluar la respuesta de la AUH en términos de presión de 

perfusión o de resistencia vascular al valor del flujo de perfusión, utilizando para 

esto segmentos arteriales intactos de AUH perfundidos con distintas soluciones y 

a diferentes velocidades. En una serie de experimentos, se estudió la respuesta 

de segmentos vasculares estabilizados inicialmente durante 60 minutos en 

solución KRB a una velocidad mínima de perfusión que genera un flujo constante 

de 0,77 ± 0,03 ml/min y luego a distintas velocidades de perfusión aumentadas en 

cuatro pasos sucesivos las cuales producen un flujo de 2,96 ± 0,09; 5,27 ± 0,15; 

7,46 ± 0,21 y 8,70 ± 0,20 ml/min. En cada experimento se midió en forma continua 

el flujo (constante para cada velocidad de perfusión) y la presión desarrollada para 

cada cambio de velocidad. Se calcularon los valores de resistencia vascular como 

el cociente entre la presión desarrollada y el flujo en cada caso. Los resultados 

obtenidos, que se muestran en la figura 26, indican que la resistencia del vaso 

intacto disminuye cuando aumenta la velocidad de perfusión. Cuando este mismo 

protocolo se realizó en ausencia de Ca^'' externo (en solución KRB sin Ca^"") se 

encontró que la disminución de la resistencia es mayor a todas las velocidades 

ensayadas.
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2+

Figura 26: curvas de resistencia vascular (mmHg min/ mi) de segmentos de AUH 
perfundidos en presencia (KRB) y en ausencia de Ca^^ ( KBR sin Ca^^), en función del flujo 

correspondiente a las distintas velocidades de perfusión. * indica diferencia significativa entre los 
valores de resistencia en presencia y en ausencia de a la misma velocidad (n= 8 para todos

los puntos, p<0,05).

En otro grupo de experimentos, manteniendo la mínima velocidad de la 

bomba de perfusión constante durante todo el experimento (la cual en este caso 

arrojó un promedio de 1,21 ±0,10 ml/min, n=13), los segmentos arteriales de AUH 

fueron estabilizados en presencia de una solución KRB sin Ca "̂" durante 60 

minutos, observándose al final de este período un valor estable de presión de 13 ± 

2 mm Hg (n=13). Una vez cumplidos los 60 minutos, esta solución fue 

reemplazada por una solución KRB con distintas concentraciones de Ca '̂", 

observándose que esta intervención genera un aumento de la presión de perfusión 

y que el mismo es dependiente de la concentración de Ca "̂" que contenía la 

solución. Esta respuesta muestra dos fases, un aumento inicial de presión (pico) 

que luego se estabiliza en un valor menor (meseta). Al final de cada experimento 

se reemplazó la solución de perfusión por una solución KRB despolarizante con 

alto K"" la cuál indujo un aumento ulterior de la presión de perfusión. El valor de la 

presión alcanzado en los segmentos de AUH cuando se agrega 1,6 mM de Ca '̂" 

luego de un período de perfusión en solución KRB sin fue de 151,02 ± 32,42 

mmHg. Este valor es mayor que el obtenido cuando este tipo de experimento se 

realiza en presencia de 1,6 mM de Ca "̂" durante el período de estabilización (77,26 

± 7,95 mmHg) y el aumento de la presión inducido por el agregado de Ca "̂" no fue
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observado en otros vasos ensayados como la arteria aorta o el lecho mesentérico 

de rata. En la figura 27 pueden observarse ejemplos típicos de estas respuestas y 

los valores medios de presión de perfusión, expresados como porcentaje de la 

respuesta al alto K"", en función de la concentración de Ca^'' ensayada en la AÜH.

A

20 mín

B
Aorta de rata

K= 5 K=5 K=80 K=5
Ca«0 Ca=1.6 Ca=1.6 Ca=1.6

20 mín

Figura 27: A -panel izquierdo - ejemplo típico de un registro de presión de perfusión en un 
segmento de AUH realizado a velocidad mínima de perfusión. Los segmentos arteriales fueron 

estabilizados en solución KRB sin Câ "̂  (60 minutos), la cual luego se reemplazó por una solución 
KRB con distintas concentraciones de Ca^^ ( en este caso 0,4 mM). Al final de cada experimento 

se reemplazó la solución de perfusión por una solución KRB- 80 mM K .̂ -Panel derecho- valores 
medios de presión de perfusión obtenidos para las distintas concentraciones de Ca^‘" utilizando el 
protocolo ejemplificado en el panel izquierdo {* significa diferencia significativa de cero, n= 9 en 

cada punto, p<0,05). B- Ejemplos típicos de este mismo protocolo aorta y arterias mesentéricas de
rata.

Los resultados de registros de fuerza isométrica presentados hasta aquí y la 

comparación de las respuesta de presión de perfusión a velocidad variable o 

constante en presencia de diferentes concentraciones de Câ "  ̂ externo sugieren 

que esta arteria responde al estiramiento de la pared vascular evocando una 

respuesta contráctil activa dependiente del Ca^'' extracelular que podría asimilarse 

a la respuesta miogénica descripta en otros vasos.

Tomando como base estos resultados y utilizando la misma metodología 

experimental se decidió profundizar en el estudio de las estructuras de membrana 

que podrían estar implicadas en este fenómeno. Tal como se describió en la
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“intrcxJucción” de este trabajo canales de Ca^'' operados por voltaje y canales CNS 

son las estructuras de membrana más comúnmente halladas como mediadoras del 

influjo de Ca '̂" en esta respuesta. El intercambiador Na/Ca actuando en su modo 

reverso también podría mediar un influjo de Ca "̂" que contribuya al desarrollo de 

tono miogénico de estas arterias.

La corriente catiónica no selectiva caracterizada en los experimentos 

electrofisiológico podría ser responsable de un influjo de Ca "̂" contribuyendo a 

dicha respuesta contráctil, por lo tanto se evaluó el efecto de los distintos 

inhibidores de la corriente CNS sobre el desarrollo de fuerza producido por el 

estiramiento de anillos de AUH a 2 gF, lo que corresponde a un valor aproximado 

de Lx/Lo de 1,75 (2,04±0,25 gF, n= 9). GdCIs en el rango de concentraciones 

entre 100 y 250 pM, LaCb 100 pM y MgS04 5 mM (SKR-alto Mg "̂̂ ) relajaron 

significativamente los anillos vasculares en estas condiciones. Las 

concentraciones de GdCb que resultaron efectivas para relajar la AUH fueron 

mayores que las utilizadas en la solución SEN para inhibir la corriente iónica. Esto 

último probablemente se deba a la presencia de CO3H* y P04 ‘̂ en la solución 

KRB, ya que se ha informado que estas sustancias pueden disminuir la 

concentración libre de Gd "̂" (217). Los valores medios obtenidos para el efecto de 

estos bloqueantes sobre los anillos de AUH se resumen en la figura 28.
100n
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^  80
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-  20

Mĝ Lâ
5 mM 200 |jM
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Figura 28: barras representando los valores medios ± ESM para el efecto relajante sobre 

anillos de AUH de los distintos bloqueantes de los canales catiónicos no selectivos (n= 13 para 
cada concentración de Gd̂ "" ensayada, n=18 para y n= 9 para La^*,

* indica diferencia significativa de cero, p<0,05).
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Existen referencias bibliográficas donde se informa que el Gd "̂" tiene la 

capacidad de inhibir en forma directa canales de Ca^'' operados por voltaje en 

algunos tipos celulares (218); por lo tanto se indagó en la AUH la posibilidad de 

que el Gd^"" produjera vasorrelajación por bloqueo de canales de Câ "̂ . Para esto 

se indujo contracción de los anillos vasculares con una solución despolarizante 

conteniendo 80 mM de K"", la cual produce activación de canales de Ca *̂" operados 

por voltaje, influjo de Ca "̂" y contracción. Este protocolo se aplicó en anillos con y 

sin preincubación con una dosis saturante de Gd^”" (250 pM) y se encontró que la 

contracción evocada no fue afectada por este bloqueante (en presencia de Gd^‘"= 

137,6 ±18,1 gF/gT, n=10; vs control = 176,7 ± 36,5 gF/gT n=15; N.S.), mientras 

que 10 pM de nifedipina, un bloqueante específico de canales de Ca^'' operados 

por voltaje, la relajó completamente (Figura 29). Este resultado descarta la 

posibilidad de que el efecto relajante de Gd^"" se deba a un bloqueo de canales de 

Ca^'' voltaje operados y refuerza la hipótesis de que canales CNS estén mediando 

un influjo de Ca^'' que contribuya a la respuesta miogénica de esta arteria.

180

b
Q.

120 -

60

nifedipina 
10 pM

Figura 29: panel izquierdo- ejemplo típico mostrando Ja contracción por KRB - 80 mM 
en presencia de 250 pM de Gd̂ "" y la relajación posterior que produce 10 pM de nifedipina y panel 

derecho- barra representando el valor medio ± ESM de la relajación por 10 pM de nifedipina 
expresada como porcentaje de la contracción por KRB -80 mM \C  (n=7 anillos, * indica diferencia

significativa de cero, p<0,05).

Por otro lado, cuando se ensayó nifedipina, sobre el desarrollo de fuerza 

isométrico en respuesta al estiramiento inicial se observó que la misma a una
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concentración de 10 |jM produce relajación del segmento vascular (-19,0 ± 7,5 

gF/gT, n=31, p<0,05) y no se observó ningún efecto a dosis menores.

En otra serie de experimentos se indagó el efecto de GdCb (200 pM) y MgCb 

(5 mM) sobre anillos sometidos a distintas tensiones de estiramiento y se 

realizaron las curvas fuerza-longitud respectivas. En las mismas se observó que 

los valores de fuerza obtenidos en presencia de dichos bloqueantes fueron 

significativamente menores respecto de la curva control y no se diferenciaron de 

aquellos obtenidos en ausencia de Ca^"' externo (figura 30).

Figura 30: curvas de fuerza normalizada (gF/gT) desarrollada en función del estiramiento 
(Lx/Lo) realizadas en distintas condiciones (ver texto). * indica diferencia significativa entre los 
valores en presencia de Mg^", en presencia de GcP", en ausencia de Câ "" y el valor en KRB en 
ausencia de estos bloqueantes y @ indica diferencia entre KRB y KRB- sin Ca "̂" (analizado por 

ANOVA con un test posterior de Dunnett, considerando los valores en KRB como controles, n=9,
p<0,05.)

Se evaluó también si los canales CNS participaban en la respuesta contráctil 

evocada por el agregado de Câ "̂  a la solución de perfusión en segmentos 

arteriales perfundidos con solución sin Ca^^ a velocidad mínima constante. El 

protocolo se realizó en condiciones control (anteriormente descriptas) y en 

presencia de 200 pM de GdCb durante los últimos 20 minutos del período de 

perfusión con solución KRB sin Ca^^. La preincubación con Gd^^ provocó una 

disminución significativa en el valor de presión de perfusión (pico y meseta) 

desarrollado en respuesta al agregado de Ca "̂" a la solución de perfusión. 

Además, y al igual que lo observado en los experimentos de fuerza isométrica, la
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presencia de no disminuyó la respuesta contráctil del vaso evocada por la 

solución despolarizante con alto K .̂ La figura 31 muestra los valores medios de 

presión de perfusión obtenidos en esta serie de experimentos y su comparación 

con los valores control.

A
control 

200 mM Gd"

Ca=0,4 Ca=1.6 Ca=0.4 Ca=1,6

pico meseta

B

O)I
E
g
c
'(/><t>

500

400

300

200

100

0

KRB -80 mM

KRB -80 mM K'+ 200 mM Gd'

Ca=0.4 Ca=1.6 Ca=0.4 Ca=1.6

pico meseta

Figura 31: A- Las barras representan los valores medios ± ESM de la respuesta contráctil 
evocada por el agregado de Ca '̂" (0.4 y 1.6 mM) a la solución de perfusión (pico y meseta) en 
ausencia o presencia de 200 pM de Gd^* (* indica diferencia significativa del valor medio en 

ausencia de Gd '̂", p<0,05). B- Respuesta contráctil del vaso evocada por la solución 
despolarizante con alto K* en ausencia o presencia de 200 pM de Gd̂ "".

El intercambiador Na/Ca (NCX) funcionando en modo reverso constituye otra 

posible vía de entrada de Ca^*, por lo tanto se evaluaron los efectos de los 

siguientes bloqueantes del intercambiador sobre la fuerza isométrica desarrollada 

en respuesta al estiramiento inicial de 2 gF sobre anillos vasculares de AUH;

^  NÍCI2 (2 mM): bloqueante inespecífico de los dos modos del

intercambiador.

^  KB-R7943 (5 pM): bloqueante específico del modo reverso del

intercambiador.
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Ambos bloqueantes producen relajación significativa de la respuesta 

miogénica de la AUH. La figura 32 muestra ejemplos típicos y los valores promedio 

de estas relajaciones.
2 mM NiCI^i

5 mM KB-R7943i

I -

LL
3
C‘OoOJ

500 s
5|jMKBR  2mMNiCl2

Figura 32: ejemplos típicos de las relajaciones producidas sobre el tono miogénico de 
anillos de AUH por los bloqueantes del NCX: NÍCI2 (2 mM) y KB-R7943 (5 pM) y barras 

representando los valores promedio ± ESM de estas relajaciones (n= 8 para KB-R7943 y n=18 
para NiCL, * indica diferencia significativa de cero, p<0,05).

Estos resultados sugieren que en estas condiciones experimentales al menos 

una proporción de los NCX presentes en la membrana plasmática de las células 

de músculo liso de la AUH funciona en modo reverso manteniendo el tono 

miogénico.

Ha sido descripto en numerosos trabajos (15) que la reducción del Na"̂  

extracelular puede modificar la actividad del NCX disminuyendo la salida de Ca "̂" 

de la célula (menor actividad en el modo directo) o incluso activando la entrada de 

Câ "̂  (en el modo reverso). Se investigó entonces si era posible estimular el modo 

reverso del NCX disminuyendo el Na^ extracelular. Para esto se ensayó el efecto 

de una solución KRB donde todo el NaCI fue reemplazado isosmóticamente por 

D(+)-sacarosa (KRB-bajo Na"”). La solución KRB-bajo Na"̂  produjo una contracción 

que muestra dos fases: un pico transitorio que alcanza un valor de fuerza de 157,2 

± 54,8 gF/gT que luego se estabiliza en un valor de fuerza menor de 86,8 ± 31,7 

gF/gT (n =8 anillos, p<0,05). En presencia de los bloqueantes del NCX (Ni *̂" y KB- 

R7943) esta contracción disminuye significativamente en ambas fases. En la figura 

33 se presentan los valores medios de fuerza en cada condición y un ejemplo
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típico de este experimento en condiciones control y en presencia de KB-R7943. 

Sin embargo no se logró inhibir totalmente esta contracción ni aún utilizando 10 

pM de KB-R7943 (datos no mostrados).

A

B

500 s

bajo Na*

control

+ 5 |jM 
KB-R7943

300-, Fuerza al pico

*
n=5

n=6

bajo Na* +2mM +5pM +10pM
NiCl^ KB-R Nifedrpína

Fuerza estable (30 min)

n=6

*

bajo Na* +2mM +5pM +10pM
NíClj KB-R Nifedipiná'

Figura 33: Efecto contráctil sobre anillos vaculares de AUH de la solución KRB-bajo Na'" A- 
ejemplo típico de esta contracción en ausencia y en presencia de 5 pM de KB-R7943. B- Gráfico 

de barras representando los valores medios de fuerza al pico y estable ± ESM para la contracción 
por bajo Na"' en condición control y en presencia de 5 pM de KB-R7943, 2mM de NÍCI2 o 10 pM de 
nifedipina. (* indica diferencia respecto de la condición control, analizado por test de ANOVA con

posterior test de Dunnett, p<0,05)

Con el objetivo de poner en evidencia si existe un influjo de a través del 

NCX funcionando en modo reverso, se estudió en otra serie de experimentos la 

dependencia del Ca^”" externo de la contracción inducida por la solución de bajo
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Na". Cuando los anillos vasculares son estimulados con una solución de bajo Na" 

sin el agregado de CaCb (KRB-bajo Na" sin Ca^") la respuesta fue 

significativamente inhibida observándose sólo una pequeña contracción transitoria 

(fuerza al pico = 12,5 ± 0,9 gF/gT, p<0,05; fuerza sostenida = 23,5 ± 11,0 n =4 

anillos, N.S.). Además, se observo que 10 pM de nifedipina no modificó esta 

respuesta, indicando que los canales de Ca^" operados por voltaje no estarían 

involucrados en el efecto contráctil producido por la reducción del Na" externo 

(figura 33).

En base al hecho de que la reducción de la concentración de Na" 

extracelular, en nuestros experimentos, implica también la sustitución del anión C f 

por D(+)-sacarosa, se realizaron experimentos control donde solo se disminuyó la 

concentración de CI' y se mantuvo la concentración de Na" (el NaCI de la solución 

extracelular fue reemplazado por gluconato de sodio en forma isosmótica). Este 

cambio no produjo ningún efecto contráctil en la AUH (14,2 ± 6,6 gF/gT, n =6 

anillos, N.S.).

Potencial de membrana v tono miogénico: Como se mencionó en la 

“Introducción”, la modificación del potencial de membrana y de la actividad de los 

canales de K" participan en la regulación del tono miogénico (16,17). La actividad 

basal de los canales de K" regula el potencial de membrana de las células de 

músculo liso y así, el grado de polarización de estas células podría influenciar la 

respuesta miogénica en la AUH. Por lo tanto, se investigó en primer lugar la 

respuesta de esta arteria a diferentes soluciones despolarizantes y luego mediante 

el uso de inhibidores, la participación de los distintos tipos de canales de K" 

previamente estudiados y caracterizados electrofisiologicamente en las células 

aisladas de AUH.

Al investigar el efecto producido por la modificación del gradiente de K", se 

observó que el aumento de la concentración extracelular de K" a 20, 40, 60 y 80 

mM contrae este vaso en forma dependiente de la concentración. Cuando la 

contracción producida por una solución KRB que contiene 80 mM de KCI se 

realiza luego de la preincubación con 10 pM de nifedipina se encuentra que esta 

contracción es significativamente menor. La figura 34 resume estos resultados.
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Figura 34: A- Ejemplo típico y valores medios ± ESM del efecto contráctil producido por 
distintas concentraciones de KCI en la solución KRB (* indica diferencia significativa de cero, 

p<0,05, n=7 en todos los puntos) B- Las barras representan el valor medio ± ESM de la 
contracción inducida por KRB -80 mM de KCI en ausencia y en presencia de 10 pM de nifedipina. 

(* indica diferencia significativa del valor control, p<0,05, n = 8 para cada situación)

Utilizando TEA (1-5 mM) como inhibidor y floretina 50 piM como activador de 

canales de K"” de tipo BKca se evaluó en diferentes series de experimentos el 

efecto que producen sobre el desarrollo isométrico de fuerza. 2 y 5 mM de TEA 

produjeron contracción del anillo en forma dependiente de la dosis (8,5 ± 3,1 y 

22,3 ± 5,2 gF/gT, respectivamente n=9 anillos, p< 0,05) mientras que TEA 1 mM 

no modificó el tono miogénico (0,5 ± 1,2 gF/gT, n = 14 anillos, N.S.). Floretina (50 

pM), produjo un efecto relajante significativo sobre el tono miogénico de anillos de 

esta arteria (-21,8 ± 5,6 gF/gT , n =7 p<0,05). Estos resultados sugieren que la 

inhibición de canales BKca despolariza y aumenta el tono miogénico mientras que 

la activación de los mismos mediante hiperpolarización lo disminuye (Figura 35).
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Figura 35: A- Gráfico de barras representando los valores medios ± ESM para la 

contracción producida por TEA a distintas concentraciones (‘ indica diferencia respecto de cero, n 
= 14, 9 y 9, respectivamente, p<0,05) B- Relajación típica producida por 50 pM de floretina sobre 
un anillo vascular de AUH sometido a un estiramiento inicial de 2 gF y gráfico de barras 
representando el valor medio ± ESM para este efecto (*indica diferencia respecto de cero, n =7, 
p<0,05)

Por otro lado, el bloqueante de canales Kdr 4-AP (5 mM), que en las células 

aisladas mostraba un efecto variable sobre la corriente total, no produjo efecto 

significativo sobre la respuesta miogénica en anillos de AUH (-5,3 ± 6,6 gF/gT, n 

=12).

Finalmente, tomando en cuenta los datos electrofisiológicos que mostraron 

un aumento en la actividad de canales BKca, en presencia de una sustancia 

dadora de NO (SNP) se evaluó el rol de los mismos en mecanismos de relajación 

del vaso que puedan involucrar al NO. En primer lugar, y a partir de los resultados 

presentados en la figura 26 donde se muestra que la resistencia de la arteria 

disminuye con el aumento de la velocidad de perfusión, se intento poner en 

evidencia si este efecto podría deberse al efecto de esfuerzo de corte producido 

por el cambio de flujo sobre las células endoteliales del vaso el cual induce 

liberación de NO como factor relajante (denominado vasorrelajación por “shear 

stress”). Para estudiar esta posibilidad se llevaron a cabo experimentos en
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segmentos arteriales perfundidos y sometidos a diferentes velocidades de 

perfusión en ausencia (condición control) y en presencia de 0.1 mM de L-NAME, 

una sustancia que inhibe la producción de NO por la enzima NO-sintasa, o de 

SNP que adicionaría NO exógeno a la preparación. Los resultados obtenidos en 

estas dos condiciones mostraron que en presencia de L-NAME la disminución de 

la resistencia con el flujo es significativamente menor que en la condición control y 

que en presencia de 10 pM de SNP esta caída es significativamente mayor. Si a la 

presencia de SNP se adiciona 1 mM de TEA el efecto relajante que había sido 

observado por acción de SNP se reduce significativamente. Estos resultados, 

resumidos en la figura 36 sugieren que el NO estaría contribuyendo al efecto 

relajante mediado por el aumento en la velocidad de perfusión y que los canales 

BKca podrían participar de este mecanismo.
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Figura 36:A- Valores medios ± ESM de la diferencia entre la resistencia en ausencia 
(condición control) y en presencia de 0.1 mM de L-NAME en los experimentos en segmentos 

arteriales perfundidos en función del flujo (n=10 para cada valor de flujo). B- Valores medios ± 
ESM de diferencias entre las resistencias en ausencia (condición control) y en presencia de 10 

pM de SNP (n=14 a l 5 para cada velocidad), y diferencias entre las resistencias en presencia de 
10 pM de SNP y en presencia de 10 pM de SNP y 1 mM de TEA (n=9 para cada velocidad), 

(en todos los casos * indica diferencia significativa de cero, p<0,05).

113



RESULTADOS

Caracterización del canal BKca en células de músculo liso 

aisladas de arteria mamaria interna humana (AMIH)

Se realizaron registros de canal único en células de músculo liso aisladas de 

AMIH en configuración C-A utilizando solución B2 en la pipeta de patch y solución 

B1 en el baño extracelular.

Aplicando diferentes valores de voltaje se observó la presencia de un canal 

de alta conductancia. La corriente fue nula a valores de potencial cercanos a cero, 

como se espera para un canal de K"", trabajando en condiciones simétricas de este 

ion, y la relación entre el valor de amplitud de la corriente y el potencial aplicado 

(curva l-V) fue lineal. De la pendiente del ajuste lineal de la curva l-V se obtuvo un 

valor de conductancia de 228 ± 4 pS (n = 44, 8 células, figura 37). Este valor de 

conductancia fue observado en el 60,6% del total de las células ensayadas.

<Q.

I = Y Vm 

Y = 228 ± 4 pS 

(r=0,9932; n=44, 8 células)
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Figura 37: Relación entre el valor de amplitud de la corriente y el potencial aplicado (curva 
l-V) y parámetros estadísticos del ajuste lineal.

La probabilidad de apertura de este canal (NPo) fue constante en el tiempo y 

dependiente del potencial aplicado. Así, en las células ensayadas en configuración 

C-A se observó una relación exponencial de primer orden entre la NPo y el 

potencial aplicado. En la figura 38 se muestran los parámetros promedios para 

esta curva y un ejemplo típico de la relación entre la NPo y el potencial aplicado 

para en una célula.
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Figura 38: Registros típicos de corriente de canal único a distintos valores de potencial en 
configuración C-A, relación entre la NPo y el potencial aplicado para una célula y valores medios 
para los parámetros de la relación exponencial de primer orden entre la NPo y el potencial 
aplicado.

En base al valor de conductancia obtenido, muy similar al descrito en la 

literatura para el canal BKca, se realizaron experimentos en C-A en presencia de 

IBTX (100 nM) en el lado extracelular, encontrándose que esta toxina, altamente 

específica para este tipo de canal, produce un efecto inhibitorio sobre la 

probabilidad de apertura del canal, confirmando así la presencia del canal BKca en 

estas células. Para realizar estos experimentos se utilizaron micropipetas con 

solución B2 en el sector más cercano a la punta y solución B2 con IBTX (100 nM) 

en la zona posterior. Esta solución con el tiempo difunde hacia la punta de la 

pipeta y así la toxina entra en contacto con el canal si éste se encuentra presente 

en el segmento de membrana. De 22 células estudiadas en estas condiciones 15 

no mostraron actividad del canal BKca en ningún momento del registro y 7 

presentaron actividad en los primeros minutos, la cual fue declinando con el 

tiempo (figura 39). Mediante la realización de un test de Chi-cuadrado se encontró 

que las variables clasificativas: presencia o ausencia de IBTX en el electrodo y 

actividad o no del canal BKca en la célula no son independientes, permitiendo 

concluir que la actividad del canal fue realmente sensible a la toxina ( Test de chi- 

cuadrado, p<0.001, n =73 células).
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Figura 39: Registro típico de corriente de canal único en función del tiempo en 
configuración C-A en presencia de IBTX (100 nM).

Cuando se registró a valores fijos de potencial la actividad del canal en C-A 

en condiciones control y luego se pasó, mediante tracción, a la configuración 1-0, 

se observó una disminución de la misma, debido posiblemente a la diferencia de 

concentración del ion Ca '̂  ̂ entre el medio citoplasmático (en configuración C-A) y 

la solución del baño (en configuración 1-0). Un ejemplo típico de este 

comportamiento se puede observar en la figura 40.

Tracción

+ 20 mV

Figura 40: Registro la actividad del canal en condiciones control en C-A y pasaje, mediante 
tracción, a la configuración 1-0, manteniendo fijo el valor de potencial aplicado.

Se estudió la dependencia de la actividad del canal con la concentración de

Ca "̂" interno en configuración 1-0 registrando la actividad del canal a un potencial

fijo de +20 mV a diferentes concentraciones de Ca "̂" libre en la solución de
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perfusión. El valor de NPo aumentó de 0,015 ± 0,003 en solución B1 control

([Ca^''] libre: 10 ® M) a 0,097 ± 0,033 en solución B1 con Ca^" libre 10"' M y a 0,265 ± 

0,075 en solución B1 con 10*® M de Ca^'" libre (ANOVA Test de Tukey, p<0,05, 

n=12 a 18 células en cada condición). La figura 41 muestra ejemplos de este 

comportamiento y los valores medios para este experimento.

2+ -̂7

2+1J= 10 ° M

150 ms

O  0.35 -I ü_
^  0.30 -

0 .2 5 -

0 .2 0 -

0 .1 5 -

0.10 -

0 .0 5 -

n=12

10^ 10'" 10^

[Can (M)
Figura 41: Dependencia de la probabilidad de apertura del canal de la concentración de

Câ "" interno. Registro de corriente de canal único donde se puede observar la activación inducida 

por aumento de la concentración de Ca '̂" a +20 mV y en el gráfico de barras los valores medios 

de NPo ± ESM . (* indica diferencia entre los grupos por ANOVA y test de Tukey, p<0,05)

Efecto del cambio de pH sobre la actividad del canal BKr..

Con el objetivo de estudiar si la alcalinización (pH=7,6) y/o la acidificación 

(pH=6,8) del medio intracelular modifican la actividad del canal BKca en la AMIH se 

realizaron experimentos en configuración 1-0 en los cuales se midió la probabilidad 

de apertura del canal BKca manteniendo constantes la concentración de Câ "̂  libre 

en un valor de 10'^ M y el potencial aplicado en +30 mV, modificando el pH de la 

solución en contacto con la región intracelular del canal. Como se muestra en la 

figura 42, la alcalinización (pH 7.6) aumenta la NPo del canal y la acidificación 

produce una disminución de la misma. El valor de conductancia del canal no se vio 

afectado por las alteraciones del pH del medio.
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Figura 43: A- Efecto de la alcalinización del medio intracelular (pH =7,6) sobre la actividad del 

canal BKCa. Ejemplo típico de los experimentos realizados en configuración 1-0 manteniendo 

constantes la concentración de calcio libre en un valor de 10'^ M y el potencial aplicado en +30 

mV. El gráfico de barras representa los valores medios ± ESM para la NPo’a pH: 7,4 y 7,6. B- 

Efecto de la acidificación del medio intracelular (pH =6,8) sobre la actividad del canal BKca- 

Ejemplo típico de los experimentos realizados en configuración l-O manteniendo constantes la 

concentración de Câ "" libre en un valor de 10'^ M y el potencial aplicado en +30 mV. El gráfico 

de barras representa los valores medios ± ESM para la NPo a pH: 7,4 y 7,6.(* representa 

diferencia significativa del control, p<0,05).
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Participación del canal B K ^  en ia respuesta contráctil inducida por cambios

de pH en la AMIH

En anillos intactos aislados de AMIH se registró la respuesta mecánica 

inducida por aumento del pH de la solución extracelular (reemplazo de la solución 

del baño SEN a pH 7,4 por una SEN a pH 7,8); y aumento del pH intracelular, 

utilizando NH4CI en una concentración de 20 mM (pH:7,4) como herramienta para 

inducir alcalinización intracelular (220).
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Figura 43: Ejemplos típicos y valores medios ± ESM del efecto contráctil de la modificación

del pH extracelular e intracelular.
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Como puede observarse en la figura 43, ambas intervenciones producen una 

contracción de 40,3 ± 6,2 gF/gT, (n=6, p<0,05) y 72,7 ± 13,4 gF/gT, (n=10, 

p<0,05) respectivamente.

En el desarrollo de fuerza inducido por la alcalinización intracelular los 

canales BKca, que en base a los resultados obtenidos en células aisladas se 

activan cuando el medio interno se alcaliniza, podrían estar regulando el nivel de 

contracción que alcanza el anillo vascular. La acidificación extracelular obtenida 

por modificación del pH de la solución SEN de 7,4 a 6,8 produce una relajación 

significativa de los anillos de AMIH (-76,6 ± 34,7 gF/gT, n=12, p<0,05).

Sin embargo cuando se quiso indagar el efecto de la acidificación intracelular 

sin modificación del pH extracelular utilizando propionato de sodio 20 mM no se 

observó un efecto significativo sobre el tono de reposo de los anillos de AMIH (2,5 

± 3,2 gF/gT n=8, N.S.).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Canales iónicos en la AUH

En este trabajo de Tesis Doctoral se presentan las primeras evidencias 

electrofisiológicas directas que describen diferentes tipos de canales iónicos 

presentes en células de músculo liso de arteria umbilical humana (AUH) así como 

también sus propiedades y participación en mecanismos celulares que regulan la 

función contráctil del músculo liso vascular (MLV).

Como se muestra en la sección “resultados” la mayor parte de la corriente 

macroscópica en las células de músculo liso de AUH fue inhibida por bloqueantes 

inespecíficos de canales de K ,̂ sugiriendo que la mayoría de la corriente es 

mediada por estos canales. Con el fin de investigar las posibles componentes de 

esta corriente se utilizaron bloqueantes específicos para algunos subtipos de 

canales de K"". De esta forma se puso en evidencia la presencia de al menos dos 

corrientes denominadas IKdr y IBKca responsables de la corriente total sensible al 

voltaje registrada en nuestras condiciones experimentales (gradiente fisiológico de 

K^).

La corriente IKdr es sensible a 4-AP, muestra una cinética de activación 

rápida y se activa a potenciales de membrana más positivos que -4 0  mV, 

mientras que la corriente IBKca se activa a potenciales más positivos que -10  mV, 

es una corriente de activación más lenta, sensible a IBTX y a bajas 

concentraciones de TEA. Al ensayar los efectos de la apamina, bloqueante 

específico de canales tipo SKca, no se encontró efecto inhibitorio de la corriente 

macroscópica a la concentración utilizada; ello indica que estos canales no 

presentan actividad registradle en las células de AUH en las condiciones 

experimentales utilizadas.

Los resultados obtenidos mediante protocolos de voltaje que permiten poner 

en evidencia la presencia de una corriente de activación e inactivación rápida de 

tipo Ia  o  It o , sugieren que tampoco este tipo de corriente iónica está presente en 

este tipo celular.

Estos datos obtenidos en la AUH concuerdan con numerosos estudios 

realizados en células de MLV de diferentes vasos y especies donde se describen 

corrientes de tipo IKdr y IKBca como contribuyentes principales de la corriente de
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K"" (111). La presencia de corrientes de tipo Ia ha sido observada en muy pocos 

vasos.

El efecto de 4-AP sugiere que la componente IKdr no se encuentra presente 

en todas las células de músculo liso de AUH. Mientras que la IBKca está presente 

en todas las células evaluadas correspondiendo esta componente a, 

aproximadamente, el 65% de la corriente total. En concordancia con estos 

resultados, Gollasch y colaboradores, en arterias coronarias humanas, 

encontraron que la componente IKdr de la corriente total se encuentra presente 

sólo en el 46 % del total de células ensayadas, mientras que el total de las células 

posee una componente IBKca (143). Normalmente, las células presentes en la 

pared arterial son heterogéneas, así se pueden encontrar variaciones en su 

tamaño, forma, contenido de organelas y diferentes niveles de expresión de 

proteínas contráctiles, del citoesqueleto, o de la membrana (221). Algunos 

investigadores han planteado el concepto de “diversidad de las células en la 

pared vascular” para intentar explicar las variaciones encontradas en la respuesta 

de los vasos de diferentes lechos vasculares a distintas sustancias vasoactivas; 

estas diferencias pueden aparecer incluso entre distintos segmentos del mismo 

vaso o entre células de un mismo segmento (134). En relación con este concepto, 

es importante señalar que las células de MLV pueden presentar una gran 

variación del tipo, densidad y propiedades de los canales de K"" presentes en la 

membrana plasmática. Se ha descripto que un mismo canal puede estar formado 

por diferentes Isoformas de las subunidades proteicas que lo conforman. Esta 

particularidad de generar diferentes isoformas a partir de un gen, surge del 

procesamiento diferencial que sufre el ARN mensajero heterogéneo nuclear de 

estos canales (o en inglés “alternative splicing”) (222). Otra causa importante de 

dicha diversidad es la presencia de subunidades reguladoras asociadas en forma 

permanente o no al canal, las cuales pueden modificar significativamente las 

propiedades de un determinado canal iónico y por lo tanto su rol funcional. Como 

se mencionó en la “introducción”, un ejemplo relevante de este hecho es la 

presencia de subunidad p en los canales de tipo BKca-
Dado que en nuestros experimentos los valores de capacitancia de la 

membrana celular obtenidos de las distintas células son homogéneos, se descarta 

que la diferencia en la sensibilidad a 4-AP se deba a la presencia de poblaciones 

celulares que puedan diferenciarse por su tamaño o área de membrana. Sin
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embargo, este bloqueante inhibe una componente de la corriente total sólo en las 

células que presentan constante de activación más rápida, este hecho podría 

deberse a la presencia de diversidad en las células de la pared vascular donde se 

verifica una contribución diferencial de la componente IKdr en células 

provenientes del mismo segmento arterial. Además, en el grupo de células que 

presentan una cinética más lenta se encontró que 4-AP, aumenta la corriente total 

a valores de potenciales despolarizados, lo cual podría deberse a un efecto 

activador de la componente IBKca de la corriente total de estas células. La 4-AP 

podría aumentar la corriente a través de canales BKca actuando por diversos 

mecanismos que han sido descriptos en la bibliografía. Se conoce que 4-AP, una 

base orgánica débil, es capaz de atravesar las membranas celulares y alcanzar 

concentraciones significativas en el medio intracelular. En el medio intracelular, 

que posee un pH menor al del medio extracelular, el equilibrio químico de la 4-AP 

se desplaza hacia su forma cargada tomando protones del medio con la 

consecuente alcalinización del mismo. Este hecho puede aumentar la actividad 

del canal BKca debido a la disminución del efecto bloqueante que pueden ejercer 

los iones por unión a sitios específicos de la proteína de canal como ha sido 

propuesto por Schubert y colaboradores (223). Estos autores encontraron que en 

células de músculo liso de arteria de la cola de rata, la alcalinización intracelular 

aumenta la actividad de los canales BKca- En coincidencia con este resultado, en 

los experimentos realizados sobre células de músculo liso de AMIH en este 

trabajo de Tesis se presentan evidencias electrofisiológicas que muestran 

activación de canales de tipo BKca como consecuencia de la alcalinización 

intracelular. Sin embargo, los datos bibliográficos relacionados con la acción del 

pH sobre los canales de son extensos y dispares. Por otro lado, se ha 

informado que la 4-AP puede generar liberación de Ca^'' de los depósitos 

intracelulares debido a efectos sobre estructuras de la membrana de los mismos. 

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio hemos encontrado que, en 

arteria aorta de rata, la 4-AP produce contracción de anillos vasculares aislados 

mediante un mecanismo que involucra la liberación de Ca^^ desde depósitos 

intracelulares (224). El aumento de Ca "̂" intracelular puede a su vez, activar 

canales BKca como ha sido descripto en algunos tipos celulares (214). 

Considerando estos mecanismos, es posible especular que los mismos podrían
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estar involucrados en el aumento que la 4-AP produce sobre la corriente total en 

algunas células de MLV de la AUH.

Los resultados obtenidos en condiciones de canal único están en 

concordancia con las propiedades informadas en la literatura para el canal BKca 

en otros tipos de MLV. Así, el canal presentó una conductancia de canal único de 

216 ± 4 o 124 ± 4 pS (configuración 0 -0 )  en gradiente de K"" simétrico (130/130 

mM) o asimétrico (130/5 mM), respectivamente, fue inhibido por la IBTX, y la 

probabilidad de apertura varía en función de la concentración de Ca^'' Intracelular 

y del voltaje. El valor de conductancia Iónica constituye un parámetro Importante 

en la caracterización del canal iónico y en este caso se demostró en forma directa 

que el valor de conductancia aumenta cuando el gradiente de asimétrico se 

cambia por uno simétrico. Ambos valores de conductancia coinciden con los 

valores descriptos para canales BKca en diferentes tipos celulares en condiciones 

similares de registro de corriente (225). Por otro lado, se observó que el valor de 

conductancia iónica de 274 ± 7 pS obtenido en configuración 1-0 con gradiente 

simétrico de K"" (130/130 mM) si bien es mayor del obtenido en configuración 0 -0  

con igual gradiente se encuentra en el rango de valores de conductancia 

informado en otros vasos humanos. Algunos ejemplos de los valores descriptos 

en la bibliografía son: 229 pS para el canal BKca en células de músculo liso de 

vena safena humana (226) y de arterias coronarias humanas (227) y 245 pS en 

células en cultivo de músculo liso de arteria pulmonar humana (144). La diferencia 

encontrada en los valores de conductancia iónica en 1-0 y 0 -0 , ambos en 

gradiente simétrico K ,̂ podría atribuirse, entre otros factores, a la configuración 

experimental y a la composición iónica en las soluciones intra y extraceiulares 

utilizadas durante el registro de la corriente que varían levemente. Por ejemplo, se 

ha descripto que las concentraciones de Na^ y Mg "̂" internas pueden modificar la 

conductancia de este canal en células de MLV de vena porta y arterias coronarias 

de conejo (228) y este efecto ya había sido descripto anteriormente en otros tipos 

celulares (229, 230). Por otro lado, es importante señalar que según establece la 

Teoría de Campo Constante de Goldman, Hodgkin y Katz para el transporte de 

iones a través de una membrana, el valor de la corriente iónica depende en forma 

no lineal de la permeabilidad para ese ión, del gradiente de concentración del 

mismo y de la diferencia de potencial aplicado a los lados de la membrana. Por lo
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tanto, el valor empírico de conductancia iónica que se obtiene a partir de la 

relación l-V estará influenciado por estos y otros factores, indicando la 

complejidad de las propiedades de permeación de iones a través de la membrana 

plasmática. En particular, la atracción electrostática que ejercen las cargas 

presentes tanto en la proteína como en los fosfolípidos cercanos al canal puede 

generar variaciones de la concentración iónica en la región adyacente a la 

proteína formadora del poro (231). Por lo antes expuesto, es importante remarcar 

la importancia de conocer y explicitar las condiciones experimentales 

(configuración, iones presentes, gradiente de concentración de los mismos y 

rango de potencial) en las que se obtiene el valor de conductancia de un canal, 

especialmente cuando se realizan comparaciones entre ellos.

En base a la conductancia de canal único (y) y a la conductancia total 

máxima de la membrana para el canal BKca (Gtotai) es posible estimar la densidad 

de canales presentes en la membrana celular como:

Densidad de canales = Gtotai / y

En nuestro caso se utilizaron para realizar este cálculo el valor de 

conductancia de canal único obtenido en configuración 0 -0  en presencia de un 

gradiente fisiológico de K'" (124 ± 4 pS) y el valor de conductancia total de la 

membrana para el canal BKca estimado a partir de la corriente macroscópica 

sensible a IBTX. El valor de Gtotai expresado por unidad de capacitancia de 

membrana fue de 1207,98 ± 58,29 pS/pF (figura 6B de “resultados”). Así, para las 

células de músculo liso de AUH se obtiene un valor de aproximadamente 10 

canales/pF o 318 canales/célula considerando la capacitancia promedio de la 

membrana obtenida de estas células (32.7± 1.2 pF). Utilizando el valor de la 

capacitancia específica para las membranas celulares (iMF/cm^) (113), es posible 

calcular el número de canales BKca por unidad de área. A partir de nuestros datos 

experimentales surge que las células de AUH poseen 0,1 canales/pm^. Este valor, 

es similar al informado en otros tipos de músculo liso como en arterias coronarias 

de rata (0.5 canales/|Lim^)(186), yeyuno de conejo (2 canales/pm^) (232) o 

estómago de sapo (1 canal/pm^) (233) y es relativamente inferior al informado 

para las células de músculo liso de arterias coronarias humanas

(aproximadamente de 4 canales/pm^) (234).
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Se ha demostrado que la expresión de canales BKca en músculo liso de 

arterias coronarias humanas y de rata disminuye con la edad de los individuos y 

se piensa que este hecho tiene relación con cambios en la funcionalidad del vaso 

que determinarían el aumento de la incidencia de patologías como el espasmo 

coronario (186). Recientemente, Chanrachakul y colaboradores encontraron que 

la expresión de la subunidad a del canal BKca es menor en células de músculo 

liso de miometrio humano procedente de mujeres que tuvieron trabajo de parto 

respecto de las que no lo tuvieron. Así, tal vez la reducción de la expresión de 

subunidad a del canal BKca en el miometrio durante el trabajo de parto contribuya 

al mecanismo que desencadena la contracción uterina durante el parto (235). Por 

otro lado, se ha que descripto que la densidad de la corriente llevada por canales 

BKca es mayor en arteria aorta proveniente de ratas espontáneamente 

hipertensas con respecto a las normotensas, este hecho se interpreta como el 

resultado de un mecanismo de compensación estimulado por el estado 

patológico, que se opone a la mayor reactividad de las arterias hipertensas (185). 

También, en arteriolas cerebrales provenientes de ratas espontáneamente 

hipertensas, se ha demostrado que el canal BKca presenta una mayor expresión 

inducida por el aumento “in situ” de la presión sanguínea, lo que podría funcionar 

como un mecanismo de protección ante los vasoespasmos cerebrales (236). En 

general, parece ser que la expresión de los canales BKca se encuentra 

aumentada en la hipertensión, a diferencia de lo que ocurre con los canales tipo 

Kv, sobre los cuales se ha informado, en varios trabajos, una menor o igual 

expresión en vasos provenientes de organismos con esta patología respecto de 

los provenientes de organismos normotensos (130).

Considerando que la AUH no posee Inervación autónoma (20), agentes 

circulantes o locales juegan un rol relevante en el control de la función contráctil 

de este vaso. Es muy probable que algunos de estos factores involucren en sus 

mecanismos de acción a canales de K'', los cuales pueden participar en la 

transducción de señales variando el potencial de membrana y la concentración de 

Ca^'' libre intracelular. Recientemente, mediante la realización de experimentos 

mecánicos, Lovren y Triggle informaron que canales BKca y K dr participan en la 

relajación producida por NO en anillos de AUH precontraídos con 5-HT (79). Los 

resultados presentados en este trabajo de Tesis muestran que el nitroprusiato de 

sodio (SNP), dador de oxido nítrico (NO), y el Br-GMPc, análogo permeante del
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GMPc, son capaces de activar el canal BKca células de músculo liso de AUH 

que conservan su citosol intacto. También informamos que NO y GMPc no son 

efectivas sobre canales aislados en segmentos de membrana (configuración 1-0), 

sugiriendo la ausencia de efectos directos de estas sustancias sobre el canal. Por 

lo tanto, estos resultados muestran que la actividad del canal BKca es regulada 

por la vía de señalización intracelular del NO, probablemente a través de 

activación de la enzima guanilato ciclasa y posterior fosforilación por PKG, y por lo 

tanto, apoyan los resultados obtenidos por Lovren y Triggle en segmentos intactos 

de la AUH.

Por otra parte, hemos demostrado en células de músculo liso de AUH la 

presencia de una corriente catiónica no selectiva y descripto sus propiedades y su 

participación en la función contráctil de esta arteria humana. Los resultados 

muestran que dicha corriente es llevada por cationes y en condiciones fisiológicas 

podría representar una importante vía de entrada de Ca^'' y Na"" a la célula. La 

corriente macroscópica es independiente del tiempo y del voltaje y su relación l-V 

es lineal entre -90  y +100 mV. El valor del potencial de reversión de esta corriente 

es muy cercano a 0 mV como se espera para corrientes no selectivas. Esta 

corriente fue inhibida por Gd̂ "̂  (237, 238), Lâ "̂  y Mĝ "̂ , a concentraciones 

comúnmente utilizadas para bloquear canales de tipo CNS en músculo liso y en 

otros tipos celulares (190). La sensibilidad farmacológica y las características de 

la corriente coinciden con los datos presentados para corrientes mediadas a 

través de canales CNS en otros tipos de MLV (107, 207, 239), miométrio y 

músculo cardíaco (240, 241).

En relación con las propiedades de permeabilidad de estos canales, los 

resultados obtenidos a partir del estudio del corrimiento del potencial de reversión 

de la corriente CNS en condiciones bi-iónicas indican la siguiente serie de 

permeabilidades:

Cs* > Na^> ur = = Ba *̂ > Tris*

Así, al considerar la permeabilidad relativa entre Na* y Ca^* (ambos 

presentes en las soluciones extracelulares en condiciones fisiológicas) obtuvimos 

que la permeabilidad del Na"̂  es 1,3 veces mayor que la del Ca "̂". Canales CNS
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con permeabilidades similares para el Ca "̂" y otros cationes divalentes han sido 

informadas en varios tipos celulares (107, 201, 243, 244).

Eisenman propuso en 1962 (245), a partir de sus estudios sobre interacción 

electrostática en vidrios selectivos a distintos cationes monovalentes, la Teoría del 

equilibrio para la selectividad iónica para explicar la interacción entre una 

superficie de vidrio cargada negativamente y 5 cationes metálicos alcalinos 

diferentes. Este autor propuso que los iones disueltos en una solución acuosa se 

intercambian con iones unidos a sitios cargados negativamente de la superficie 

del vidrio en función de: 1. la energía electrostática de atracción entre el ión y el 

sitio cargado, que depende del radio del ión y del radio de sitio, y 2. la energía de 

hidratación del ion. Considerando esta situación en uno de los extremos, donde el 

radio del sitio es muy amplio, la energía de interacción electrostática será baja 

para todos los cationes y el equilibrio de intercambio iónico dependerá sólo de la 

capacidad de los iones en solución para perder su capa de hidratación. Así, en 

esta situación denominada de sitio amplio o débil, el ion Cs"̂  estaría favorecido ya 

que su energía de deshidratación es baja con respecto a otros iones como el Na'" 

y más aún, el Li"". En el otro extremo se ubicaría el caso en que los sitios tuvieran 

radios pequeños, aquí la energía de interacción electrostática sería alta para 

todos los iones y mucho mayor que la energía de deshidratación para cualquiera 

de ellos. En este caso denominado de sitio pequeño o fuerte los iones más 

pequeños podrán acceder más fácilmente al sitio para interaccionar con el mismo. 

Las situaciones intermedias entre estos dos casos extremos permiten calcular la 

energía de intercambio para los iones Cs"̂ , Rb"̂ , K"", Na"' y Li'" a distintos valores de 

radio del sitio, estableciéndose las distintas series de equilibrio para la afinidad de 

unión entre el sitio y los iones. Estas series fueron numeradas de la I (Cs"" > Rb"̂  > 

K"" > Na'" > LT) en el caso extremo del sitio amplio o débil a la XI (Li"" >Na'" > K"" > 

Rb'" > Cs"") en el caso extremo del sitio pequeño o fuerte.

Este concepto general de Eisenman puede ser utilizado para analizar las 

series de permeabilidades de los canales catiónicos. En la AUH, la serie de 

permeabilidades encontrada (Cs"  ̂ > Na"̂  > Li'") para la corriente catiónica no 

selectiva se corresponde con la secuencia de permeabilidad para estos iones de 

las series I, II, III y IV de Eisenman, lo que indicaría que la selectividad estaría 

determinada en mayor medida por la capacidad de los iones de deshidratarse
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(situación de sitio amplio o débil) que por las interacciones entre sitios cargados 

del poro y los iones.

En células de MLV han sido descriptos canales CNS con valores de 

permeabilidad relativa muy similares entre sí que se disponen en series de 

permeabilidades coincidentes con la demostrada en este trabajo. Así, ha sido 

informado por Bae y colaboradores, que el potencial de membrana de las células 

de múscub liso en ia arteria pulmonar de conejo es regulado en parte por una 

corriente CNS con la siguiente serie de permeabilidad; K"" > Cs'" > Na"" > Li'' (116) 

correspondiente con la secuencia de permeabilidad para estos iones de las series 

IH y iV de Eisenman. En la arteria mesentérica de cobayo, Setoguchi y 

colaboradores estudiaron las propiedades de un canal CNS sensible al 

estiramiento de la membrana celular, encontrando la misma serie de 

permeabilidad que la hallada por el grupo de Bae (107). En células de músculo 

liso de arteria coronaria porcina se informó la presencia de un canal activado por 

estiramiento con una mayor permeabilidad al que al Na^ (246). En este estudio 

los autores muestran que este canal posee una serle de permeabilidad que 

corresponde a la serie III de Eisenman (Rb"  ̂> > Cs'" > Na"" > Li"̂ ).

En el músculo cardíaco, específicamente en células de aurícula de rata, se 

ha descripto una corriente CNS activada por estiramiento con muy poca diferencia 

en los valores de permeabilidades relativas, las cuales se ubican en la siguiente 

serie: Cs'">Na"^>Lr (1,05:1:0,98), mientras que en el mismo tipo celular estos 

autores encontraron otra corriente basal, denominada de “background”, que 

presenta la misma serie que en el caso anterior, pero con valores de 

permeabilidad relativa que difieren más entre sí que los obtenidos para el canal 

sensible al estiramiento (Cs‘">Na''>Li''=1,49:1:0,7) (247). Recientemente, Volk y 

colaboradores encontraron en células musculares de ventrículo izquierdo de rata 

un canal CNS, cuya estructura molecular probablemente sea una proteína tipo 

“polycystin«2-like”. Este canal muestra muy poca diferencia en los valores de 

permeabilidad relativa entre distintos cationes monovalentes, los que se ubican en 

la siguiente serie de permeabilidad Na'^=K^>Cs''=Lr (242).

Por otro lado, Prakriya y colaboradores diferenciaron, en células T de 

leucemia humana (tipo Jurkat E6-1) dos tipos de canales CNS, uno activado por 

liberación de Ca^‘" desde depósitos intracelulares y otro sensible a Mg "̂"; ambos 

difieren en sus valores de permeabilidad relativa, ya que el primero es más
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permeable al Na'" que al Cs'' y el segundo es más permeable al Cs"" que al Na"̂  

(248).

En el borde en cepillo de la placenta humana, también se ha descripto un 

canal CNS de baja conductancia con una serie de permeabilidades similar a la 

hallada para las células de músculo liso de AUH en este trabajo. La serie de 

permeabilidades encontrada es Cs"̂  Rb"̂  > Na^ ~ > Li"̂ . No se conoce aún la

implicancia fisiológica de este canal en el funcionamiento de la placenta (244).

Las células endoteliales de la vena umbilical humana poseen canales CNS 

en su membrana, estos canales son activados por histamina y son más 

permeables al que al Na'' (249).

Estos y otros ejemplos que se encuentran en la bibliografía muestran que los 

canales CNS siguen, por lo general, series de permeabilidades l-IV de Eisenman, 

lo que indicaría que es la energía de deshidratación de los cationes lo que limita la 

selectividad de los mismos. Este tipo de análisis sobre los canales CNS resulta 

interesante ya que aporta conocimiento sobre las propiedades del poro del canal y 

el mecanismo de permeación de iones a través del mismo, especialmente en 

aquellas células donde no se ha identificado aún la estructura molecular de los 

mismos.

En los últimos años se han logrado determinar en algunos casos que las 

proteínas TRP y proteínas tipo policistinas constituyen las estructuras proteicas 

formadoras de este tipo de canales iónicos. Así, los conocimientos sobre las 

características moleculares de estas proteínas, su expresión en distintos tejidos y 

la descripción de corrientes catiónicas no selectivas y sus roles fisiológicos 

avanzan, pero poseen hasta ahora, muy pocos puntos de encuentro.

En relación a las propiedades de la corriente CNS descripta en este trabajo 

los resultados muestran por un lado la secuencia de permeabilidad para 

diferentes cationes, lo cual permite conocer, como se detalló en los párrafos 

precedentes, las características de permeabilidad de estos canales y comparar 

estos con otros datos existentes. Por otro lado, se encontró que la corriente 

entrante macroscópica evocada a potenciales de membrana menores que 0 mV y 

en presencia de concentraciones fisiológicas de Na'' y Ca^'' disminuye cuando se 

elimina el Na'' extracelular, y se reduce aún más cuando se eliminan Na'' y Ca^'', 

indicando que estos dos cationes son iones portadores de esta corriente y podrían
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mediar un influjo de Na'' y Ca^^ induciendo despotarización y contracción en las 

células de músculo liso.

El influjo de Na"̂  y Ca^'' a través de canales CNS aumenta a valores de 

potencial de membrana negativos (mayor fuerza impulsora), por lo tanto, a valores 

de potencial de membrana de reposo la contribución de esta corriente 

despolarizante puede ser significativa, y en algunos casos se ha demostrado que 

es la responsable de mantener el potencial de las células de músculo liso en un 

valor entre -60 y -40 mV, alejado del valor teórico esperado (cercano a -90 mV) si 

éste fuera sólo regulado por canales de (116, 243).

En la AUH, los experimentos realizados en modo de fijación de corriente 

sugieren que el bloqueo de canales CNS es capaz de modificar el potencial de 

membrana de estas células, produciendo hiperpolarización. Existe además, la 

posibilidad de que la corriente despolarizante a través de canales CNS en 

condiciones de reposo indirectamente active la corriente a través de canales de 

Ca^'' operados por voltaje de tipo L. Si bien las curvas de activación descriptas 

para este tipo de canal en células musculares lisas de otros vasos muestran que 

la activación de estos canales es nula o muy baja a valores de potencial de 

membrana de reposo (-60, -40 mV) (237), actualmente es posible especular con 

la posibilidad de que la corriente a través de canales tipo L en el rango de 

potenciales denominado ventana de corriente, esté siempre activa y pueda estar 

contribuyendo al mantenimiento del potencial de membrana y sea modulada por 

factores hiper y despolarizantes (35).

Por otro lado, el influjo de Na^ a través de canales CNS podría representar 

un mecanismo de regulación de la concentración de Na'' intracelular en este tipo 

celular, tai como ha sido propuesto por Blausteln y colaboradores. Estos autores 

remarcan la importancia de posibles estructuras que puedan mediar un influjo de 

Na'' en el músculo liso, ya que salvo pocas excepciones no se han descripto 

canales selectivos al Na'' en este tipo celular. Los mismos autores demostraron 

que en células de músculo liso de arteria mesentérica de rata el Na'' Ingresa a 

través de canales CNS operados por la depleción de depósitos intracelulares 

(SOC) y que es removido rápidamente por la actividad de un subtipo específico de 

la bomba Na/K (as) en condiciones básales. Además, plantean que un aumento 

en la actividad de esta bomba, colocalizada en microdominios subsarcolemales 

con los canales tipo SOC y con el intercambiador Na/Ca de la membrana
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plasmática, puede disminuir el gradiente de Na"" disminuyendo así la extrusión de 

Ca^'' a través del intercambiador Na/Ca y aumentando la concentración local de 

Ca^"' (237). Esta interesante hipótesis mecanística es sólo un ejemplo de la 

enorme complejidad de los mecanismos que regulan la función contráctil en el 

músculo liso.

Función Contráctil de la AUH

El estudio de la función contráctil del MLV utilizando registros de desarrollo 

de fuerza isométrica en anillos vasculares sometidos a un estiramiento inicial a 2 

gF ha sido ampliamente utilizado y validado mediante experimentos en los cuales 

se prueba la acción de distintos estímulos sobre el tejido vascular. En los vasos 

que no poseen tono miogénico el estiramiento inicial del anillo genera como 

primera respuesta una relajación pasiva dada por la componente elástica de la 

pared del vaso, que luego de un período de estabilización se mantiene constante. 

Esta respuesta pasiva puede observarse en arterias como las arterias aorta o 

mesentérica de la rata (resultados obtenidos en nuestro laboratorio). En cambio, 

los anillos vasculares de AUH responden a ese estiramiento con una relajación 

inicial rápida seguida de una contracción más lenta que luego se estabiliza en el 

tiempo: obtuvimos entonces una respuesta contráctil activa que superó la 

relajación pasiva inicial. Las características de esta respuesta coinciden con las 

informadas para la respuesta miogénica típica que presentan las arteriolas, 

aunque recientemente, se ha descripto que la respuesta miogénica no es 

exclusiva de las arterias de pequeño calibre, encontrándose también expresada, 

en distinto grado, en arterias de mayor diámetro (250-252).

Los primeros indicios experimentales que permitieron plantear la hipótesis de 

que la respuesta al estiramiento observada en la AUH fuese una respuesta activa 

con características de respuesta miogénica fueron posteriormente apoyados por 

los resultados obtenidos mediante dos tipos diferentes de experimentos 

mecánicos que permitieron medir el desarrollo de fuerza en anillos vasculares y la 

resistencia al flujo en segmentos arteriales perfundidos. Del análisis de los 

mismos surgen las siguientes conclusiones parciales que avalan la idea 

preliminar:
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a. la respuesta contráctil al estiramiento en condiciones isométricas disminuye 

significativamente en ausencia de Ca^'' externo y es inhibida por Gd "̂", Mg^'' y Lâ *" 

sugiriendo la presencia de un influjo de Ca^^ basal que mantiene la respuesta 

miogénica y al que probablemente contribuyen canales CNS, según sugieren los 

resultados obtenidos con los inhibidores de la corriente CNS. Además, esta 

respuesta fue también disminuida por nifedipina, hecho que sugiere la 

participación de canales de Ca "̂" tipo L en el mantenimiento de este flujo basal de 

Ca^^
b. las curvas tensión-longitud realizadas a diferentes concentraciones de Ca^^ 

extracelular indican que la respuesta contráctil depende del grado de estiramiento 

y de la concentración de Ca^'' externa como se espera para una respuesta de tipo 

miogénico. Este mismo efecto no pudo ser observado en otros vasos humanos 

como la vena safena o la arteria radial, ensayados anteriormente en nuestro 

laboratorio (observaciones no presentadas en este trabajo). La dependencia del 

estiramiento y del Ca^'' en la AUH desaparece cuando las curvas se obtienen en 

presencia de bloqueantes de canales CNS, lo que refuerza la idea de que este 

tipo de canal iónico participe en la respuesta miogénica.

c. En los experimentos con segmentos vasculares perfundidos a diferentes 

velocidades en présencia o ausencia de Ca^* se observó que la resistencia” dé lâ  

arteria disminuye con el aumento de la velocidad en ambos casos, sin embargo 

en presencia de Ca *̂" la caída es menor. Una explicación posible para este 

resultado podría ser que la caída de la resistencia de la arteria es menor en 

presencia de Ca^^ porque, en presencia de este ión se desarrolla una respuesta 

miogénica dependiente de Ca '̂" que se opone a la relajación inducida, tanto por la 

componente elástica de la pared como por el efecto del cambio en el flujo sobre 

las células endoteliales (o del inglés relajación por shear stress, fenómeno al que 

nos referiremos mas adelante). En otras palabras, en la pared arterial un mismo 

estímulo estaría provocando directa o indirectamente dos mecanismos 

contráctiles opuestos, contracción miogénica y relajación (pasiva y activa) 

inducidos por modificación del flujo. En general, en las arteriolas la respuesta 

miogénica es muy importante y puede generar un efecto neto de vasoconstricción 

ante un aumento de la presión intravascular, y en las arterias de mayor diámetro 

que las arteriolas este efecto puede ser menos importante (18).
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d. La perfusión de segmentos arteriales a velocidad constante durante todo el 

experimento (aún a la velocidad mínima ensayada) representa un estímulo capaz 

de generar una respuesta contráctil activa o miogénica, tal como se pone en 

evidencia en el aumento de la resistencia de la arteria cuando se agrega Ca "̂" a la 

solución de perfusión en arterias previamente perfundidas sin Ca^. Este aumento 

de la resistencia es inhibido en forma parcial por Gd^"" y Mg "̂̂  de la misma forma 

que fue observado en los demás experimentos. Este resultado además de poner 

en evidencia una respuesta activa dependiente del Ca "̂" en la cual probablemente 

tengan un rol importante los canales CNS, podría también estar reflejando dos 

fenómenos adicionales: i. la presencia de un flujo de Ca^'' denominádo 

capacitativo mediado por canales CNS de tipo SOC activados por la depleción del 

retículo sarcoplásmico generado por la perfusión de la arteria con solución KRB 

sin Ca '̂". ¡i. presencia del mecanismo denominado paradoja del calcio. En este 

mecanismo que ha sido demostrado en otros vasos (237) se propone que la 

ausencia de Ca^^ externo facilita el influjo de Na"" a través de canales CNS 

despolarizando las células y abriendo canales de Ca '̂  ̂ operados por voltaje, 

cuando se restituye el Ca^'', se observa una contracción debido a la entrada de 

Câ "̂  a través de estos canales (237). Este fenómeno se explica en base a la 

presencia de canales CNS que tienen la propiedad de ser parcialmente 

bloqueados por el Ca^'' externo, aumentando su permeabilidad al Na"" en ausencia 

de Ca^''. Si bien la presencia de estos dos mecanismos no fue explorada en 

detalle en este trabajo de Tesis, la hipótesis de que uno o ambos mecanismos 

estén contribuyendo a la respuesta contráctil descripta, se acompaña con el 

resultado que surge de comparar el valor de resistencia que alcanza la arteria 

cuando se restituye el Ca^* externó con él obtenido en presencia dé Ca '̂" durante 

todo el experimento. Así, a una misma velocidad de perfusión los valores de 

resistencia en presencia de Ca^^ son mayores en los segmentos que fueron 

estabilizádós en áusencia de Ca '̂  ̂ qué en los segméntós éstabílizadós en 

presencia de este ion. La discriminación y confirmación de la presencia de estos 

mecanismos en el MLV de la AUH, así como la importancia del influjo de Na"" en 

la regulación de la función contráctil de estas células necesitan de mayores 

evidencias experimentales y quedan planteadas como futuros temas de estudio 

en este vaso.
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Por otro lado es importante discutir el hecho de que en los experimentos 

diseñados para indagar la participación de canales CNS en la respuesta 

miogénica de la arteria se ha utilizado en todos los casos Gd^"" como Inhibidor de 

este tipo de canal. Numerosos trabajos describen la presencia de canales CNS 

utilizando Gd̂ "̂  como inhibidor y en este trabajo se demuestra que Gd "̂" es capaz 

de inhibir la corriente CNS observada en células aisladas de músculo liso de la 

AUH. Algunas referencias bibliográficas sin embargo no consideran al Gd^"" como 

bloqueante selectivo y han informado que en otros tejidos Gd^"" es capaz de 

bloquear canales de Ca^'' de tipo L (253). En la AUH, los resultados que muestran 

que una dosis saturante de Gd^"" no modifica la contracción inducida por una 

solución despolarizante con alto mientras que nlfedipina sí induce relajación 

completa de la contracción, permiten descartar la posibilidad de que Gd^^ induzca 

su efecto relajante por bloqueo de canales de Ca^'’ operados por voltaje.

El aumento de la concentración de Mg^^ extracelular produjo bloqueo de la 

corriente CNS en células aisladas y una Inhibición sobre el tono miogénico en la 

AUH. Si bien tampoco se considera al Mg^* un bloqueante selectivo de canales 

CNS se ha demostrado en diferentes tipos celulares incluidas células de MLV, su 

capacidad de inhibir diferentes subtipos de esta familia de canales (248, 254). En 

particular se utiliza Mg^"' como inhibidor de la corriente capacitativa de Ca^*. Los 

resultados obtenidos con alto Mg "̂" en la AUH, podrían tener relevancia 

terapéutica ya que la misma dosis que es empleada terapéuticamente en 

pacientes con preeclampsia (255) se demostró efectiva para inhibir la corriente 

CNS y relajar el tono miogénico en la AUH. Por lo tanto, se puede especular que 

el Mg "̂" administrado para prevenir las crisis epilépticas en pacientes eclámpticas 

(68) también podría afectar el flujo sanguíneo en la circulación feto-placentaria por 

acción directa sobre canales CNS en las células de músculo liso de la AUH.

El análisis de los resultados presentados hasta aquí permiten llegar a las 

siguientes conclusiones parciales acerca de la función contráctil de la AUH:

•la AUH es capaz de desarrollar tono miogénico en respuesta al 

estiramiento dependiendo de la concentración de Ca^^ externo.

• la corriente catiónica no selectiva caracterizada en este vaso participa en el 

desarrollo del tono miogénico.

•E l tono miogénico puede ser inhibido en diferente grado por lantánidos 

como y La "̂', por y por nifedipina.
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En cuanto al mecanismo por el cual la corriente CNS participa en el 

desarrollo de tono miogénico en la AUH se pueden plantear dos posibilidades que 

podrían incluso verificarse en forma simultánea: 1. como mediadora directa de un 

influjo de Ca^'' y 2. a través de su efecto despolarizante que activa canales de 

Ca '̂" operados por voltaje permitiendo el influjo de Ca^^. Los resultados obtenidos 

avalarían la hipótesis de que estos dos mecanismos contribuyan al desarrollo de 

tono miogénico, ya que hemos demostrado que parte de la corriente puede ser 

transportada por Ca "̂" en condiciones fisiológicas y además se ha observado que 

Gd "̂" hiperpolariza las células y que el bloqueo de canales de Câ "̂  operados por 

voltaje puede inhibir el tono miogénico.

El rol de canales CNS como vía directa de entrada de Ca "̂" a la célula ha 

sido recientemente descripto en células de MLV de vena porta de conejo, por 

Inoue y colaboradores quienes reportaron una corriente CNS sensible a Gd^"" a 

través de un canal del subtipo TRPC6, el cual es 4 o 5 veces más permeable a 

Câ "̂  que a los iones monovalentes (199). La corriente CNS descripta en este 

trabajo, en las células de músculo liso de AUH, posee características similares a 

las Informadas para la corriente a través de los canales TRPC6 en otros tipos 

celulares. Además, Weish y colaboradores demostraron que este tipo de canales 

está involucrado en el mecanismo de despolarización miogénica y en el desarrollo 

del tono vascular (207). Por lo cual es posible plantear como hipótesis que la 

proteína TRPC6 pueda constituir la estructura molecular para el canal que 

produce la corriente CNS encontrada en AUH.

Así como planteamos y discutimos el rol despolarizante de la corriente CNS 

en el mecanismo de contracción miogénica, las corrientes de (IKqr y IBKca) 
caracterizadas electrofislológicamente en este vaso podrían también participar en 

la regulación de este mecanismo, aumentando el desarrollo de fuerza o 

disminuyéndolo según se induzca inhibición o activación de estas corrientes 

respectivamente. Nosotros hemos demostrado mediante experimentos mecánicos 

que la activación de canales BKca, utilizando floretina, produjo relajación de la 

respuesta contráctil al estiramiento que se observa en esta arteria, y que el 

bloqueo de los mismos, con 2 mM de TEA, induce contracción. Esto sugiere que 

los canales iónicos de tipo BKca, cuyas propiedades electrofisiológicas hemos 

puesto en evidencia en células aisladas y en segmentos de membrana, son 

funcionales en el tejido intacto y que estarían involucrados en la respuesta

137



DISCUSION Y CONCLUSIONES

contráctil activa que induce el estiramiento en esta arteria. Si bien la 

concentración de TEA que produce este efecto en los anillos vasculares es mayor 

que la que produce el bloqueo de la corriente iónica (2 vs 1 mM, 

respectivamente), el valor es inferior a la dosis media de bloqueo (10  mM) 

informada en el MLV para la corriente IKdr (185). Este hecho puede deberse, 

entre otras causas, a que las propiedades de difusión de la sustancia inhibidora 

en el tejido vascular no permitan que la misma alcance la concentración efectiva 

en el espacio extracelular en contacto con las membranas celulares de las células 

de músculo liso.

Con 4-AP no sé logró observar un efecto contrayente significativo en los 

anillos vasculares intactos de la AUH. Este resultado puede interpretarse como el 

correlato mecánico de los efectos observados en los experimentos 

electrofisiológicos en configuración W-C, donde esta sustancia inhibe la corriente 

Kdr en algunas células pero aumenta la corriente total en otro grupo de células. Si 

estos efectos contrapuestos se verifican en células del mismo segmento vascular, 

como hemos observado, el efecto mecánico resultante podría ser nulo. Por otro 

lado, la falta de efecto mecánico de la 4-AP en la fase estable de la respuesta 

activa inducida por el estiramiento, puede sugerir que la corriente IKdr no está 

involucrada en el mantenimiento de la misma pero no descarta la posibilidad que 

la IKdr pueda contribuir en otras fases de la respuesta o en respuestas a 

diferentes grados de estiramiento.

Es también importante tener en cuenta, en la interpretación de los efectos de 

sustancias inhibidoras de canales iónicos sobre la función contráctil del MLV, que 

la modificación del estado contráctil mediante la generación de contracción o 

relajación, si bien demuestra la funcionalidad de los mismos en el tejido intacto y 

orienta sobre el rol funcional de los mismos, no son suficientes para investigar el 

mecanismo de acción de una droga, debido a la gran cantidad de variables que se 

ponen en juego en el mecanismo de contracción y relajación. Como así tampoco 

se puede inferir acerca del efecto que producirían en el estado contráctil del vaso 

drogas que han sido ensayadas sobre corrientes iónicas. Con respecto a esto, 

Halliday y colaboradores encontraron que en aorta de rata los resultados 

electrofisiológicos obtenidos con TEA y 4-AP no se correlacionaron con los datos 

mecánicos obtenidos en anillos vasculares de ese vaso (256).
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En relación a la relajación vascular inducida por aumento del flujo que 

hemos citado precedentemente, es importante tener en cuenta que la pared de 

los vasos reacciona al estiramiento de diferentes maneras dependiendo de qué 

mecanismos se ponen en juego en cada caso particular. El estiramiento de la 

pared del vaso inducido por un aumento de la presión intravascular generaría, en 

principio, un incremento del diámetro del vaso por acción del componente elástico 

de la pared que cede, en forma pasiva, a esta fuerza. Por otro lado, dos procesos 

activos podrían sumarse al anterior para dar el efecto neto final del vaso: 1. la 

liberación de factores relajantes endoteliales en respuesta al esfuerzo de corte (o 

en inglés “shear strees”j  ejercido por el flujo sobre las células endoteliales y 2. el 

desarrollo de respuesta miogénica por parte de las células de músculo liso de la 

pared vascular en respuesta a un estiramiento de la pared vascular que 

determinaría la contracción de las células de MLV oponiéndose al aumento del 

diámetro.

En la AUH, hemos encontrado que en presencia de Ca^'' en la solución de 

perfusión, el aumento del flujo (generado por un aumento de la velocidad de 

perfusión) disminuye la resistencia del vaso y que esta disminución es menor en 

presencia de L-NAME a todas las velocidades ensayadas. La diferencia entre los 

valores de resistencia al flujo obtenidos con y sin L-NAME es significativa entre la 

primera velocidad (0,7) y las velocidades subsiguientes (2,96; 5,27; 7,46 y 8,70), 

las cuales no muestran diferencias entre sí. Esto sugiere que a valores de 

velocidad de perfusión mayores que, aproximadamente, 1 ml/min en nuestras 

condiciones experimentales el efecto relajante activado por el aumento de flujo es 

el máximo. Estos resultados indicarían que el NO producido “in situ" por el vaso 

participa en ei mecanismo que produce ia disminución de la resistencia del vaso 

como respuesta al aumento dei flujo. Por otro lado, en otra serie de experimentos 

utilizando también arterias perfundidas observamos que la presencia de un dador 

exógeno de NO (SNP) en la solución de perfusión disminuye la resistencia de la 

AUH con respecto al control a los distintos valores de velocidad de perfusión, y 

que este efecto fue Inhibido por TEA 1 mM. Estos últimos resultados refuerzan la 

idea de que el NO puede mediar un efecto relajante en este vaso y sugiere que 

los canales BKca podrían estar involucrados en el mecanismo vasorrelajante del 

NO descripto en otros vasos y, en particular en esta arteria como ha sido
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descripto para anillos de AUH estimulados con 5-HT y análogos de tromboxano 

A2 (79).

Además del NO, otros factores relajantes podrían producir disminución de la 

resistencia de la AUH. En particular, KIockenbusch y colaboradores en el año 

1992 presentaron resultados mecánicos utilizando segmentos de AUH indicando 

que la PGL sería un factor relajante derivado del endotelio más importante que el 

NO (78). Si bien en esta Tesis se presentan resultados electrofisiológicos y 

mecánicos referidos a la acción del NO, focalizados principalmente en el efecto 

del mismo sobre canales de tipo BKca, el objetivo central en este trabajo de 

investigación no comprende la acción de factores endoteliales, por esta razón no 

se continuó con la investigación del efecto de otros factores endoteliales sobre la 

resistencia de la AUH. Se abordará, en el futuro, el estudio del rol y posibles 

mecanismos de acción de otros factores endoteliales relajantes (como 

prostagandina PGb) y contrayentes (como endotelina). Los resultados 

presentados hasta aquí que muestran disminución de la resistencia de la AUH 

con el aumento del flujo conjuntamente con los resultados que muestran que el 

estiramiento de la pared vascular como único estímulo genera una contracción 

activa, ponen en evidencia la posibilidad de que el efecto de roce generado por el 

cambio en el flujo sumado al estiramiento de la pared del vaso inducen dos 

mecanismos contráctiles contrapuestos, relajación y contracción respectivamente, 

de los cuales según la importancia relativa de los mismos disminuirá o aumentara 

la resistencia del vaso. Existen pocos trabajos en la literatura que den un 

tratamiento conjunto a estos dos fenómenos, Kuo y colaboradores informaron 

que, en arterias coronarias porcinas, estas dos respuestas interaccionan y la 

magnitud de ambas depende del nivel del cambio de presión (257). 

Recientemente, han surgido trabajos con información acerca de las estructuras y 

las vías que transducen la señal de estiramiento desde la membrana celular al 

aparato contráctil de la célula. En estos trabajos se plantea que tanto proteínas de 

la matriz extracelular como integrinas, ubicadas en la membrana plasmática y los 

componentes del citoesqueleto estarían implicados en la transducción de este tipo 

de señales (18, 238).

Otra estructura de membrana capaz de inducir un influjo de Ca "̂" y sobre la 

cual habíamos señalado que podría estar involucrada en el mantenimiento de la 

respuesta contráctil activa al estiramiento es el intercambiador Na/Ca o NCX (del
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inglés “NaYCa^'' exchanger”) funcionando en su modo reverso. La activación de 

este transportador en modo reverso podría ser inducida en forma directa por el 

estiramiento, si bien no hay datos en la literatura que señalen esta propiedad (18), 

o en forma indirecta a través de la colocalización con otras estructuras que 

modifiquen el potencial de membrana y/o las concentraciones locales de Na'" y 

Ca '̂", así como por el efecto de fosforilación por proteínas quinasas (50). En otros 

tipos de MLV se ha informado que el NCX participa en la regulación de la función 

contráctil, generalmente funcionando en su modo directo, produciendo extrusión 

de Ca^^. Así, en arterias pulmonares de rata se demostró que la inhibición del 

NCX contribuye a la vasoconstricción producida por la hipoxia (258). Sin embargo, 

es poca la información sobre el rol del modo reverso del mismo en condiciones 

básales. En algunos trabajos se ha señalado que existe relación entre el efecto 

contráctil que produce la disminución del Na"" extracelular y la actividad del modo 

reverso del NCX (259). Con respecto a esto, se ha demostrado que en arterias 

renales de rata la disminución severa del Na"̂  extracelular produce una 

contracción que puede ser inhibida directamente por KB-R7943 y es 

independiente de la activación de canales de Ca '̂" operados por voltaje y de 

canales de Cr , sin embargo si la variación de Na"̂  se realiza dentro de un rango 

fisiológico, la contracción es menor y depende de la activación de canales de Ca "̂" 

operados por voltaje y de canales de C I ' . Esto sugiere que, al menos en este 

tejido, la actividad del modo reverso del NCX tiene un rol funcional en la entrada 

directa de Câ "̂  dependiendo de la magnitud del cambio en la concentración de 

Na"" extracelular (260). El mecanismo que surge a partir de ese trabajo sugiere 

que si la disminución del Na'" extracelular se realiza dentro de un rango fisiológico 

la activación del modo reverso del Intercambiador produce una corriente 

despolarizante neta (considerando una estequiometria 3 Na'":2 Ca^"") que activaría 

canales de CI' y canales de Ca^^ operados por voltaje que contribuyen a la 

despolarización y, median el influjo de Ca "̂" necesario para la contracción. Sin 

embargo, si la disminución de la concentración de Na'" está fuera de los rangos 

fisiológicos, la entrada de Ca^'' y, por lo tanto, la contracción se independiza de 

otros transportadores y se daría, exclusivamente, a través del modo reverso del 

NCX.

En la AUH, nuestros resultados muestran que 5 pM KB-R7943, un inhibidor 

específico del modo reverso del intercambiador Na/Ca (261), relaja
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significativamente la respuesta miogénica e inhibe en forma parcial la contracción 

que induce una solución con bajo Na"" extracelular. Estos resultados sumados al 

hecho de que el efecto contráctil que produce la disminución de la concentración 

de Na"" externo no se verifica en ausencia de Ca '̂" permiten proponer que el 

intercambiador Na/Ca, funcionando en modo reverso, contribuye a la respuesta 

miogénica mediando un influjo de Ca '̂  ̂ y que el mismo puede ser estimulado 

disminuyendo la concentración de Na"" externo. Este dato se correlaciona con los 

resultados obtenidos en el año 1991 por Sato y colaboradores que muestran que 

tanto la eliminación del Na"̂  extracelular como la presencia de ouabaína (que 

aumentaría la concentración de Na"" intracelular) producen contracción en 

segmentos helicoidales de AUH (262). Estos autores plantean que la acción del 

NCX es responsable de estos efectos basados en el hecho de que el amiloride, 

un bloqueante inespecífico del NCX, los inhibe; posteriormente demuestran en 

otro trabajo que la contracción inducida por disminución del Na'' extracelular es 

menor en arterias umbilicales provenientes de neonatos cuyas madres han 

desarrollado preeclampsia durante el embarazo (263). Si asumimos que la 

disminución de Na'' externo puede disminuir el modo directo del intercambiador 

y/o activar el modo reverso del mismo y que ambos efectos producirían 

contracción, la menor respuesta observada en los segmentos arteriales con pre- 

eclampcia podría tener varias explicaciones. Una hipótesis basada en nuestros 

resultados podría ser que la menor respuesta observada en segmentos con 

preeclampsia asociada se deba a una menor actividad del intercambiador Na/Ca 

en su modo reverso, ya que hemos demostrado que el mismo contribuye al tono 

miogénico de la AUH funcionando en su modo reverso y se activa por efecto del 

bajo Na''. Sería interesante en el futuro indagar la validez de esta hipótesis 

examinando las características del tono miogénico y el efecto del inhibidor 

específico del modo reverso del NCX en arterias con patología eclámptica 

asociada.
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Canal BKca y pH en la arteria mamaria interna humana (AMIH)

La AMIH ha sido objeto de numerosos estudios que se han focalizado en su 

respuesta contráctil. Entre ellos, algunos han indagado la presencia y el rol de 

canales de en las células de MLV y la función endotelial de esta arteria. Se ha 

informado que los canales tipo Katp están involucrados en la relajación inducida 

por levocromakalim en esta arteria, mientras que bloqueantes de otros tipos de 

canales de no modifican esta relajación (264).

Recientemente se ha demostrado la expresión del canal BKca por métodos 

de biología molecular en las células de músculo liso de la AMIH; mostrando 

además, que el 11,12-EET producido por el endotelio vascular activa la corriente 

de W-C llevada por canales BKca y, consecuentemente, relaja el vaso (86). En 

concordancia con estos resultados, en este trabajo de Tesis se ha descripto un 

canal con una conductancia de 228 ± 4 pS en condiciones de K'" simétrico (130 

mM) sensible a IBTX y cuya probabilidad de apertura depende de la 

concentración intracelular de Câ "̂  y del voltaje aplicado. Todas estas 

características son coincidentes con las informadas para el canal BKca en células 

de músculo liso de otros vasos como se mencionó anteriormente para este canal 

en la AUH.

Por otro lado se demostró que este canal en la AMIH puede ser regulado 

por cambios en el pH. Los resultados obtenidos en configuración l-O muestran 

que la alcalinización intracelular aumenta la probabilidad de apertura del canal y la 

acidificación la disminuye.

Son pocos los trabajos, hasta la fecha, que indagan la acción directa del pH 

sobre el canal BKca- En un estudio detallado, Shubert y colaboradores informaron 

el efecto de la variación del pH sobre la probabilidad de apertura de este canal en 

células de músculo liso de arteria de la cola de rata, con resultados coincidentes a 

los presentados en este trabajo para la AMIH. Estos autores encontraron que el 

aumento en la actividad del canal inducido por la alcalinización se debe a que en 

estas condiciones el canal muestra una mayor sensibilidad al Ca "̂" sin alterar su 

sensibilidad al voltaje, y proponen como mecanismo de acción que los protones 

podrían interaccionar con la proteína del canal ejerciendo un efecto inhibitorio 

dependiente de la concentración de H"̂  (223). En otro trabajo realizado en

143



DISCUSION Y CONCLUSIONES

músculo liso traqueal, Kume y colaboradores han informado que la acidosis 

modifica la conductancia del canal BKca e induce un corrimiento de la curva de 

activación del canal hacia valores de potencial más hiperpolarizados (265). Estos 

efectos del pH podrían deberse a una modificación en la distribución de las cargas 

superficiales de la membrana que modifiquen las propiedades bioeléctricas de la 

proteína formadora del canal iónico.

Los resultados obtenidos en AMIH muestran que el valor de conductancia 

del canal no varía en función del cambio de pH y sí lo hace la probabilidad de 

apertura cuando se mantienen constantes el valor de potencial aplicado y la 

concentración de Ca^''. A la luz de la información precedente sería interesante, en 

el futuro, estudiar el mecanismo por el cual el cambio de pH afecta la probabilidad 

de apertura del canal BKca en este vaso.

Tal como se describió en la “ Introducción”, la modificación del pH 

extracelular (pHe) puede inducir cambios en el estado contráctil de las células de 

músculo liso vascular. En este trabajo de Tesis se realizaron experimentos para 

examinar la acción de la modificación del pH externo e interno sobre la función 

contráctil de la AMIH. El aumento del pHe contrae y su disminución relaja el tono 

basal de los anillos estirados isometricamente a 2 gF sugiriendo que las 

variaciones en el pHe podrían afectar el diámetro de la AMIH “in situ”. Si bien no 

ha sido estudiada en este vaso la respuesta del anillo al estiramiento (debido a 

que el número de experimentos realizados estuvo limitado por la poca cantidad de 

muestras disponibles) en los anillos sometidos al estiramiento se produce un 

desarrollo de fuerza que puede ser relajado por la disminución del pHe. Queda 

planteado como tema de futuras investigaciones indagar el hecho de que este 

tono pueda representar una respuesta de tipo miogénica y que ésta pueda ser 

modulada por el pH. En relación con esta posibilidad se ha reportado que, en 

arterias coronarias presurizadas de cobayo la acidosis produce vasodilatación y 

en este caso, se encontró que la activación de canales de sensibles al ATP 

está involucrada en el mecanismo de relajación (266).

El estudio de las propiedades contráctiles de la AMIH es de particular interés 

en el campo de la investigación clínica debido al hecho de que este vaso es 

ampliamente utilizado en la cirugía de revascularización miocárdica. Se ha 

informado que esta arteria presenta vasoespasmos, especialmente en las zonas 

más distales de su trayecto (últimos 3-4 cm antes de su bifurcación) que dificultan
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su manipulación quirúrgica (267). Este hecho hace que en el protocolo quirúrgico 

se incluya el uso de drogas vasodilatadoras de uso tópico que tiendan a minimizar 

los vasoespasmos en los segmentos que se utilizan como puentes aorto- 

coronarios. Es importante remarcar entonces que el remanente quirúrgico que 

constituyó las muestras utilizadas en este trabajo proviene del extremo terminal 

de la AMIH, o sea de la zona más proclive al desarrollo de vasoespasmos y que, 

entre las distintas drogas vasodilatadoras utilizadas durante la manipulación 

quirúrgica de la AMIH, es frecuente la utilización de papaverina, una sustancia 

vasodilatadora inespecífica, que produce su efecto a través de distintos 

mecanismos como. Inhibición de fosfodiesterasas (268), disminución del influjo de 

Ca "̂" (269) e inhibición de la liberación de Ca '̂" desde el retículo sarcoplásmico 

(270). La solución de papaverina comúnmente utilizada en forma tópica posee un 

valor de pH entre 5 y 3 (267), por lo tanto esta arteria, durante el procedimiento 

quirúrgico previo al momento en que comienza a cumplir su función de 

restablecimiento de flujo sanguíneo en el miocardio, se encuentra en contacto con 

una solución con pH muy bajo que podría alterar sus propiedades contráctiles 

futuras. Con respecto a esto, se ha informado que el bajo pH de la solución de 

papaverina produce daño endotelial (271) y apoptosis de células del endotelio 

como así también de las células de músculo liso (272). Por lo tanto, los posibles 

efectos que los cambios de pH puedan producir sobre las distintas estructuras 

involucradas en la contracción de las células de músculo liso de esta arteria 

adquiere mayor relevancia fisiológica.

Por otro lado, como se mencionó en la “introducción”, se sabe que en el 

MLV, la variación del pHe produce una modificación considerable del pH 

intracelular (pHi) en el mismo sentido. Así, la reacción del vaso ante un cambio en 

el pHe tal vez se deba a los efectos de la modificación tanto del pHe como del 

pHi. En este trabajo, se evaluó, el efecto contráctil de sustancias que modifican el 

pH intracelular sin producir alteraciones del pH externo y se encontró que la 

alcalinización intracelular producida por una solución que contiene 20 mM de 

NH4CI contrae el vaso, mientras que la acidificación intracelular inducida por 

propionato de Na'" en la misma concentración no logró producir un efecto 

significativo sobre el estado contráctil de la AMIH.

El hecho de que la alcalinización intracelular produzca activación de canales 

BKca en configuración l-O, y por otro lado induzca contracción en segmentos
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intactos del vaso, sugiere que el aumento del pH afecta, este tipo de canal iónico 

y otras estructuras involucradas en el mecanismo de contracción de este vaso 

favoreciendo el desarrollo de la misma. Se han descripto numerosas acciones del 

cambio de pHi sobre distintas estructuras relacionadas con el desarrollo de la 

contracción en las células de músculo liso. Por ejemplo, se sabe que el pH 

modula procesos relacionados con la homeostasis del Ca intracelular como la

liberación de C a del retículo sarcoplásmico a través de receptores de IP3 (273),
2 ^la actividad de canales de Ca operados por voltaje de la membrana plasmática 

(274) y la recaptación de Ca por la bomba Ca-ATPasa del retículo 

sarcoplásmico (275). Es posible entonces que la activación de los canales BKca, 

producida por el aumento del pHi. pueda actuar como un mecanismo limitante de 

la contracción.

La bibliografía referida al efecto neto del cambio de pH sobre el estado 

contráctil del músculo liso, es extensa y resulta controversia! en algunos aspectos. 

Sin embargo, es claro que el efecto contráctil final que induce la modificación del 

pH depende de la importancia relativa de los mecanismos contráctiles o relajantes 

que este cambio produce en cada tipo de músculo liso y de las condiciones 

experimentales utilizadas en cada caso.

Si consideramos los resultados electrofisiológicos que muestran una 

regulación directa del pH sobre la actividad de canales BKca en las células de 

AMIH, como una evidencia de uno de los efectos que el pH produce en estas 

células, así como los efectos contráctiles netos que genera en el tejido intacto 

podemos especular que estímulos fisiológicos como determinados agonistas, o 

condiciones patológicas relacionadas con cambios de pH, podrían involucrar a 

este tipo de canal de K'' que en respuesta a la alcalinización generaría 

hiperpolarización de la membrana celular y, a la acidificación, despolarización de 

la misma.

Las evidencias presentadas en este trabajo sobre las propiedades y 

modulación de la actividad de canales BKca en la AMIH provee además 

información útil para el estudio futuro de drogas vasodilatadoras que podrían tener 

como sitio de acción a este tipo de canal.
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CONCLUSIONES FINALES

El conjunto de datos presentados en este trabajo de investigación muestra 

inicialmente, algunos aspectos del conocimiento generado en el campo de la 

fisiología vascular, aporta nuevas evidencias experimentales acerca de la 

caracterización de estructuras de membrana que participan en la regulación de la 

función contráctil del MLV humano como mediadoras directas o indirectas del 

influjo de Ca "̂" y finalmente, mediante la discusión de los resultados, presenta 

conclusiones parciales que permiten avanzar en la comprensión de los complejos 

mecanismos que intervienen en la regulación de la función contráctil del MLV.

Un factor determinante de este proceso es la identificación de las estructuras 

celulares que participan en dicha función, la caracterización de sus propiedades, 

así como el conocimiento de los mecanismos implicados en la función. Los 

resultados electrofisiológicos aportan evidencias directas de las propiedades 

funcionales de los canales iónicos como mediadores de flujos iónicos y esto 

constituye un aspecto del conocimiento de estas estructuras. Los resultados 

mecánicos permiten observar el comportamiento del vaso ante determinadas 

intervenciones y especular sobre los posibles mecanismos que expliquen las 

respuestas netas obtenidas. Creemos que a partir del análisis global de este 

trabajo podemos aportar al conocimiento de la fisiología vascular, en este caso de 

la AUH y de la AMIH las siguientes conclusiones finales:

Las células de músculo liso de AUH poseen en su membrana canales CNS 

permeables al Na^ y al Câ "̂  con propiedades electrofisiológicas similares a las 

descriptas para este tipo de canal en músculo liso de otros vasos y en músculo 

liso no vascular. Estos canales están involucrados en la regulación del estado 

contráctil de este vaso representando una posible entrada de Ca^^ en la 

membrana de estas células. También describimos corrientes de con distintas 

componentes (IKdr y IBKca)en la corriente total en estas células y, en particular, 

estudiamos las características del canal BKca- Demostramos la existencia de tono 

miogénico en esta arteria y pusimos en evidencia el rol de dichos canales en el 

mantenimiento del mismo así como también la posible implicancia de otras 

estructuras como los canales de Ca^^ operados por voltaje y del intercambiador 

Na/Ca. Además indagamos la respuesta de este vaso al NO, encontrando que
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este activa el canal BKca y está implicado en la respuesta de este vaso al 

aumento del flujo produciendo vasodilatación. Así, los resultados presentados en 

este trabajo pueden ser importantes para el conocimiento de los mecanismos 

fisiológicos que regulan el flujo sanguíneo feto-placentario humano y las 

alteraciones que puedan producirse asociadas a ciertas patologías.

Con respecto a la AMIH, se estudiaron las características del canal BKca, su 

sensibilidad al Ca "̂" y al voltaje, sobre el cual ha sido informado muy 

recientemente, por otros autores, su participación en el mecanismo de relajación 

por el factor hiperpolarizante endotelial. Además se puso en evidencia la 

sensibilidad de este canal a cambios del pH, encontrándose que la alcalinización 

lo activa y la acidificación lo inhibe. Además se indagó la respuesta del tejido 

intacto a la alcalinización intra y extracelular, encontrándose que ambas contraen 

este vaso, de forma que el efecto del pH sobre el canal BKca estaría 

contraponiéndose al efecto contráctil neto observado en el tejido intacto.
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