BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Regulaciéon de canales de K+-
dependientes de calcio de misculo
liso de coronaria

Scornik, Fabiana Silvia

1993

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliogréfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Scornik, Fabiana Silvia. (1993). Regulacion de canales de K+dependientes de calcio de musculo
liso de coronaria. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2593_Scornik.pdf

Cita tipo Chicago:

Scornik, Fabiana Silvia. "Regulacion de canales de K+-dependientes de calcio de misculo liso de
coronaria". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 1993. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2593_Scornik.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2593_Scornik.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2593_Scornik.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

TESIS DE DOCTORADO

Titulo: Regulacién de canales de K*-dependientes de calcio de musculo liso de
coronaria
Tesista: Lic. Fabiana S. Scornik

Director: Dr. Enrico Stefani

1993 —

.

O



pp

INDICE
2
INTRODUCCION
5
I. T Circulacion coronaria
6
LII Generalidades de las arterias coronarias.
7
LI Propiedades electrofisiologicas
o
I.IV Regulacién de la relajacién-contraccion
LIV.1. Mecanismos de vaso dilatacion
10
LIV.1.i. Vaso dilatacion dependiente del endotelio
10
LIV.1.ii. Relajacién mediada por el flujo sanguineo.
12
LIV.1.iii. Vaso dilatacién dependiente de Ia accion directa
de agentes sobre el musculo liso vascular.,
12
a) Dilatacion mediada por agentes B-adrenérgicos.
12
b) Regulacion colinérgica
13
c). Regulacién purinérgica
14
d). Prostaglandinas y metabolitos del acido araquidénico.
---------- 15
LIV.1.iv. Vaso dilatacion directa
16
L.IV.2. Mecanismos de vaso constriccion.
17
L.IV.2.i Vaso constriccion mediada por agentes f3-adrenérgicos.
------------ —17
I.IV.2.ii. Serotonina, ergonovina y plaquetas
18
L.V Canales de potasio regulados por calcio. Generalidades.
--------------- 20
a) modulacion por ligando
22

Acido araquidénico




Angiotensina II (AGII)

Protones

Alcoholes

Endotelina (ET)

Nitroglicerina y GMPc

Histamina

b) Ciclos de fosforilacion-desfosforilacion

Agentes B-adrenérgicos

Somatostatina

c) Modulacioén por proteina G

Regulacion muscarinica

Estimulacion -adrenérgica

Figuras, Introduccion

MATERIALES Y METODOS
IL.I Obtencion de microsomas de membranas de musculo liso de coronaria

IL.IL Incorporacion de canales idnicos en bicapas lipidicas

ILII. Registro de la actividad de canales tnicos

Registro de corrientes unitarias.

Procesamiento del estimulo.

Protocolos de pulsos

Adquisicion y analisis de datos

II IV. Soluciones y drogas

23

23

24

24

25

26

28

29

31

33

35

37

39

46

49

51

52

52

52

53

56



Soluciones para la obtencién de membranas.

Soluciones experimentales

56

56

Figuras, Materiales y Métodos

59

RESULTADOS
Parte 1. Relajacion
Resultados

73

Conclusiones

80

Figuras y Tablas

85

Parte 2. Contraccion
Resultados

Conclusiones

Conclusiones Generales

Figuras

Agradecimientos

Bibliografia

121

125

126

129

149

151



INTRODUCCION

Las arterias coronarias cumplen el papel de proveer O, al corazén. Se ha observado
que una gran cantidad de anomalias en la funciéon cardiaca estan relacionadas con
disfunciones en el proceso de relajacion-contraccion de las arterias coronarias. Por lo tanto,
el estudio de los mecanismos que regulan el estado de relajacion-contraccion de estas
arterias, asi como de los agentes endogenos o farmacoldgicos que afectan a dicho proceso,
es importante para la mayor comprension del mismo, y para proveer posibles herramientas
que sirvan para atacar a las patologias ocasionadas por fallas en el comportamiento
fisiolégico normal. Una parte importante en la regulacion de la relajacion-contraccion son
los mecanismos que conducen a la despolarizacion o hiperpolarizacion de la membrana
celular. En estos mecanismos estan involucrados los canales i6nicos, los cuales son blanco
de un gran nimero de agentes regulatorios de la contraccion-relajacion. En el presente
trabajo de tesis se estudiaran distintos mecanismos de regulacion de los canales de K*-
dependientes de calcio (K¢,) de musculo liso de la arteria coronaria porcina y se discutira su
importancia en el proceso de relajacion-contraccion. La Fig. 1 ilustra el contexto general en
el cual se para situan los canales i6nicos. En primer lugar (A) se muestra la ubicacion de las
arterias coronarias en el corazon; un corte transversal de estas arterias da una imagen como
la que se observa en B, donde se ve un esquema generalizado de las distintas capas que
conforman a las arterias; la parte C ilustra una célula de musculo liso, proveniente de la capa
media de la coronaria (ver mas adelante). Finalmente se muestra un esquema de una seccion
de membrana celular en la que se puede observar la ubicacion de un canal idnico
generalizado (D). Este esquema general es el que se utiliza en la introduccion que sigue a

continuacion.



I. I Circulacién coronaria

La circulacion en el corazén normal esta regulada principalmente por los vasos de
resistencia coronaria como por ej., pequefias arterias, arteriolas y capilares, de manera de
proveer el oxigeno requerido por el miocardio. En la Fig. 1 se observan las dos arterias
coronarias provenientes de los senos venosos que se encuentran atras de las caspides de la
valvula aértica situada en el nacimiento de la arteria aorta. Existen dos sistemas venosos de
drenaje: un sistema superficial que drena al ventriculo izquierdo y termina en el seno
coronario y las venas cardiacas anteriores; y un sistema profundo que drena al resto del
corazon.

El aumento en el consumo de oxigeno por el miocardio provoca un aumento del el
flujo sanguineo. El calibre de los vasos de la coronaria y, consecuentemente, la tasa del flujo
sanguineo coronario esta influenciado no solo por cambios de presion de la arteria aorta sino
también por factores metabolicos como por ej. CO,, adenosina, ademas de factores
humorales y de la inervacion autonoma. El estudio de los factores que regulan a la
circulacion coronaria es importante ya que las alteraciones del flujo coronario normal
conducen a deficiencias en el consumo de oxigeno del miocardio, lo cual tiene como
consecuencia el desarroilo de la enfermedad conocida como angina pectoris. Si la isquemia
producida es prolongada resulta en un infarto de miocardio. Actualmente, una de las
principales causas de muerte son las enfermedades de las arterias coronarias. La disminucion
del radio de las coronarias esta dada frecuentemente por la formacion de trombosis que
pueden deberse a espasmos de la coronaria, agregaciones plaquetarias transitorias en vasos
esclerosados, rupturas de una placa arteriesclerotica o hemorragias dentro de la misma.
Aunque ro se conocen en detalle las causas de estas fallas en el comportamiento normal de
la circulacion coronaria, en los altimos afios, se ha avanzado enormemente en conocer
algunos de los mecanismos celulares y moleculares involucrados. Parte de estos mecanismos

estan brevemente expuestos en las siguientes secciones de la introduccion.



L.II Generalidades de las arterias coronarias.

Antes de comenzar la descripcion de los mecanismos celulares involucrados en el
proceso de relajacion-contraccion de la arteria coronaria se presentaran algunas
generalidades de estas arterias.

La estructura de las grandes arterias coronarias es similar a la estructura general de
otras arterias y consta de tres capas principales (Fig 1 B): La capa interna o intima, es la que
se encuentra en contacto con el lumen de la arteria y esta formada por una monocapa de
células epiteliales (endotelio), una membrana basal subendotelial y la capa elastica interna
compuesta por fibras elasticas. La segunda capa, o capa media contiene al musculo liso de la
pared, responsable de la vasomocion. Esta capa muscular esta rodeada por la capa elastica
interna, y la capa elastica externa que la separa de la tercer capa, la adventicia. Esta esta
compuesta principalmente de fibras de colageno. Aunque las coronarias comparten con otras
arterias esta estructura general, existen algunas diferencias que cabe sefialar: la capa intima
de la arteria coronaria es mas gruesa que en otras arterias, el volumen celular es bajo,
comparado con otras arterias de igual tamafio y la relacion colageno/elastina del tejido
conectivo es mayor. Ademas, las arterias coronarias estian especializadas, sus células
musculares estan orientadas longitudinalmente, éstas, junto con las fibras circulares,
contribuyen a la regulaciéon del calibre de la arteria. Es imporiante mencionar, que esta
estructura general puede variar segun las distintas especies, e incluso entre las diferentes

ramificaciones de un mismo corazon.

LIII Propiedades electroisiologicas
Debido a la dificultad que presentan las células de musculo liso para ser impaladas
con micro electrodos, los datos que se tienen sobre la electrofisiologia de las mismas es

mucho menor comparado con los estudios realizados en musculo esquelético o cardiaco. A



pesar de esta dificultad se pueden sefialar las siguientes caracteristicas generales:

1. Las células de musculo liso vascular son pequefias (alrededor de 200 pum) y por lo
general tienen zonas especializadas por donde establecen contactos.

2. Las células musculares estan inervadas por nervios del sistema autéonomo, los cuales
participan en la regulacion del mecanismo de contraccion-relajacion del musculo. Estas
fibras nerviosas se encuentran en su mayoria en el borde entre las capas media y adventicia.
A lo largo de los vasos se pueden observar varicosidades que corresponden a las zonas
donde se encuentran los terminales nerviosos.

3. Los cambios en el potencial de reposo de las células musculares controlan el nivel de
contraccion del musculo liso vascular (MLV). La despolarizacion induce un estado de
mayor contraccion, mientras que la hiperpolarizacion produce relajacion.

4. Los cambios en la conductancia de ciertos iones a través de la membrana tienen
efectos profundos en el grado de contraccion de la célula.

5. La contraccion producida por K* es de larga duracion (hasta 30 min) comparada con
lo observado en el miscu.o esquelético o el musculo liso visceral (). intestino).

6. El aumento en la concentracion de calcio interna, necesario para que se produzca la
contraccion (desde 107 a mas de 10-5 M), puede provenir de dos fuentes distintas: a) del
influjo de calcio a través de la membrana, que a su vez puede ser a través de canales de
calcio dependientes del voltaje, o dependientes de ligando; y b) por la liberacion de calcio de
compartimentos intracelulares como el reticulo sarcoplasmico.

7. En algunos MLV los agentes vaso activos producen contraccion sin provocar ningun
cambio asociado en el potencial de membrana, este tipo de mecanismo se denomina
acoplamiento farmacomecanico.

8. Segun su excitabilidad, se puede clasificar al musculo liso dentro de dos grandes
categorias: los que generan, y los que no generan potenciales de accion in vifro. En los

casos en los que se desarrolla el potencial de accion, éste provoca contraccion del musculo



liso, o aumenta el estado de contraccion previo.

9. Aun, los MLV no excitables pueden desarrollar potenciales de accion in situ como
respuesta a la sumatoria de varios potenciales de juntura.

10  Los MLV no excitables pueden desarrollar espigas in vitro si se disminuye la
conductancia al potasio con bloqueantes como el Ba2* o el tetraetilamonio (TEA). Esto
implica que el musculo tiene canales lentos, dependientes del voltaje, que acarrean una
corriente entrante, y que es capaz de tener una actividad de excitacion regenerativa.

11.  Las células del MLV tiene potenciales de reposo relativamente bajos (alrededor de -
55 mV) debido a una baja permeabilidad al K.

12. En muchos MLV, existe una corriente entrante lenta, debida al flujo de Ca2* que es
responsable de la fase de despolarizacion de las espigas. No parece haber canales de Na*
rapidos funcionales, sensibles a bloqueantes como la tetrodotoxina (TTX.) Por el contrario,
el bloqueante de los canales de calcio, verapamil, disminuye y hasta bloquea los potenciales

de accion desarrollados en el MLV.
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LIV Regulacion de la relajacion-contraccion
L.IV.1. Mecanismos de vaso dilatacion

Los mecanismos principales conocidos de la relajacion del MLV se pueden clasificar
dentro de tres grandes grupos: 1) vaso dilatacién dependiente del endotelio; 2) vaso
dilatacion dependiente del flujo sanguineo; y 3) vaso dilatacién dependiente de la accion
directa de agentes sobre el masculo liso vascular.
LIV.1.i. Vaso dilatacion dependiente del endotelio
El descubrimiento de que el endotelio cumple un papel como "mediador” de muchos
estimulos que controlan al proceso de relajacion-contraccion (Furchgott & Zawadsky, 1980,
Furchgott, 1983; Cocks & Angus, 1983; Cohen ef al, 1983) se debe a estudios realizados a
partir de la aparente paradoja entre los efectos in vivo e in vitro de la acetilcolina (ACh). En
estos estudios de observd que mientras que la ACh. producia vaso constriccién en
preparaciones de vasos sanguineos aislados (Ito er al, 1979; Foley et al, 1979), provocaba
dilatacion en las preparaciones in vivo. La importancia fisiologica del mecanismo de
relajacion dependiente del endotelio no se conoce aun por completo pero se ha observado
que la remocion del mismo altera la funcion vascular normal. Por otro lado, se ha
demostrado que la relajacion de arterias aisladas en respuesta a la ACh (Furchgott &
Zawadsky, 1980; Chand & Altura, 1981) , ATP y ADP (De Mey & Vanhoutte, 1981),
serotonina (Cohen ef al, 1983), acido araquidonico (AA) (De Mey ef al, 1982) bradiquinina
(Chand & Altura, 1981) y trombina (Ku, 1982) esta mediada parcialmente o en su totalidad
por la liberacién de ciertos factores de las células endoteliales. Uno de los mecanismos de
relajacion mediados por el endotelio involucra la producciéon de prostaciclina. Este dato
proviene de la observacion de que la inhibicion de la sintesis de este agente relajador,
aumenta el tono basal, potencia las contracciones causadas por la prostaglandina F, (PF3)
en arterias coronarias aisladas (Rubanyi & Vanhoutte, 1985; Roberts er al, 1981), y

disminuye el didmetro ¢ : la arteria en perros en estado conciente (Hintze & Vatner, 1984;
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Holtz er al, 1984). Sin embargo, se ha observado que la prostaciclina produce relajacion a
pesar de remocion del endotelio, probablemente actuando como mediador del acido
araquidonico (AA). Gran parte de las acciones mediadas por el endotelio, estan relacionadas
con la liberacion del factor de relajacion derivado del endotelio (FRDE). Este factor es
liberado por el endotelio como respuesta a varias hormonas 0 neurotransmisores, como por
ejemplo bradiquinina (Selke er al, 1993), la sustancia P, serotonina y ACh. (Matsumoto, e/
al, 1993). Se observd que la bradiquinina produce relajacion de las arterias coronarias
porcinas, y que esta relajacion esta enormemente afectada, por la infusién intraluminal de
saponina, que, debido a su accion como detergente, provoca dafio del endotelio. Por otro
lado, la accion el agente relajador independiente del endotelio nitroprusido de sodio no es
afectada por el tratamiento con saponina, esto sirve para demostrar que la accion inhibitoria
de la saponina esta relacionada con el dafio que causa al endotelio y no por algun otro
efecto. En estos estudios se demostrd por otra parte, que la relajacion provocada por la
bradiquinina, no esta ::1ediada, al menos en su mayor parte, por los mecanismos relacionados
con la prostaciclina. Ademas, se observé que agentes que provocan la deplecion de GMPc
en el musculo liso, el cual sirve como mediador de la accion del FRDE (Furchgott, 1983;
Ignarro ef al, 1981), reducen significativamente la accion de I: bradiquinina (Selke ef al,
1993).

Los efectos mediados por el endotelio han dado lugar a contrcversias como es el
caso de la ACh. y la serotonina. Ambos agentes producen en algunos casos contraccion y en
otros relajacion y existen evidencias que sefalan que estas diferencias se deberian a la
presencia o ausencia de endotelio (Myers er al, 1991, ver en este texto "regulacion
cc.inérgica"; Cushing & Cohen, 1993). Desde hace unos afios se acepta ampliamente que el
FRDE es el oxido nitrico (NO), o algin analogo que libera NO en las células de musculo
liso (Palmer er al, 1987, Ignarro et al, 1987). De todas formas cabe sefialar que estudios

recientes han demostrado que la relajacion dependiente de endotelio causada por ciertos
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agonistas, no siempre es suprimida por inhibidores de la sintesis de NO (Richard er al, 1990;
Pawloski & Chapnick, 1991; Miller, 1991). Ademas de la accion del FRDE como mediador
de los agonistas mencionados, se ha demostrado en trabajos recientes en los que se
utilizaron inhibidores de la enzima que produce NO, la 6xido nitrico sintetasa, que la

produccion de FRDE contribuye al tono vasorelajante de la coronaria (Winn ef a/, 1993)

L.IV.1.ii. Relajacion mediada por el flujo sanguineo.

Los cambios en el flujo sanguineo a través de las grandes arterias producen cambios
en el diametro de los vasos en ausencia de estimulos farmacologicos. Aunque los
mecanismos de este tipo de relajacion no se conocen bien, se ha postulado que las células
endoteliales funcionan como "sensores" de los cambios en el flujo sanguineo y el "stress"
(Holtz er al, 1983; Lamping e al, 1985). Aunque existen evidencias que apoyan esta
hipotesis, no se ha comprobado la participacion de las células endoteliales y la liberacion de

FRDE en la circulacion coronaria intacta.

LIV.L.iii. Vaso dilatacion dependiente de la accion directa de agentes sobre el misculo
liso vascular.
a) Dilatacién mediada por agentes $-adrené:gicos.

La estimulacion B-adrenérgica produce dilatacion de las arterias coronarias. Aunque
existen evidencias de que esta relajacion esta dada por receptores B, (Feigl, 1983; Parratt,
1980; Ross, 1976), se ha demostrado, que en las grandes arterias coronarias los receptores
B-adrenergicos son del tipo B, (Baron ef al, 1972).

En un principio se creyo que la relajacion causada por agentes -adrenérgicos podia
estar mediada por mecanismos que implicaran la demanda de oxigeno, o al flujo metabolico
(Macho et al, 1982). Sin embargo, se observé que el agente [3-adrenérgico isoproterenol

produce relajacion cuando es administrado en forma cronica a terneros a los que se les
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mantiene el flujo sanguineo constante, (Young e al, 1986; Vatner ef al, 1986). Esta
evidencia demuestra que la regulacion (B-adrenérgica puede ocurrir independientemente del

flujo sanguineo (Young & Vatner, 1986).

b) Regulacion colinérgica

Como se sefialo anteriormente, la regulacion colinérgica de la arteria coronaria ha
sido controvertida. Se ha demostrado en estudios realizados en segmentos aislados de la
coronaria, que la ACh produce contraccion (Ito ef al, 1979; Kitamura & Kuriyama, 1979,
Nakayama ef al, 1978, Sakai, 1980). Por otro lado, estudios hechos sobre la circulacion
canina intacta, demostraron que la ACh produce relajacion y aumento del flujo sanguineo.
Una explicacion para esta aparente controversia podria ser que en los estudios de arterias
aisladas se utilizaron unicamente grandes vasos, ya que estos pueden responder de manera
distinta a los pequefios vasos. Debido a la accion vaso constrictora de la ACh se postuld que
este agente, y la actividad parasimpatica podian ser factores importantes en el desarrollo del
vaso espasmo. Para probar esta hipotesis, se estudid el efecto de la administracion
subcutanea de metacolina en la coronaria y se observd que esta producia vaso espasmo
(Yasue ef al, 1974; Endo et al, 1976). El descubrimiento de que el endotelio debia estar
intacto para que se produzca vasorrelajacion inducida por ACh (Holz et al, 1983), suginé
que el vaso espasmo dependiente de los agentes colinérgicos debia ocurrir en zonas dafiadas
del endotelio.

A pesar de que las evidencias indican que la disparidad de los efectos observados en
respuesta a la ACh, podrian deberse a la presencia o ausencia del endotelio, hay que
considerar el hecho de que los estudios fueron hechos en diferentes especies. Por otro lado,
aunque existe un gran numero de evidencias que indican que la relajacién causada por la
ACh. estaria mediada por el FRDE, no se puede afirmar lo mismo sobre la hiperpolarizacion

causada por este agonista. Al parecer este efecto estaria mediado por otro factor, también
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liberado por el endotelio, pero diferente al NO ya que no se ha podido bloquear la
hiperpolarizaciéon con agentes que capturan NO como la oxihemoglobina o el azul de
metileno. Este factor se ha llamado factor hiperpolarizante derivado del endotelio (FHDE)
(Chen et al, 1988; Huang ef al, 1988; Taylor & Weston, 1988). Por otro lado, el efecto
hiperpolarizante del NO no ha sido demostrado por completo. Estudios realizados en
distintos musculos lisos han dado resultados controvertidos (Brayden, 1990; Kimori ef al,
1988; Tare ef al, 1990). Recientemente, se ha demostrado que si bien el NO puede producir
hiperpolarizacion en la arteria mesentérica, esta hiperpolarizacion es diferente a la observada
en respuesta a la ACh. (Garland & McPherson, 1992).

Si bien los efectos de la regulacion de la coronaria por la ACh han sido ampliamente
demostrados, los efectos de la inervacion parasimpiatica no son claros. Aunque se ha
observado la presencia de terminaciones de los nervios del parasimpatico en la capa
adventicia de los pequefios y grandes vasos de la coronaria (Denn & Stone, 1976; Dolezel ef
al, 1978) , solo se ha podido comprobar la accion vaso dilatadora de la estimulacion vagal
sobre los pequeifios vasos (Reid er al, 1985), mientras que este tipo de regulacion en los

grandes vasos no ha sido aun encontrada.

c). Regulacion purinérgica

Existen evidencias sobre la relajacion de la coronaria en respuesta a los nucleotidos y
nucledsidos de purina. Aunque el ATP y ADP son mas potentes que la adenosina en la
relajacion de la coronaria, probablemente su papel en la regulacion de la actividad esta
arteria no es muy grande debido a su rapida degradacion a adenosina. Se cree que la
adenosina es un regulador importante del flujo sanguineo en respuesta al incremento de la
actividad cardiaca, le isquemia oclusiva y la hipoxia (Berne, 1980). Sin embargo, aunque
varios estudios han demostrado la accion de la adenosina en los grandes vasos (Foley ef al,

1979; Detar, 1980; Herlihy er al, 1976), otros estudios han demostrado que el ATP puede
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tener un efecto indirecto sobre la coronaria, mediado por el endotelio (De Mey &

Vanhoutte, 1981; Rubanyi & Vanhoutte, 1985).

d). Prostaglandinas y metabolitos del acido araquidoénico.

El acido araquidonico es el precursor de las prostaglandinas (PG), PGE2, PGF2a,
prostaciclina y tromboxano A, (TxA,), todos ellos, metabolitos del camino de la
ciclooxigenasa. Ademas, el AA puede ser metabolizado por la lipooxigenasa y formar
derivados del acido eicosatetranoico y de los leucotrienos. Las acciones cardiovasculares de
estos compuestos no se conocen por completo pero podrian estar involucrados en la vaso
dilatacion mediada por el endotelio (Furchgott, 1983), quimiotaxis de leucocitos (Moncada
& Vane, 1978; Metha & Metha, 1981), y la inhibicion de la sintesis de prostaciclinas
(Moncada & Vane, 1978). Debido a que el metabolismo del AA varia entre los distintos
tejidos o especies, la accion de las prostaciclinas en el muasculo liso vascular es el resultado
integrado de los componentes vaso dilatadores y vaso constrictores relativos. Se ha
demostrado que la prostaciclina es el principal metabolito del AA en los vasos sanguineos
(Moncada & Vane, 1978; Metha & Metha, 1981) y su sintesis es mayor en la superficie de la
capa intima y en el endotelio. A pesar de que se sabe que la prostaciclina es un vaso
dilatador de la coronaria, no se ha demostrado adecuadamente un papel fisioldgico para las
PG. La prostaciclina es liberada por los vasos de la coronaria en respuesta a la hipoxia, la
oclusion coronaria transitoria, la bradiquinina y la angiotensina II, en estos estudios se
observo que la inhibicion de la ciclooxigenasa tuvo poco efecto en la respuesta del flujo
sanguineo de la coronaria frente a estos estimulos (Woodman et a/, 1983).

En los grandes vasos de la coronaria, la inhibicion de la ciclooxigenasa aumenta la tension
del r2poso (Sakanashi ef al, 1980; Kalsner, 1975; Rubanyi & Vanhoutte, 1985), pero no se
conoce bien el significado de este hecho. Estudios realizados en coronaria canina aislada,

han demostrado que la prostaciclina in situ produce solo pequeiios aumentos en el didmetro
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de la coronaria, aun a concentraciones a las cuales produce un reduccion profunda en la
presion arterial (Dusting & Angus, 1984). En este trabajo se observé también que la
indometacina no varia el diametro arterial. Estas observaciones sugieren que la prostaciclina
es un vaso dilatador débil de los grandes vasos en comparacion a su accion sobre los

pequeiios vasos.

LIV.l.iv. Vaso dilatacion directa

Ademas de la vaso dilatacion mediada por el flujo sanguineo o por el endotelio,
existen agentes que provocan relajacion de la coronaria directamente, a nivel de la
membrana o intracelularmente sin la mediaciéon de un receptor especifico. Dentro de este
tipo de mecanismo se encuentran los vaso dilatadores que contienen nitrato, la papaverina, y
los bloqueantes de los canales de calcio. La habilidad de estos compuestos para aumentar el
flujo sanguineo de las coronarias es bien conocido. Sin embargo, la accion primaria de estos
compuestos en el tratamiento de las enfermedades coronarias, estaria mas relacionado con
su accion en los grandes vasos del epicardio y colaterales. Este efecto fue descripto en
perros con isquemia cronica. En estos animales, la nitroglicerina produjo un incremento en el
flujo colateral retrégrado sin producir ningun incremento en el flujo coronario total (Fam &
McGregor, 1964). Esto indicaria que la nitroglicerina actia principalmente a nivel de los
grandes vasos.

La accion de los bloqueantes de los canales de calcio produce un aumento en el
diametro de la coronaria, debido a que impiden la entrada de calcio extracelular el cual es

necesario para la contraccion (Henry, 198C).



LIV.2. Mecanismos de vaso constriccion.

LIV.2.i Vaso constriccion mediada por agentes a-adrenérgicos.

Como se sefialo anteriormente, los vasos de la coronaria estan densamente inervados
con fibras adrenérgicas simpaticas (Feigl, 1983; Dolezel ef al, 1984; Denn & Stone, 1976).
Los nervios que se observan en la capa adventicia de las arterias coronarias, representan
tanto a terminales nerviosas como a nervios que corren a lo largo de los vasos para inervar a
los pequefios vasos y al miocardio. Debido a esto, no es posible determinar hasta que punto
se hallan inervados Ics grandes vasos de la coronaria. En preparaciones de coronarias
aisladas, se observd que las catecolaminas producen vaso constriccion de los grandes vasos,
mientras que en los pequefios vasos se observo la respuesta opuesta, es decir, vaso
relajacion (Zuberbuhler & Bohr, 1965).

Esta diferencia entre la sensibilidad de los grandes y los pequeifios vasos sugiere, que
en ausencia de las influencias metabolicas que controlan a los vasos pequeifios, los vasos del
epicardio, serian un sitio primario para el control del flujo sanguineo de la coronaria por los
agentes adrenérgicos (Kelley & Feigl, 1978, Cohen & Kirk, 1973). Estudios hechos en
perros, en una preparacion en la que se mantuvo el flujo constante, demostrarc;n que en
presencia de bloqueantes (-adrenérgicos, la estimulacion de los receptores de tipo a con
norepinefrina o por estimulacion del ganglio estrellado, produce una elevacién de la
resistencia de la coronaria grande, menor a la observada en los vasos distantes (Kelly &
Feigl, 1978). Estos estudios sugieren que las arterias coronarias del epicardio no serian los
blancos principales de la vaso constriccion dependiente del sistema simpatico. Esta
conclusion ha sido apoyada por otros estudios en los que se trabajo con perros en estado
consciente en los que se observd, mediante la medicion ultrasénica del diametro de la
coronaria circunfleja, que el agonista a-adrenérgico, metoxamina, produce una disminucion

pequeia en el diametro de la coronaria en relacion con el gran aumento producido en la
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presion arterial (Vatner ef al, 1980; Young & Vatner, 1986). Por lo tanto, si bien los
grandes vasos de la coronaria son susceptibles a la estimulacion a-adrenérgica, no son el

factor principal de la vaso constriccion causada por este tipo de estimulacion.

LIV.2.ii. Serotonina, ergonovina y plaquetas.

La ergonovina y otros alcaloides de ergor han sido utilizados para provocar vaso
espasmos en coronarias humanas (Curry ef al, 1979; Schroeder ef al, 1977). Se observd que
los efectos vaso constrictores de la ergonovina estaban mediados por receptores
serotoninérgicos (Muller-Scweinitzer, 1974, Yokoyama et al, 1983). Esto dio lugar a que se
investigara el papel se la serotonina en la vasoconstriccion y en el vasoespas 10 de la
coronaria. Debido a que la fuente principal de serotonina que afecta a la coronaria son las
plaquetas, se ha estudiado el papel de las mismas en la vasoconstriccion. Sin embargo, las
plaquetas también liberan histamina, tromboxano A, (TxA;) ATP y ADP, por lo cual el
estucio de su accion sobre la coronaria es complejo (Metha & Metha, 1981). El mecanismo
de accion de la ergonovina en la vasoconstriccion varia segun las distintas especies y tejidos.
En la vena femoral canina (Muller-Schweinitzer & Stumrmer, 1974), aorta de rata y arteria
femoral de perro (Apperly er al, 1980), y en arterias cardtida y femoral de conejo
(Yokoyama er al, 1983), la accion de la ergonovina esta mediada por receptores a-
adrenérgicos. En coronaria canina (Muller-Schweinitzer, 1980; Brazenor & Angus, 1981), y
de conejo (Yokoyama et al, 1983), la accion de la ergonovina no es afectada por el bloqueo
de los receptores a-adrenérgicos, mientras que si es inhibida por el antagonista
serotoninérgico, metisergido. En humanos, el vasoespasmo inducido por la ergonovina
puede ser revertido por el bloqueo de los receptores a-adrenérgicos, sugiriendo que existe
un componente de la accion de la ergonovina que implica a este tipo de receptores. Por otro

lado, se ha estudiado la accion directa de la serotonina en la vasoconstriccion de las grandes
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coronarias. Se observé que en segmentos aislados de coronaria, la serotonina provoca
vasoconstricciéon (Brazenor & Angus, 1982; Van Neuten ef al, 1980; Cohen er al, 1983),.
La vasoconstriccion causada por la serotonina en arterias coronarias enteras (Lamping e al,
1985; Brum er al, 1984), y aisladas (Cohen er al, 1983; Cocks & Angus, 1983), es mayor en
aquellos vasos que no poseen endotelio. (Cohen ef al, 1983; Cocks & Angus, 1983). Por
otro lado, se ha observado, que el antagonista especifico del receptor 5-HT,, quetanserina
bloquea la contraccion producida por la serotonina en ausencia del del endotelio (Brazenor
& Angus, 1982; Van Neuten & Vanhoutte, 1984). Por el contrario, cuando el endotelio esta
presente la serotonina provoca vasodilatacion. Se observo que, en presencia del endotelio la
serotonina provoca relajacion de las arterias coronarias aisladas precontraidas y que esta
relajacion dependiente del endotelio es bloqueada por los antagonistas serotoninérgicos
inespecificos metisergida y metiotepina (Houston et al/, 1985; Cohen et al, 1983). Esta
evidencias estarian indicando que la serotonina tiene dos tipos de accion en el tejido
vascular: 1) vasoconstriccion independiente del endotelio, mediada por receptores 5-HT, de
las células del musculo liso y 2) vasdilatacion dependiente del endotelio, mediada por
receptores distintos a los 5-HT, del endotelio.

La agregacion de plaquetas en vasos aislados de la coronaria tiene una accion similar
a la de la serotonina. Mientras que las suspensiones de plaquetas provocan contraccion de
los segmentos en reposo, producen relajacion de los segmentos precontraidos con PGF, o
norepinefrina (Cohen ef a/, 1983). En ausencia del endotelio la contraccion se ve aumentada
en ambos casos. Se piensa que la relajacion producida por la agregacion de plaquetas se
deberia en parte a la liberacion de serotonina, pero principalmente a los efectos dependientes

del endotelio del ATP y ADP liberados por las plaquetas.
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LV Canales de K regulados por calcio. Generalidades.

Las corrientes de K* dependientes de calcio de las células de musculo liso de
coronaria son conspicuas. Wilde & Lee (1989) describieron dos tipos de corrientes de K¢,
en musculo liso de arteria coronaria de perro y notaron que este tipo de corrientes eran las
predominantes en estas células. También se han encontrado este tipo de corrientes en células
aisladas de coronaria porcina (Toro ef al., 1989), y en musculo liso de coronaria de conejo
(Volk er al., 1991). En estudios de canales tnicos se observo que los canales de K¢, son
abundantes en membranas (Toro ef al, 1991), y en "patches" de células de coronaria
porcina (Silberberg & Van Breemen, 1990; Fujino er al,, 1991, Hu et al., 1991).

Los canales de K, se encuentran en un gran nimero de tejidos tales como: cerebro,
musculo esquelético y liso, epitelios y glandulas secretoras. Existen distintos tipos de canales
de K¢, y se pueden clasificar en primer termino segun su conductancia, en: "maxi" (~ 150-
300 pS, canales K¢, en este texto ), "intermedios” (= 100 pS) y "pequefios" (= 100 pS).
(Ver revision de Latorre ef al 1989; Cook & Young, 1990; Mc. Manus, 1991).

Debido a su gran conductancia, lo cual hace relativamente facil su deteccién, el
“maxi" K ha sido ampliamente caracterizado en distintos tipos de células. Una de las
caracteristicas principales de estos canales es que su probabilidad de apertura (Po) aumenta
en funcion de la concentracion de calcio intracelular. La concentracién de Ca2* minima
necesaria para que el este canal se encuentre en el estado abierto, varia entre los distintos
tipos celulares desde valores submicromolares a micromolares. La otra caracteristica
importante de los K¢, es la dependencia de la Po del potencial de membrana (Vm); siendo
mayor a potenciales despolarizados y menor a potenciales hiperpolarizados.

Ademas de la regulacion por Ca?* y por el voltaje, existen herramientas
farmacologicas que permiten caracterizar a los canales Kc,. Algunas de estas herramientas

farmacologicas son: a) la disminucion en la amplitud del canal por concentraciones
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micromolares de (TEA) externo, debido al bloqueo "rapido" del canal (Vergara ef al., 1984;
Yellen, 1984), b) la aparicion de estados cerrados prolongados debido al bloqueo "lento"
causado por concentraciones nM del veneno del escorpion Leirus quinquestratus,
caribdotoxina (Miller e al., 1985) o de manera similar por la iberiotoxina (Candia ef al.,
1992), c¢) bloqueo por el ion bario, interno (Vergara & Latorre, 1983), d) insensibilidad a la
apamina (Pérez ef al., 1993) y e) insensibilidad a la 4-aminopiridina (Castle et al., 1989,
Perez et al., 1993).

En lineas generales se puede decir que los canales Ko, acoplan el potencial de
membrana a la concentracion interna de calcio, de manera que un aumento en la
concentracion de calcio intracelular provoca un eflujo de iones K* y despolarizacion de la
membrana. Sin embargo esta relacion no es siempre tan directa ya que existen otros factores
que participan en la regulacion de estos canales y por lo tanto el papel fisiologico de los
canales K¢, en masculo liso no ha sido, todavia, bien establecido. Debido a que la
probabilidad de apertura de estos canales depende del potencial de membrana y de la
concentracién de caicio, varios autores han postulado que este canal participaria
fundamentalmente en la fase de repolarizacion (Weigel ef al., 1979; Walsh & Singer, 1983;
Carl ef al., 1990). Por otro lado, los canales K¢, tienen una densidad por célula grande (=
15,000/cel), y una enorme conductancia (~ 300 pS). Estas caracteristicas, sumadas a la alta
resistencia de entrada de las células de masculo liso (21 G2), han sugerido para otros
autores que los canales K¢, cumplen un papel en la manutencién del potencial de reposo del
musculo liso (Trieschmann & Isenberg, 1989). Esta idea ha sido recientemente reforzada por
el trabajo de Brayden & Nelson (1992), en el que observaron que los bloqueantes de los
canales K¢,, TEA y CTX producen despolarizacion en células de la arteria cerebral.

En los ultimos afios han aparecido un gran nimero de trabajos que demuestran que si
bien el potencial de membrana y el calcio son factores importantes en la modulacién de los

canales de K¢, esta modulacion es bastante mas compleja, y la lista de agentes moduladores
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ha ido aumentando afio a afio. Se conocen hasta la fecha numerosos mecanismos de
regulacion por diferentes metatolitos como hormonas, neurotransmisores, nucleotidos y
lipidos. Aunque los mecanismos moleculares subyacentes a esta regulacion no se pueden
explicar todavia en detalle, algunos mecanismos posibles ya han sido descriptos, como por
ejemplo: a) modulaciéon por ligando, b) ciclos de fosforilacion-desfosforilacion, y c)
modulacién por proteinas G. Es importante remarcar que esta clasificacion esta hecha con
fines de facilitar su estudio, pero que los mecanismos propuestos estdn muchas veces
relacionados y que algunos de los moduladores del canal K¢, podrian ser incluidos en mas

de una de estas clasificaciones.

a) modulacion por ligando

Este es el mas general de los tres mecanismos mencionados, e implica la union de
una molécula (ligando) a un sitio especifico en la membrana (receptor). Este sitio especifico
puede ser el mismo canal u otro sitio cercano al mismo que a su vez puede interactuar
directamente con el canal o iniciar un proceso donde intervengan segundos mensajeros que
finaimente modulen al canal. Dentro de los mecanismos ligando dependiente que modifican
al canal K¢,, se puede incluir la accion de un gran numero de metabolitos. En los siguientes
parrafos se describiran brevemente las acciones de varios agentes que actuan por este

mecanismo importantes en la regulacion de los canales K¢, de masculo liso vascular.

Acido araquidonico

Como se sefialo en la primer parte de esta introduccion, el AA es un potente agente
relajante del MLV. Esta accion relajadora ha sido relacionada, por lo general, con la
produccion de diferentes metabolitos de los caminos de la ciclo y lipooxigenasas. Sin
embargo, existen evidencias de que el AA puede producir relajacion activando directamente

a canales K, de coronaria incorporados en bicapas (Toro & Scornik, 1991) y a canales de
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K, de arteria pulmonar (Kirber er al., 1992 ; Katz et al., 1990). Estos autores demostraron
que el canal de K, de musculo liso vascular puede ser activado por concentraciones de 50
nM a 20 pM de AA. Ademas, el hecho de que otros acidos grasos que no son substratos de
la lipooxigenasa, también activan al canal K¢, (Kirber ef al., 1992), sugiere que el AA tiene

una accién directa sobre el canal (Kirber er al., 1992).

Angiotensina II (AGII)

La angiotensina II es un péptido considerado como uno de los agentes
vasoconstrictores mas potentes de la arteria coronaria. Se han encontrado receptores AGII
en un gran nimero de muasculos lisos vasculares, y su accion en el metabolismo celular ha
sido ampliamente estudiada (Griendling e al., 1989). La union de la AGII a su receptor
provoca la activacion de la fosfolipasa C (PLC) la cual cataliza la formacion de inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG). A su vez, el IP3 provoca la liberacién de Ca2* de
compartimentos intracelulares, que resulta en un aumento de la concentracién de Ca?*
intracelular. Se sabe, por otro lado, que la AGII produce un incremento de las corrientes de
calcio, bloqueo de las corrientes de potasio (Bkaily ef al., 1988; Ohya & Sperelakis, 1991) y
despolarizacion de la membrana plasmatica. En estudios de canales unicos incorporados en
bicapas artificiales, se ha demostrado que la AGII puede inhibir a los canales K¢,. Aunque
no se ha demostrado por completo, estos estudios sugieren que el efecto de la AGII es una
accion directa sobre el canal (Toro ef al., 1990). Tanto para la AGII como para el caso
anterior del AA, el hecho de que existan evidencias de una accién directa no descarta la
posibilidad de que existan otras vias de accion paralelas que involucren segundos

mensajeros.

Protones

Varias lineas de investigacion han duinostrado que los canales K¢, pueden ser
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modulados por el pH. Estos estudios coinciden en su mayoria, en que la actividad del canal
se reduce a pH acido. La disminucion de la actividad del canal se evidencia en un
corrimiento en la curva de dependencia al voltaje (Cook et al., 1984; Christensen &
Zeuthen, 1987; Laurido ef al., 1991) y por cambios en la dependencia del Ca2*.(Kume e/
al., 1990; Laurido ef al., 1991) Por un lado, a pH mas bajo, la afinidad del canal por el
calcio parece estar disminuida (la curva se corre hacia concentraciones de Ca2* mas altas), y
por el otro lado, la cooperatividad aparente de la union del calcio a su sitio especifico parece
disminuir (disminuye el coeficiente de Hill). La importancia fisiologica de los cambios
producidos pH sobre la actividad del canal no han sido aun dilucidados pero es probable
que los H* afecten no solo directamente al canal, sino que puedan actuar como moduladores

sobre la accién de otras moléculas con el mismo.

Alcoholes

Los alcoholes forman parte de los anestésicos generales. El mecanismo de accion no
se conoce bien pero se ha relacionado la potencia anestésica con la solubilidad en la
membrana, sugirtendo que el modo de accion estaria relacionado con los cambios causados
en la membrana lipidica (Seeman, 1982; Roth, 1979; Janoff & Miller, 1982). Sin embargo
Tas et al han demostrado que la solubilidad dentro de una serie homologa de alcoholes, en
las membranas lipidicas, no es el unico factor que determina sus efectos fisiologicos, ya que
encontraron que la capacidad de una serie de alcoholes de inhibir el flujo de K* a través de

canales de K¢, no coincide con su solubilidad (Tas er al., 1990)

Endotelina (ET)
Este péptido vasoactivo fue aislado del sobrenadante de células endoteliales en
cultivo (Yanagisawa ef al, 1988). Se ha demostrado que la endotelina produce tanto

contraccion como relajacion de los vasos de la coronaria (Kodama, ef al., 1989; Folta, et al.,
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1989). Mientras que la relajacion provocada por la endotelina se explica por la liberacion de
FRDE vy prostaciclinas de las células endoteliales (De Nucci er al., 1988), la contraccion se
puede explicar por diferentes mecanismos que elevan la concentracion de calcio intracelular
[Ca?*]; incluyendo la activacion de canales de Ca2* y la induccién del clivaje de los
inositoles de fosfato por estimulacion de la fosfolipasa C (PLC) (Goto ef al., 1989; Van
Renterghem, et al., 1988).

Recientemente, Hu ef al. (1991) demostraron que la endotelina puede modular a Ia
actividad de los canales de K¢, de manera dual proveyendo una explicacion posible para sus
efectos opuestos en el musculo liso de la coronaria. El estudio de células de musculo liso de
coronaria porcina disociadas enzimaticamente, utilizando el método de "cell attached patch
clamp" demostr6 que la ET-1 aumenta la actividad (0.1 nM- 1 nM) de un canal de K*
dependiente de Ca2* de 216 pS de amplitud (K,=140), en todo el rango de potenciales
estudiados (desde 40 hasta 80 mV). Este aumento en la actividad del canal, no fue
observado en la vena porta. Por otro lado, cuando la concentracion de ET-1 fue aumentada
a 10 nM se observo una disminucion en la actividad del canal, lo cual estaria de acuerdo con
la accion vasoconstrictora de la ET-1. Los autores de este trabajo, proponen que el
incremento en la actividad del canal se deberia a un aumento en la concentracion de calcio
ya que el bloqueante de los canales de calcio, PN 200-110, previno la accion de 1 nM de
ET-1. Por el contrario, la accion inhibitoria de 10 nM de ET-1 no fue afectada por este

bloqueante de los canales de calcio (Hu ef al., 1991).

Nitroglicerina y GMPc

Como se seiialo en la primer parte de esta introduccion, la identidad quimica del
factor endotelial de relajacion FRDE es el oOxido nitrico, aunque datos mas recientes
demuestran que este no seria el inico componente del FRDE (Myers ef a/., 1989). Se sabe

que los compuestos que contienen NO como la nitroglicerina, tienen accion como
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vasorelajantes. Estos compuestos activan la forma soluble de la guanilato ciclasa (GC),
provocando un aumento en los niveles de GMPc, seguido de relajacion (Rapoport, 1986;
Murad, 1986). Ademas, se sabe que el NO produce hiperpolarizacion del musculo liso de
coronaria en reposo, (Tare ef al., 1990) sugiriendo que podria estar activando canales de
K*. De acuerdo con esto, Fujino ef al. demostraron que los canales de K¢, sensibles a la 4-
aminopiridina de células de musculo liso de coronaria, son activados por 10 puM de
nitroglicerina. Estos autores, también observaron que el analogo permeable del GMPc, Br-
GMPc (300 pM) en "cell atached patches" y el GMPc (300 pM) en "inside-out patches”
indujeron la activacion del K¢,. Por lo tanto la activacion de estos canales por compuestos
que contienen NO, y por el GMPc, podria estar involucrada en la relajacion de la coronaria.
Por otro lado, se ha relacionado la accion relajante del GMPc con la activacion de la
proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG), la cual disminuye la liberacion de calcio de
compartimentos intracelulares (Lincoln & Cornwell, 1991). No se ha podido establecer atin
claramente st los efectos del GMPc sobre la vasodilatacion, y en particular sobre la
activacion del canal de K¢, se deben a la fosforilacion por la PKG o si podria ejercer su
efecto directamente sobre el canal. Sin embargo, se ha demostrado recientemente, que el
agregado de PKG exodgena (concentracion final 300 U/ml), en presencia de 50 uM de GMPc
y 1 mM de ATP, incrementa la Po de los canales de K-, de musculo liso de arteria

coronaria (Taniguchi, ef al., 1993)

Histamina

Se ha observado que la histamina produce inhibicion de corrientes salientes
espontaneas transitorias (STOCs) las cuales han sido interpretadas como la activacion
simultanea de canales Kc, en respuesta a una liberacion periodica de Ca2* de
compartimentos intracelulares (Benham & Bolton, 1986). Por otro lado, en experimentos de

"voltage clamp” realizados en células aisladas de cardtida se observd que 10 pM de



histamina, produce inhibicion de una corriente saliente espontanea (I;,) e hiperpolarizacion
transitoria (Desilets es al.,, 1989).. De manera similar a las STOCs, la I, se debe
mayormente a la activacion ciclica de canales de K¢, por la activacion de canales de Ca2* de
compartimentos intracelulares. Esta observacion esta basada en el hecho de que el quelante
de calcio EGTA y los agentes que impiden la liberacion de CaZ* interno por el reticulo
sarcoplasmico como la cafeina (10 mM) y la rianodina (1 pM) suprimen a la I;,. Ademas, la
I,, es dependiente del voltaje y sensible al TEA. Sin embargo, el mecanismo de inhibicion de
la I, por la histamina no se conoce bien. Se cree que la histamina podria estar vaciando los
compartimentos intracelulares de calcio y por lo tanto el calcio no podria activar a la I;,. Por
otro lado, en células provenientes de una linea celular, DDT|MF-2, la histamina activa una
corriente saliente sensible al Ca2* e independiente del voltaje.(Molleman ef al, 1991). Esta
accion no es afectada por el antagonista de los receptores H,, cimetidina (10 pM), mientras
que si lo es por el antagonista de los receptores H,, mepiramina (10 pM), esto indicaria que
los receptores involucrados son del tipo H;. La corriente inducida por la histamina no es
afectada por apamina (300 nM), 3-4, diaminopiridina (100 pM), ni por el bloqueante de los
canales de K* sensibles al ATP, glipicida (100 uM). La corriente saliente inducida por
histamina ha sido asociada al incremento en la concentracion interna de Ca2*, inositol
(1,3,,5)-trifosfato (IP3) e inositol (1,3,4,5)-tetrafosfato (IP4). Sin embargo, el aumento de la
concentracion de IP; es rapido y transitorio, y no coincide con el curso temporal de la
corriente saliente. Por otro lado, el aumento en la formacion de IP4, correlaciona con el
aumento en la concentracion de Ca2* y la corriente saliente inducida por histamina. Estos
hechos sugieren que el Ca2* y el IP,, son reguladores importantes de la corriente saliente
evocada por la histamina. Esquematicamente, el mecanismo de accién estaria dado por la
activacion de una proteina G, luego de la union de la histamina a su receptor, el clivaje de
los inositoles de fosfato, la formacion de IP, (luego de la fosforilacion del IP3) junto con la

liberacion de Cal* de los compartimentos intracelulares causada por el IP3, y la activacion



de los canales de K*.
Se puede concluir que los canales de K¢,, responsables de las corrientes salientes,

sensibles a la inhibicion y la activacion por histamina son diferentes canales.

b) Ciclos de fosforilacion-desfosforilacion

Se sabe desde hace tiempo, que muchas hormonas y neurotransmisores actian por
medio de cierto tipo de enzimas (quinasas) que catalizan la incorporacion de grupos fosfato
de alta energia a las moléculas efectoras. Se sabe también, que en la activacion de las
quinasas intervienen segundos mensajeros, y muchas veces el nombre de las diferentes
quinasas esta relacionado con éstos. En el caso de los canales de K¢, se conocen varias
quinasas que intervienen en su regulacion directamente, o actuando sobre alguna molécula
asociada al canal. Entre estas quinasas se pueden mencionar: la proteina quinasa A (PKA), la
proteina quinasa G (PKG), la proteina quinasa C (PKC), y la proteina quinasa dependiente
de calmodulina. De todas estas, la mas estudiada con respecto al canal K¢, es la PKA. El
esquema general del macanismo de la fosforilacion dependiente de PKA es: 1) unién del
agonista a su receptor; 2) activacion de una proteina G asociada; 3) activacion de la
adenilato ciclasa y aumento de los niveles de AMPc; 4) activacion de la PKA y 5)
transferencia de una molécula de fosfato proveniente del ATP a la molécula efectora (Fig.
2).

Diferentes lineas de investigacion han demostrado que los canales K, pueden ser
fosforilados por accién de la PKA, y que esta fosforilacion puede resultar en una
disminucion, o en un aumento de la actividad del canal, segun el tejido o el subgrupo de
canales. Esta accion aparentemente paraddjica podria deberse a la existencia de varias
isoformas del canal K¢, con diferentes sitios expuestos a la fosorilacion, o a la existencia de
proteinas regulatorias ligadas al canal que puedan expresarse o no segun los diferentes

tejidos. Se han publicado evidencias de la existencia de isoformas del canal K, para
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musculo liso de coronaria (Toro ef al., 1991) y cerebro (Farly and Rudy, 1988; Reinhart e/
al.,, 1991), y estudios moleculares del canal K¢, clonado de Drosophila, slowpoke, indican
que pueden existir una gran nimero de isoformas del canal K¢, (Atkinson ef al., 1991).
Entre los canales que se inhiben luego de la fosforilacion dependiente de PKA, se pueden
mencionar: canales Kc, de gonadotrofos de pituitaria ovina ( Sikdar er al., 1989), los
canales K¢, "tipo 2" de cerebro (Reinhart e al., 1991) y canales K¢, de miometrio de
humano no prefiado (Pérez ef al., 1992). Por otro lado, se ha observado activacion de los
canales K, por fosforilacion dependiente de PKA en una gran variedad de tejidos como:
aorta, traquea y musculo colonico (Sadoshima er al., 1988; Kume e¢f al., 1989; Carl ef al.,
1991), células del conducto pancreatico (Gray ef al., 1990), cerebro (Reinhart er al., 1991,
Chung ef al., 1991) y miometrio de rata prefiada (Pérez er al., 1993). Aunque no se conoce
exactamente de que manera la fosforilacion dependiente de PKA modifica la Po del canal, se
ha demostrado que para el caso de la activacion, varia la afinidad del canal por el calcio,
mientras que se mantiene igual el coeficiente de Hill (Reinhart, es al., 1991). El hecho de que
los canales K¢, se puedan encontrar fosforilados o desfosforilados, y que esto estuviese
afectando a la afinidad el canal por el calcio, podria explicar de alguna manera que en los
estudios de canales unicos, se haya observado dentro de una misma familia de canales K¢,,
que exista variacion en la afinidad para el caicio. Dentro de los agonistas que podrian
modular a los canales K¢, por medio de la fosforilacion, se pueden mencionar a los agentes

-adrenérgicos y a la somatostatina:

Agentes B-adrenérgicos

La estimulacion -adrenérgica causa activacion de los canales de K¢, en musculo
liso de aorta (Sadoshima ef al., 1988), traquea (Kume er al., 1989) y utero (Toro er al.,
1990; Anwer ef al., 1993). Estudios realizados en musculo liso de aorta de rata, utilizando la

técnica de ‘“ceil atached patches”, demostraron que la aplicacion extracelular de
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isoproterenol (10-> M) aumenta la Po de los canales de K¢, de manera reversible por
lavado, o por el agregado del antagonista B-adrenérgico, propanolol (106 M). Este aumento
de la Po no fue observado en experimentos de "cell atached patches”, cuando la droga fue
agregada en la pipeta en lugar de en el bafio. Estas observaciones sugieren que el mecanismo
de accion de los agentes P-adrenérgicos involucraran la participacion de segundos
mensajeros. Para estudiar este punto, se observo directamente la accion de activadores de la
adenilato ciclasa, como la forscolina, o de analogos del AMPc. En estos estudios se observo
que tanto la perfusion de las células de musculo liso con forscolina (103 M), como el
agregado de dibutiyriyl AMPc (104 M) u 8-bromo-AMPc (5*10-> M), producen un
aumento en la actividad del canal. Por otro lado, cuando se agrego AMPc ( 10 M) en el
bafio junto con la PKA (5*10-7), en "inside out patches", se observo un aumento de la Po
del canal que no fue provocado por el solo agregado de AMPc. (Sadoshima ef al.,1988).
Recientemente, Fan er al (1993), reportaron experimentos similares realizados en miocitos
de Taenia Coli. En este trabajo observaron en primer lugar, que el agente (3-adrenérgico,
isoproterenol, produce un aumento tanto de las corrientes salientes de K+ observadas en
registros de "whole cell" como de la NPo de los canales K¢, observados en "cell attached
patches". Ambos efectos fueron suprimidos por el agregado previo de la toxina colérica, la
cual a bajas concentraciones (= 1 pM) disminuye la interaccion entre el agonista y los
receptores asociados a la proteina Gy (Stadel & Lefkowitz, 1981; Cote ef al., 1982; Shen &
Crain, 1990). Por otro lado el agregado de esta toxina en una concentracién 10 veces
mayor, activa a la proteina G ,por medio de la ribosilacion de la misma, lo cual previene la
hidrélisis del GTP y mantiene a la proteina G activada (Cassel & Selinger, 1977; Gill &
Meren, 1978; Moss & Vaughan, 1988). Fan er al observaron que 10 pM de la toxina
colérica aumentan la actividad de los canales de K¢,, la cual permanece inalterada luego del
agregado posterior del isoproterenol. Estos resultados sugieren la participacion de la

proteina Gs en el efecto del isoproterenol sobre los canales de K¢,. Estos mismos autores



observaron que tanto la forscolina como el dibutirilo d¢ AMPc aumentan la actividad de los
canales de K, de manera similar a la observada para el agente B-adrenérgico. Sin embargo,
en algunos experimentos, observaron que el cambio en la actividad del canal, cuando el
isoproterenol y la forscolina son agregados simultaneamente, es mayor que el de ambos
agentes por separado. Por lo tanto, si bien este trabajo demuestra que tanto la estimulacion
-adrenérgica, como la activacion directa de la via adenilato ciclasa-proteina quinasa A,
provocan la activacion de los canales de K,, no deja claro si la activacion es el resultado de
una unica via o existen distintos caminos luego de la estimulacion B—adrenérgica que lievan

a la activacion de los canales de K¢,

Somatostatina

White ef al. (1991) demostraron que el neuropéptido somatostatina aumenta las
corrientes de K* por la activacion de los canales maxi K¢, (120 pS en 140/140 mM KCI),
de células tumorales de pituitaria de rata (GH4C,). Estas células fueron estudiadas mediante
la técnica de "patch clamp" perforado con nistatina, la cual permite la medicion de las
corrientes macroscopicas sin perder componentes intracelulares (White ef al., 1991), y en
"patches" de membrana para estudiar a los canales Unicos. Se observé que 100 pM de
somatostatina aumentan la corriente de K¢, a todos los voltajes esiudiados (0 a +40 mV).
Los efectos de la somatostatina fueron bloqueados por 2 mM de CoCl,; esto sugiere que la
respuesta a la somatostatina involucra a los canales de K¢,, que serian activados por el
calcio que entra al citoplasma por los canales de Ca2* sensibles al voltaje. En concordancia
con estas observaciones, tanto la corriente saliente, como el efecto de la somatostatina
fueron bloqueadas por CTX (30 nM) y TEA (1 mM). A nivel de canal unico, se observo que
100 nM de somatostatina agregada al bafio en "cell attached patches" aumenta la Po de los
canales K¢, El hecho de que esta activacion ocurra sin que la somatostatina este en

contacto direciy con el canal, indica que la accion de la somatostatina involucraria a la
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accion de algin segundo mensajero. Este segundo mensajero, dificilmente podria ser el
calcio, ya que la somatostatina reduce la entrada de este ion por los canales sensibles al
voltaje. La existencia de un camino metabélico que involucre a segundos mensajeros en el
efecto de la somatostatina es apoyada por varias lineas de evidencia: a) el pretratamiento de
las células con 100 ng/ml de toxina pertusis suprime el efecto de la somatostatina, lo cual
sugiere la presencia de una proteina G en este proceso; b) el inhibidor de la fosfatasa, acido
ocadaico previene la estimulacion de los canales K¢, por la somatostatina, indicando que la
accion de la somatostatina podria involucrar a la desfosforilacion del canal; y c) se observo
que la somatostatina activa a los canales de K¢, previamente inhibidos por un analogo del
AMPc. Estos hechos indican que la fosforilacion podria inhibir a estos canales y que la
somatostatina induciria la desfosforilacion provocando la activacion de los canales. Hasta el
presente el papel de la proteina G en la accién de la somatostatina no esta claro. La
posibilidad de que una proteina G active directamente al canal fue descartada por los
siguientes hechos: 1) en experimentos de "cell attached patch", la somatostatina aplicada en
el bafio pudo estimular a los canales lo cual indicaria la accion de segundos mensajeros; y 2)
el efecto de la son.atostatina no se reprodujo en canales unicos por la adicion de 100 uM de
GTP en el lado interno del canal. En resumen la somatostatina podria estar activando al
canal por la activacion de una fosfatasa o por la inhibicion de una quinasa que mantendria al
canal inhibido. El papel de la proteina G en cualquiera de los dos caso no queda aun claro.
Como se menciono anteriormente, los canales K¢, pueden ser fosforilados también
por otras quinasas ademas de la PKA. Recientemente, Minami ef a/ (1993) reportaron que el
canal K¢, es inhibido por la fosforilacion dependiente PKC. En este trabajo, el agregado del
activador de la PKC, forbol, 12-miristato,13-acetato (PMA, 1 uM), o de una fraccion de
PKC de cerebro rata, produjo una disminucién de la actividad del canal de K¢, de células
cultivadas de musculo liso de coronaria porcina. Estos autores también observaron que los

activadores de la PKC producen inhibicion del canal de K¢, previamente activado por el



ion6foro de calcio, A23187 o por el analogo del AMPc, dibutirilo de AMPc. Ademas de
esta evidencia directa existen otras evidencias que indican que el canal de K¢, es sustrato de
la PKC. Se sabe que varios agonistzs como la AGl], la bradiquinina y la histamina (Toro &
Stefani, 1991), son moduladores del canal K¢, y que el mecanismo conocido de su accién,
es la estimulacion de la fosfolipasa C, involucrada a su vez en la activacion de la PKC. Otra
evidencia indirecta es el hecho que en la secuencia clonada del slowpoke, se han encontrado
varias secuencias consenso que serian sitios de fosforilacion por PKC (Atkinson e al.,

1991).

¢) Modulacion por proteina G

Las proteinas dependientes de guanosin trifosfato son ubiquas dentro de todos los
tipos celulares y han sido ampliamente estudiadas por su importancia en infinitos procesos
de regulaciéon metabolica. La regulacion de los canales de K¢, por estas proteinas forma
parte del presente trabajo de tesis. Por lo tanto es importante, hacer una breve descripcion
sobre la naturaleza y los mecanismos de accion que se conocen para las mismas. Desde su
descubrimiento en 1971 (Rodbell, e al.,1971), se sabe que las proteinas membranales
llamadas proteinas G, estan involucradas en la transduccion de sefiales hormonales, a la
formacion de AMPc por la accion de la enzima adenilato ciclasa, y que el nucledtido GTP es
necesario en este proceso. El esquema general de este sistema de transduccion de sefiales
esta dado por la presencia de: 1) la molécula receptora (R), 2) la proteina G (G) y 3) la
molécula efectora (E) (Fig 3). La estructura heterotrimérica de la proteina G fue conocida
en 1980. De estas tres subunidades, la o es variable entre las distintas prot :inas G (Northup,
et al., 1980) mientras que las subunidades B y y son muy similares (Manning & Gilman,
1983). Se conocen hasta la fecha 15 subunidades a diferentes, agrupadas dentro de las
familias Gs, Gi, Gq y G12 (Wilkie ef al., 1992). En cuanto a su solubilidad, se sabe que las

subunidades a y b son hidrosolubles, mientras que la subunidad y es altamente hidrofobica
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por lo cual se cree que las proteinas G son proteinas de membrana periféricas ancladas a la
membrana por la subunidad g. Se sabe también que las proteinas G tienen actividad de
GTPasa (Godchaux & Zimmerman, 1979; Cassel & Selinger, 1976) y que se disocian luego
de la interaccion con el GTP, dejando por un lado a la subunidad a unida al GTP y por el
otro lado al dimero formando por las subunidades bg (Northup ef a/., 1983; Fung ef al,,
1981). Ademas del sitio de union para el GTP, la subunidad a posee la actividad GTPasa y
los sitios de ribosilacion de ADP por las toxinas pertusis y colérica.

Sobre la base de estos estudios, varios grupos han construido modelos describiendo
el ciclo de activacion-inactivacion de las proteinas G (Cassel and Selinger, 1978,
Birnbaumer, 1990; Bourne ef al., 1990). Estc proceso ha sido observado tanto en solucién
como en membranas nativas. El hecho de que en el primer caso, los analogos no
hidrolizables del GTP pero no el mismo GTP activaran a la proteina G, mientras que en el
segundo caso, la presencia del GTP fuera suficiente para activar a la proteina G, sugirié que
un receptor membranal estuviese involucrado en el proceso de activacion. Efectivamente, el
primer paso de este ciclo esta dado por la unién del ligando al receptor lo cual produce un
cambio en la afinidad del compejo proteina G-receptor (GR) por el GDP (disminuye la
afinidad) y el GTP (aumenta la afinidad). En la figura 3 se representa dicho ciclo. Este esta
dado entre la forma inactiva (unida al GDP) y la forma activa (unida al GTP) de la proteina
G. La unién del GTP con el heterotrimero provoca el clivaje del mismo quedando por un
lado la subunidad o unida al GTP y por el otro el dimero compuesto por las subunidades Py;
en esta etapa del proceso es importante la presencia del ion Mg2* cuyo requerimiento
también esta afectado (disminuido) por la union ligando-receptor (Iyengar & Birnbaumer,
1982). La terminacion del ciclo esta dada por la actividad ATPasa intinseca de la subunidad
a que libera una molécula de fosfato (Pi) del GTP, quedando un complejo a-GDP que tiene
una alta afinidad por el receptor, al cual se une para luego acoplarse nueva~iente con el

dimero By volviendo al punto de iniciacion del ciclo. Aunque en la mayoria de los sistemas



estudiados estd clara la participacién de la subunidad o como efectora del proceso de
transduccion (Northup ef al., 1983b; 1981; Hescheler e al., 1987 ; Yatani ef al., 1988),
existen evidencias en otros sistemas de que pueden ser regulados tanto por la subunidad o
como por las subunidades By (Jelsema & Axelrod, 1987; Kim er al ., 1989).

La participacion de las proteinas G en procesos celulares se conocen desde hace
tiempo, sin embargo, la accion directa de dichas proteinas en la modulacion de los canales
ionicos fue propuesta recientemente para el canal de K* modulado por muscarina, de células
del atrio (ver revision de Birnbaumer e al., 1987; Brown & Birnbaumer, 1990). Este
mecanismo implica que luego de la unidn del agonista a su receptor, se activa una proteina
G que modifica directamente las propiedades de apertura y cierre del canal. Con respecto al
canal de K¢, se han demostrado hasta ahora dos tipos de receptores que modulan al canal
por medio de la accion directa de una proteina G: muscarinico y (-adrenérgico. Esto no
significa que no puedan existir otros mecanismos de modulacion paralelos y/o adicionales

por parte de estos receptores sobre el canal de K¢,

Regulacion muscarinica

Se ha demostrado que la estimulacion muscarinica inhibe a los canales Ko, de
musculo liso colénico (Cole ef al., 1989; Cole & Sanders, 1989) y de traquea (Kume &
Kotlikof, 1991). En experimentos de "patch clamp", Cole ef al. (1989), demostraron que la
acetilcolina (ACh, 10 uM), producia una disminucion en la Po del canal K¢,, cuando la
droga era introducida en la solucion interna de la pipeta y en el bafio. Por el contrario, esta
inhibicion no era observada si la ACh. se encontraba solamente en la pipeta en experimentos
de "inside-out patches" o solamente en el bafio en experimentos de "cell attached". Mas aun,
la inhibicion por ACh. en experimentos de "whole cell", se observo unicamente en presencia
de GTP o de analogos no hidrolizables como el GTPYS, en la solucion de la pipeta (Cole &

Sanders, 1989). Estos estudios indican que: 1) En los experimentos de "inside-out”, se
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pierde/n algun/os compotente/s intracelulares escencial/es en la regulacion muscarinica y 2)
para que la ACh. ejerza su accidn inhibitoria el receptor y el canal debian estar proximos en
la membrana, por lo cual no se observo inhibicion en los experimentos de "cell attached”
cuando la ACh. no se encontraba en la pipeta sino unicamente en el bafio. El conocimiento
previo de que el receptor muscarinico esta ligado a una proteina G junto con las
observaciones anteriores sostienen la hipotesis de que hay una proteina G actuando de
intermediaria entre el receptor y el canal, y que la accion de la proteina G sobre el canal es
directa y no por medio de algin otro segundo mensajero.

De manera similar, Kume y Kotlikoff (1991) en estudios de canal unico en "outside-
out patches", demostraron que los canales K¢, podian inhibirse por metacolina, y que
aunque esta inhibicion podia observarse en ausencia de GTP en la pipeta, era mas
prolongado si se agregaba el nucleétido en el lade interno del canal. Es interesante notar que
en el caso del "outside-out patch" en que el lado interno del canal queda dentro de la pipeta,
pareceria que el medio interno no es completamente reemplazado por el medio de la pipeta y
que moléculas como el GTP podrian permanecer en el microambiente del canal.

La hipotesis de que el efecto de inhibicion muscarinica esta mediado por una proteina
G, fue confirmado por Cole & Sanders, (1989) y Kume & Kotlikoff, (1991)
independientemente. Estos autores encontraron, que la dialisis intracelular o la incubacion de
las células con toxina pertusis, suprime la inhibicion del canal K, en respuesta a la
estimulacion muscarinica. Por otro lado cabe mencionar que aunque el efecto directo de la
ACh. sobre el canal K¢, es inhibitorio, estudios hechos en células de traquea porcina, con el
método de "cell attached perforado”, demostraron que la ACh. activa a los canales K¢, por
medio del aumento del calcio intracelular, ya que la respuesta fue bloqueada por heparina

(Muraki er al., 1992)
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Estimulacién B-adrenérgica

La regulacion de los canales de K¢, por el receptor B-adrenérgico, ya ha sido tratada
en la seccion de "ciclos de fosforilacion-desfosforilacion". Sin embargo, debido a que la
regulacion de los canales de K, por el receptor B-adrenérgico y por la proteina G forma
parte del presente trabajo experimental, en esta seccion se agregaran algunos aspectos
generales de la estimulacion adrénergica y la funcion de la proteina G en dicha modulacion.

Existen diferentes tipos de receptores adrenérgicos (B}, By o) y ay) que a su vez
pueden estar acoplados a distintos tipos de proteinas G (Gs y Gi) y tener efectos exitatorios
como inhibitorios. La subunidad a de la proteina Gs esta acoplada al receptor adrenérgico
B, y activa a la enzima adenilato ciclasa provocando un aumento en los niveles intracelulares
de AMPc (Sibley & Lefkowitz, 1985); por el contrario, el receptor o,-adrenérgico esta
acoplado a una proteina Gi que al activarse inhibe a la adenilato ciclasa provocando una
disminucion en los niveles intracelulares de AMPc (Simonds ef al., 1989; Hadcock ef al.,
1990). Ademas de la adenilato ciclasa existen otros efectores modulados por el complejo
receptor adrenérgico-proteina G, como por ejemplo la proteina Gq acoplada a la fosfolipasa
C (Smrcka er al., 1991, Taylor er al., 1991), que provoca la activacion de la PKC. A su vez,
existen interrelaciones dentro de estos mecanismos regulatorios, por ej. ha sido observado
que el receptor adrenérgico 3, es sustrato para la fosforilacion por la PKC, lo cual resulta en
una desensibilizacion del receptor (Bouvier ef al.,, 1991). Otro aspecto importante en la
regulacion mediada por proteina G, es el acoplamiento funcional entre la misma y el receptor
involucrado. La realizacion de estudios de mutagénesis han permitido identificar los sitios
dentro del receptor que confieren la especificidad del acoplamiento de éste con la proteina
G. Se ha observado, por ej., que el cambio de una secuencia de aa en el segmento amino
terminal del receptor muscarinico M1, por la secuencia homologa del receptor b-adrenérgico
de pavo, altera el acoplamiento con la proteina G (Wong et al., 1990), de manera que al ser

estimulado por un agente muscarinico, puede activar tanto a la fosfolipasa C (propiedad del
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receptor muscarinico) como a la adenilato ciclasa (propiedad del receptor B-adrenérgico).
En resumen se puede decir que distintos tipos de receptores pueden estar acoplados con
diferentes tipos de proteinas G y que estas pueden, a la vez, tener distintos efectores dentro
de los cuales se encuentran los canales idnicos. Por otro lado una molécula puede ser
efectora y al mismo tiempo ser regulada por otra molécula efectora acoplada a la misma
proteina G con lo cual el patron de interacciones posibles es enorme y complejo. Esto hace
necesario estudiar no solo las interacciones moleculares entre los distintos componentes del
sistema regulatorio sino también como los distintos niveles de regulacion se coordinan (ver

revisiones: Brown & Birnbaumer, 1988; Brown, 1991; Kobilka, 1992; Brown, 1993).



FIGURAS: Introduccion



Fig. 1. De lo macroscépico a lo microscépico. La Fig. muestra esquematicamente una
proteina de membrana que ejemplifica a los canales ionicos (D) y su ubicacion en la
membrana plasmatica de una célula de musculo liso vascular (C), proviniente de la capa
media de una arteria muscular como se observa en el corte transversal de una arteria (B)

del tipo de las arterias coronarias, cuya situacion en el corazén se muestra en A.
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Fig. 2. Via de activacion de la proteina quinasa A. El esquema muestra la via de
activacion de la PKA, comenzando por la union de un agonista a un receptor especifico
acoplado a la proteina Gy, que activa a la adenilato ciclasa, la cual cataliza la formacion de
AMPc, que se une a la subunidad regulatoria de la PKA, dejando libre la subunidad
catalitica que une una molécula de fosfato de alta energia, formado a partir de una

molécula de ATP, a la molécula efectora.
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Fig. 3. Via de activacion de la proteina G. El esquema muestra el ciclo de activacion
generalizado de las proteinas G. Este ciclo comienza con la union de un agonista a un
receptor especifico acoplado a una proteina G, formada por las subunidades o B y v. La
union del agonista al receptor aumenta la afinidad de la proteina G por el nucleotido GTP,
cuya unién al trimero provoca su clivaje quedando por un lado el dimero By y por el otro
lado la subunidad o unida al GTP (activada). En este paso es necesaria la participacion del
ion Mg2* La actividad GTPasa de la subunidad da lugar a la formacion del complejo o-
GDP, el cual tiene una afinidad alta por el dimero Py, al cual se une para formar de nuevo

la proteina trimérica y acoplarse nuevamente al receptor.
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MATERIALES Y METODOS
ILI Obtencién de microsomas de membranas de misculo liso de coronaria

Las vesiculas de membrana de musculo liso de coronaria se obtienen a partir de
corazones de porcinos recién sacrificados en un matadero comercial. Una vez que los
animales son sacrificados el personal del matadero limpia y eviscera los cerdos; se
separa rapidamente el corazon y se inicia la diseccion de la arteria coronaria.. Las
arterias disecadas son colectadas en un recipiente enfriado en hielo con una solucion
Ringer-Krebs suplementada con inhibidores de proteasas. El procedimiento desde la
muerte del animal hasta el enfriado de las arterias dura aproximadamente 10 minutos.
Se utilizan habitualmente de 20 a 30 corazones porcinos adultos de ambos sexos Una
vez recolectada esa cantidad de material las arterias son trasladadas en frio hasta el
laboratorio para su limpieza y diseccion. Las arterias obtenidas son disecadas en frio
bajo lupa para separar el tejido adiposo, tejido conectivo y restos de musculo cardiaco
que hayan quedado adheridos a la arteria. Una vez que la parte externa esta limpia se
abren longitudinalmente y se quita el endotelio raspandolo con un isopo de algodoén.
Las arterias ya limpias son transicridas a la solucion A (ver "soluciones
experimentales") cortadas en trozos de aproximadamente 1 cm y trituradas en una
licuadora convencional. Este tratamiento se realiza en varios pasos para evitar el
calentamiento por friccion, hasta lograr que la preparacion quede homogénea. Cada
paso de trituracion dura aproximadamente treinta segundos, entre los cuales el tejido
se vuelve a enfriar durante un minuto. Este procedimiento esta ideado para preservar
la integridad de las proteinas y obtener un maximo rendimiento, el esquema 1 muestra
de forma resumida los principales pasos de este protocolo experimental. El
homogenato obtenido es centrifugado a 4.000 rpm durante 30 minutos utilizando un
rotor JA20. De este paso se colecta el sobrenadante (S£{), el precipitado se
rehomogeneiza y se centri‘uga nuevamente a 4.000 rpm durante 30 min. a fin de
obtener el segundo sobrenadante (S;). Ambos sobrenadantes (S; y Sj), se centrifugan

con el mismo rotor JA20 a 20.000 rpm durante 40 minutos y luego a 17.000 rpm por
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20 minutos. Se asume que la mayor parte de membrana plasmatica sedimenta durante
los primeros 40 minutos y que la contaminacion con mitocondria disminuye en los
segundos 20 minutos. El precipitado (microsomas pesados) (p;) se resuspende en frio
en la solucion hipertonica B con un homogeinizador manual de "teflon pestle" y luego
se incuba por una hora en hielo. Al término de esta incubacion se centrifuga el
homogenato por una hora a 33.000 rpm con un rotor 70,1 Ti. El sobrenadante se
descarta y el precipitado (microsomas) (p,) obtenido se resuspende en la solucién G.
Los microsomas resuspendidos son colocados en la parte superior de un gradiente
discontinuo de sacarosa (20, 25, 30, 35 y 40%) y centrifugados a 27.000 rpm durante
14 a 18 horas con un rotor SW28,1. Al término de la sedimentacion se colectan las
fracciones microsomales de las distintas interfases, se diluyen en soluciéon F y se
centrifugan a 32.000 rpm durante una hora con un rotor 70,1 Ti. Finalmente los
precipitados obtenidos se resuspenden en solucion D. Estas fracciones resuspendidas
son congeladas en N liquido y almacenadas a -80°C hasta su utilizacion (ver esquema
1). Los volumenes obtenidos son de aproximadamente 100 pl por fraccion partiendo
de 30 arterias coronarias (aproximadamente 20 g de tejido ya limpio) Todas las
centrifugaciones son realizadas a 4°C. El contenido promedio de proteinas de las
fracciones determinado con el método de Lowry (1951), utilizando suero de albumina

bovina (BSA) como standard, es de ~35 mg/ml.



Esquema 1. Obtencién de membranas de musculo liso de coronaria
I. Diseccion y limpieza de las arterias en Ringer-Krebs + inhibidores de las proteasas
2. Homogeneizacion en sl. A
trituraciéon 1x 30 s

2x 15s
6x 30 s, max vel

3. 30 min, 4.0(1)0 rpm (rotor JA20)

l R

Sy precipitado (p)

triturar 4x 30 s max vel.
[ resuspension, repetir 3.

S, pp (descartar)

4. 40 min, 20.000 rpm
20 min, 17.000 rpm
(rotor JA20)
1

I

P2 S3 (descartar)

}

S. homogeneizar p ensl. B

6. incubar en hielo 1 hora
7. centrifugar 1 hora, 33.000 rpm (rotor 70,1 Ti)
8. resuspender en sol G

9. centrifugar en gradiente de sacarosa 14-18 horas 27.000
(rotor SW28,1)

10. obtener las fracciones por separado y diluir en solucion F
11. centrifugar 1 hora, 32.000 rpm (rotor 70,1 Ti)

12. resuspender p en sl D.
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Para la reconstitucion de canales en bicapas se utilizan las fracciones del gradiente
de sacarosa 20:25 y 25:30. Estas fracciones presentan la mayor actividad de fijacion
ligando-receptor a dihidropiridinas. ([3H]-PN200-110, 25-50 pM/mg, Kd 0,5 nM) y baja
fijacién de rionidina marcada (0,4- 0,9 pM/mg) indicando que las fracciones mas ligeras
contienen la mayor parte de la membrana plasmatica. Por su parte la fraccion mas pesada
(35:40%) presenta la mayor fijacion de rionidina, indicando que esta fraccion corresponde

a la cisterna terminal del reticulo sarcoplasmico (Hamilton et al, 1989).

En las siguientes secciones se expondra brevemente el método de incorporacion de
canales idnicos en bicapas lipidicas y el sistema de registro de canales segin Alvarez,

Hanke; Moczylowski, White, (1986).

I.IIL Incorporaciéon de canales ionicos en bicapas lipidicas

El método de incorporacion en bicapas consiste basicamente en establecer un
sistema en el cual se obtienen 2 fases acuosas separadas por una membrana lipidica en la
cual se van a incorporar las vesiculas de membrana que contienen a los canales ionicos. El
disefio del sistema puede variar pero el esquema general consiste en dos camaras
separadas por un orificio. Sobre este orificio se esparce una "solucion formadora" que
consiste en una mezcla de lipidos, cuya composicion varia de acuerdo a las condiciones
experimentales, organizados formando micelas "dentro" de un solvente no polar.

En el presente trabajo el sistema utilizado esta compuesto por una camara
cilindrica hecha de Delrin con una capacidad de 0,5 ml denominada por convencion trans
que se introduce en un bloque de material plastico, el cual a su vez tiene una cavidad con
una capacidad de 1 ml (camara cis) de tal forma que ambas piezas quedan perfectamente
ensambladas y comunicadas unicamente a través de un orificio de aproximadamente 200
um de diametro y 50 um de espesor (Fig 1). Las soluciones contcnidas en las camaras cis
y trans se conectan a través de puentes de agar (1% en 1 M KCl), a diferentes orificios

que contienen una solucion 3 M de KClL. A su vez estos orificios se conectan al
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amplificador por medio de electrodos de Ag/AgCl de manera que las camaras, cis y trans,
quedan conectadas entre si a través de un pequeiio orificio y cada una de ellas conectada a
su vez al sistema de estimulacion y registro eléctrico donde la camara cis esta conectada a
la entrada negativa del amplificador 11 y la trans a la tierra virtual (Esquemas 2 y 3). Es
importante aclarar que el sistema descripto se encuentra dentro de una especie de jaula de
Faraday para evitar las interferencias provocadas por las lineas de electricidad, y todo se
ubica sobre una mesa antivibratoria para prevenir las interferencias de tipo mecanico.

Las soluciones iniciales en ambas cdmaras son de idéntica composicion (ver
soluciones). La mezcla de lipidos es aplicada directamente sobre el orificio de la camara
frans con un capilar de vidrio cuyo extremo se halla cerrado. La corriente registrada
durante la estimulacion con rampa de voltaje rapida entre ambas camaras antes de la
formacion de la bicapa es infinita y satura el amplificador, al formarse la bicapa el orificio
queda "sellado" de manera que las dos soluciones quedan eléctricamente separadas. Esta
separacion se evidencia por un cambio en la resistencia eléctrica que es seguido desde un
osciloscopio conectado en paralelo al sistema de registro. Al formarse la bicapa la
corriente registrada varia, cayendo a un valor proporcional a la capacidad de la bicapa (=
200 pF). La capacidad de la bicapa es funcion directa de la distancia de las monocapas de
fosfolipidos; y a del area de las mismas que esta limitada por el orificio rigido (Fig 1) Por
otro lado el espesor de la bicapa depende de la cantidad de solvente dentro de la misma.
Una vez formada la bicapa, se agrega KCl a la camara cis de manera de generar un
gradiente osmotico que favorezca la fusion de los microsomas con la bicapa. La
incorporacion de las vesiculas de membrana plasmatica en las bicapas lipidicas se realiza
siguiendo el procedimiento de Miller y Racker (1976); y Latorre (1982). Los microsomas
se "pintan"” en la bicapa de manera similar a como se hace con la solucion lipidica, es decir
utilizando un capilar de vidrio con el extremo cerrado a modo de "pincel". La Fig. 2
muestra esquematicamente el proceso de incorporacion de una vesicula conteniendo un
canal, a la bicapa preformada. Los cambios producidos en la sefial eléctrica en el

osciloscopio dan idea de la cercania del capilar al orificio donde se forma la bicapa. Una
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vez aplicadas las vesiculas de sobre el orificio donde se halla preformada la bicapa, se
utilizan indistintamente dos protocolos diferentes de voltaje para favorecer la
incorporacion de los canales a la membrana lipidica; uno es la aplicacion de una rampa de
voltaje lenta (4 s de duracion total) de £70 mV y el otro consiste en la aplicacion de un
pulso de voltaje de £100 mV (2 s de duracién total). La corriente que circula entre las
camara cis y trans es seguida a través del osciloscopio, de modo tal que la polaridad de los
eventos registrados es el primer indicador de la identidad del canal.. En las condiciones de
registro iniciales es decir, con un gradiente de KCl 250/50 mM entre la camara cis y la
Irans las corrientes llevadas por cationes (K*) son de signo positivo mientras que las
corrientes anionicas (Cl) tienen polaridad negativa. Las vesiculas obtenidas por el
procedimiento descripto en la primer parte de esta seccion pueden estar formadas de
manera de mantener la orientacion de la membrana con respecto al medio intra y
extracelular, o pueden quedar invertidas, es decir, que el lado de la membrana que
“miraba" a la parte extracelular queda orientada hacia adentro de la vesicula. Esto significa
que los canales contenidos en las vesiculas que se incorporan en la bicapa pueden quedar
con la parte interna "mirando" hacia la camara cis y la externa a la frans o viseversa Esto
puede complicar el estudio de algunos canales pero en el caso de los canales de K¢, la
orientacion se puede determinar de acuerdo a su dependencia del voltaje y su sensibiiidad

a calcio (ver Introduccion: canales de K¢,: generalidades).

IL.IIL. Registro de la actividad de canales unicos

El sistema de estimulacion y registro electrico esta esquematizado en el esquema 2
y 3 y consiste en: un generador de ondas, un convertidor corriente-voltaje,y un
amplificador de voltaje.

En el presente trabajo, el amplificador utilizado para el registro de los canales
incorporados en la bicapa fue disefiado en el laboratorio a fin de optimizar la relacion
sefial/ruido y mejorar la velocidad de la respuesta, éste consta de dos partes

fundamentales: registro de corriente y procesamiento del estimulo.
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Registro de corrientes unitarias. El sistema de registro consiste basicamente en
dos circuitos: a) convertidor corriente-voltaje (amplificador No. 11) localizado en el
cabezal de registro (recuadro), el cual registra la corriente que cruza la bicapa como la
caida de voltaje a través de la resistencia de retroalimentacion (1 GQ); y b) rectificador de
frecuencias (amplificador No 2), el cual restaura la informacion de frecuencia perdida
durante el proceso de conversion corriente-voltaje. Este sistema permite la utilizacion de
dos ganancias, 10 y 100 mV/pA mediante la seleccion de las resistencias A o B (100 y 10
KQ, respectivamente).

Procesamiento del estimulo. El potencial a través de la bicapa (camara cis y
trans) es modificado de dos formas: por un generador de rampas (amplificadores Nos. 8 y
9), y mediante un pulso comando externo (entradas + V). El generador de rampas se
utiliza, como ya se menciono, para registrar la capacidad de las bicapas y en algunos casos
también para favorecer la incorporacion de los canales. Las entradas del pulso comando se
utilizan tanto para fijar el potencial de mantenimiento como para aplicar diferentes
protocolos de pulsos experimentales. El circuito de voltaje comando fue disefiado con una
ganancia de 50 mV/V, e incluye los amplificadores 6 y 7. El potencial en la camara cis se
registra como el potencial invertido de la camara frans (amplificador No. 4) multiplicado
por un factor de 50. El pulso de comando externo es operado desde una computadora
personal mediante un conversor analogico-digital digital-analdgico de 12 bits (Axon

Instruments, Burlingame, California).

Pro-ocolos de pulsos

Los experimentos de bicapas son de dos tipos en relacion al voltaje, a potencial
constante, es decir en condiciones estacionarias; y a potencial variable, utilizando pulsos
de voltaje. Para los primeros, el potencial de mantenimiento esta dentro de un rango de +
60 mV, rango en el cual la bicapa se mantiene estable. El protocolo de aplicaciéon de
pulsos de voltaje permite un rango mayor (entre -80 y +80 mV) ya que al ser breves no

desestabilizan las bicapas. Este protocolo consiste en la aplicacion de pulsos de voltaje
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desde -80 a + 80 mV a intervalos de 20 mV, de 2 s de duracién cada pulso. El disefio de
los protocolos de estimulacion se realiza utilizando los programas de computacion
disponibles comercialmente (Fetchex o Clampex, P-Clamp, Axon Instruments, Burlingame

CA).

Adquisicion y analisis de datos

Los registros continuos (potencial constante) son convertidos digitalmente
mediante un conversor, adquiridos en video grabadora y almacenados en cintas
magnéticas. Paralelamente la sefial es filtrada a 500 Hz. con un filtro Bessel de 8 polos,
para su seguimiento en linea en el osciloscopio y su adquisicion en linea en una
computadora personal utilizando el programa Fetchex, con una frecuencia de muestreo de
1 ms/punto. La Fig 3 muestra un ejemplo de como se observa un canal adquirido con el
programa Fetchex en esas condiciones de adquisicion (500 Hz, 1 ms/pt).

La conductancia de los canales se obtiene de la relacion corriente-voltaje (curvas I-
V), de los valores obtenidos con el protocolo de pulsos de voltaje sefialado en la seccion
anterior. Las amplitudes de los eventos son medidas con el prog-ama Fetchan (P-Clamp,
Axon Instruments, Burlingame CA) Los valores de corrientes asi obtenidos para cada
potencial se ajustan por reg-esion lineal. En este rango de voltaje las curvas I-V son
lineales.

La conductancia de los canales K¢, estudiados es de = 300 pS (en 250 mM KCl,
simétrico); en estudios previos se observdO que estos canales son sensibles a
concentraciones nanomolares de caribdotoxina y a concentraciones micromolares de
tetraetilamonio cuw.ido son aplicados en el lado externo del canal (Toro ef al., 1991).
Como se mencioné anteriormente el lado interno del canal se determina por su sensibilidad
al Ca2+ y la dependencia del voltaje. La probabilidad de apertura (Po) inicial del canal es
variable entre los distintos canales; en algunos casos es necesario variar el voltaje y/o la
concentracion interna de Ca2+ para tener una Po inicial determinada.

La actividad de los canales unicos se analiza utilizando el programa TRANSIT
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(AM.J. VanDongen, Dept. Pharmacology, Duke Univ.). Este programa utiliza un
algoritmo basado en la estimacion de la pendiente entre dos puntos sucesivos del trazo a
analizar. La desviacion estandar de estas pendientes en trazos que no contengan aperturas
de canales, permite establecer el nivel medio de la linea de base, correspondiente al nivel
cero de corriente ionica. De esta forma se puede determinar el grado de desviacion de la
linea de base en cada trazo y de ser necesario corregirlo por sustraccion analogica. Para la
deteccion de transiciones el umbral de deteccion es tomado como un multiplo de la
desviacion estandar de las pendientes de las fluctuaciones en la linea de basc (slope
coefficient), aquellas fluctuaciones cuya pendientes sean mayores que el umbral son
convertidas en transiciones Esto permite dividir al trazo en fransiciones y niveles. El
siguiente paso es definir la amplitud de cada nivel, esto se realiza promediando los puntos
entre dos transiciones. Debido al filtrado de la sefal, estas transiciones no son
instantaneas, por lo que se divide en dos la duracién de la transicion, asignandose cada
mitad a la duracion de los niveles adyacentes. En la ultima fase de la idealizacion se
eliminan las transiciones espurias que puedan existir entre dos niveles consecutivos,
comparando si las diferencias entre dichos niveles es mayor que un umbral de amplitud
relativa, un multiplo (amplitude coefficient) de la desviacion estandar del ruido de la linea
de base. Si la diferencia es menor, los dos niveles se concatenan. Tanto el slope coefficient
como el amplitude coefficient pueden ser manualmente ajustados. Una idealizacion aun
mas ajustada, que toma en cuenta el numero de niveles de conductancia y su amplitud
promedio, se logra utilizando el modulo de interpretacion, en el cual el umbral de
deteccion de los eventos se fija en el 50% de la amplitud del canal con lo que se construye
un trazo interpretado (Fig. 4A). Los registros interpretados o idealizados se analizan, a
partir de lo cual se obtiene el valor de la Po promedio como la relacién entre el tiempo en
que el canal permanece en el estado abierto y el tiempo total. del registro. El analisis de la
Po da un grafico como el de la Fig. 4B que representa la Po del canal en cada intervalo de
tiempo. La duracion de los intervalos de tiempo se puede variar (en este trabajo se utilizan

intervalos de 2 s). Para el céilculo de la Po promedio se utilizan experimentos donde haya



preferentemente uno o a lo sumo dos canales activos. El analisis de la distribucion de los
tiempos abierto y cerrado del canal se realiza unicamente en aquellos experimentos en los
cuales solo se registra la actividad de un solo canal. Los registros idealizados son
corregidos por el tiempo muerto debido a la frecuencia de muestreo y las caracteristicas
del filtro (Colquhon & Sigworth, 1983).

Los datos de la Po estan expresados como media + ES. El anlisis estadistico se
realiz6 utilizando la prueba t de Student de una cola para muestras apareadas, y la prueba
estadistica D para el caso del ajuste de las exponenciales en el analisis cinético. Las
muestras se consideraron significativamente diferentes a un nivel de p < 0.05. Para las
curvas de voltaje se ajustaron los valores experimentales a una funciéon de Boltzmann, Po
= 1/{1 + exp[(V1/2-V)/k]}, donde V1/2 es el potencial de activacion medio, y k es una

medida de la pendiente.
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Solucién experimental 2: camara cis (mM): 250 KCI; 10 K-MOPS; 0,5 KoEGTA;
0,6 CaCly; pH 7,4; pCa 4; cimara trans (mM): 50 (antes de la incorporacion), 250
(después de la incorporacion) KCl, 10 MOPS-K; 0,5 K,EGTA,; 0,6 CaCl,; pCa 4; pH 7.4.

Solucién experimental 3 (libre de Mg2*) (mM): 250 KCI; 10 mM MOPS-K; 10
mM HEDTA; 9.17 CaCl,, pCa 4.8, pH 7.4. En algunos casos, la concentracion de CaZ*
libre se modifica para fijar la Po inicial de los canales, el calculo de la misma se realizo
utilizando el programa Fabiato (Fabiato, 1988).

Las subunidades a; y o activadas se obtuvieron por el tratamiento de las
proteinas G heterotriméricas correspondientes con [35S] (100 uM) y 50 mM MgCl
seguido de la separacion de los dimeros By por cromatografia en DEAE, y diélisif
extensiva para eliminar el GTPyS residual. Los dimeros By fueron obtenidos de dos
fuentes diferentes, de segmentos externos de bastones de retina bovina y de cerebro
bovino (Codina e al, 1984; Codina ef al/, 1984; Yatani e al. 1988).

El GTPyS fue provisto por Boehringer Mannheim Biochemicals (Indianapolis, IN);
el Rp-cAMP[S] fue provisto por Research Biomedicals Inc. (Natick, MA); el PKI de
musculo de conejo (crudo y péptido purificado), el SQ 29548 fue un amable obsequio de
Bristol-Myers Squibb (Princenton, NJ) y todas las demas drogas fueron provistas por

SIGMA (St. Louis, MO).



FIGURAS: Materiales y Métodos



Fig. 1. Esquematizacion de las cimaras utilizadas para el método de incorporacion
en bicapas. A: representacion de la camara cis, B: representacion de la camara trans, en

donde se observa el orificio donde se forma la bicapa lipidica.
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Fig. 2. Esquema de la incorporacion de una vesicula de membrana en una bicapa
lipidica. Se observa una vesicula membranal conteniendo a un canal generalizado. Se
muestra como al entrar la vesicula en contacto con la bicapa, se produce una fusién y

ruptura con lo cual la vesicula queda incorporada en la bicapa.
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Fig. 3. Ejemplo de un registro de canal tnico, filtrado a 500 Hz y adquirido con el
programa FETCHEX a una frecuencia de muestreo de 1 ms/pt y leido con el programa

FETCHAN.
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Fig. 4. A: Ejemplificacion de como se efectua la idealizacion de un registro de canal
adquirido con el programa FETCHEX, utilizando el programa TRANSIT. B: ejemplo de
como se observa un grafico de la Po de un canal en un intervalo de tiempo luego del

analisis con el programa TRANSIT.
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Esquema 1. Esquema general de un "set up" de bicapas.El sistema consta de una camara
experimental (Fig. 1) donde se genera la sefial eléctrica (corriente) y los distintos sistemas
de procesamiento y almacenamiento de esta seiial (lineas solidas) por un lado, y por otro

lado de un sistema de estimulacion (voltaje; lineas punteadas).



jopeqelboaspip

ﬁ

osisibal ap elewen

V/Q-Q/V 10s18Au0) Jopeoyljdwesid
— ORI
oidoosojoso || o4l

V/A -a/V 10s18Au0)




Esquema 2. Esquema del circuito electrico del amplificador utilizado para el registro de

los canales incorporados en bicapas. Ver detalles en el texto.
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RESULTADOS



Darte 1



Relajacion

Como se seflalo en la introduccion, existen evidencias que indican que el canal K¢,
juega un papel importante en el proceso de -relajacion-contraccion del musculo liso de
coronaria. En la presente tesis se estudio el posible papel que tendria este canal en la
relajacion del musculo liso de coronaria, en relacion a la modulacién por agentes [3-
adrenérgicos y al mecanismo molecular de dicha modulaciéon. En segundo término se
estudié el papel del canal K, en el proceso opuesto, es decir en la contraccion, en
respuesta a la modulacion por el agente vasocostrictor, TxA,.

Sc¢ sabe que las células de musculo liso vascular, expresan receptores f3-
catecolaminérgicos que inducen la activacion del complejo Gg/adenilato ciclasa que una
vez activaso, provoca el aumento de la concentracion intracelular de AMPc y produce
relajacion. Esta relajacion esta facilitada por una hiperpolarizacion de la membrana
asociada posiblemente a la activacion de los canales de K¢, (Honda er al., 1986;
Sadoshima ef al., 1988; Kume ef al.,, 1989). Esta accion relajante puede ser mim=tizada
por agentes que aumentan la concentracion de AMPc intracelular en forma independiente
a la activacion de la proteina Gg, como la forskolina, por lo tanto se acepta comunmente
que la relajacion inducida por los receptores B-adrenérgicos esta mediada por el segundo
mensajero AMPc. Sin embargo existen evidencias, de que en musculo liso, el efecto de la
forscolina sobre la hiperpolarizacion de la membrana es 1/10 del efecto causado por el
agonista -adrenérgico isoproterenol (Honda er al., 1986). Esto sugiere que podria existir
una accion adicional de estos agentes, independiente del aumento del AMPc y de la
activacion concomitante de la proteina quinasa A (PKA). Es decir que la activacion de los
canales K¢, por agentes B-adrenérgicos, involucra por lo menos dos mecanismos: 1) la
accion indirecta por aumento de AMPc, y posterior fosforiiacién mediada por la PKA, y
2) la accion directa de la proteina G sobre el canal.

El procedimiento experimental ha sido detallado en la seccion de "métodos”. En
esta parte del trabajo, las vesiculas de membrana fueron incorporadas a la camara

experimental que contenia una solucion salina con una concentraciou de calcio libre de 16
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HM (pCa 4.8) y una concentracién de Mg2* libre de 1 mM. Estudios previos demostraron
que los canales de musculo liso reconstituidos en membranas lipidicas pueden permanecer
acoplados funcionalmente a los receptores B-adrenergicos y a proteinas G endogenas
(Toro, er al, 1990). La persistencia de este camino de transduccion aun después de la
reconstitucion permite la activacion de una proteina G enddgena en ausencia de los
componentes citosolicos; por lo tanto, el método de incorporacion en bicapas artificiales
permite estudiar de manera mas restringida a aquellos mecanismos que involucran
componentes dentro de los limites de la membrana. En estas condiciones se estudi6 el
efecto de 10 uM de (-)isoproterenol, agregado al lado externo al canal, en presencia de
0.5 pM GTP en el lado interno, el cual no provoco ningin cambio en la actividad del canal
por si mismo. Se encontrd que en un 30% de los canales estudiados, el agonista aumento
la probabilidad de apertura del canal (n=13), y que este efecto se pudo revertir al agregar
el antagonista 3-adrenérgico, propranolol (100 uM) (ver Tabla 1). La figura 1 muestra un
ejemplo de dicha activacién y reversion. En este experimento, el canal fue registrado
durante 5 minutos en condiciones control, en presencia de GTP en el lado interno. El
agregado subsiguiente del agonista a la solucion correspondiente al lado externo del canal
provoco un aumento de la Po del canal. La adicién posterior del antagonista restauro la Po
hasta valores cercanos a los del control. Estos datos demuestran que el canal K¢, de
musculo liso de coronaria, es susceptible a la modulaciéon por agentes PB-adrenérgicos
como habia sido observado anteriormente para el canal de K¢, de musculo liso de utero.
Como se menciond anteriormente, la modulacion por agentes [-adrenérgicos esta
relacionada con la activacion de la proteina G que a su vez activa a la adenilato ciclasa,
produciendo un aumento en la concentracion de AMPc, y la subsecuente activacion de la
PKA. Por otro lado se ha demostrado, que la fosforilacion mediada por PKA puede
aumentar o disminuir la actividad de los canales de Ko, en otros sistemas (ver
"Introduccion, ciclos de fosforilacion-desfosforilacion"). Si el aumento en la Po del canal
de K, de coronaria causado por el isoproterenol fuera causado por la activacion de la

PKA, era de esperar que el agregado directo de la subunidad catalitica de esta proteina
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produjera el mismo tipo de efecto, por lo tanto se estudio, en primer término, si las
vesiculas de membrana de musculo liso de coronaria eran susceptibles, y de que manera, a
la fosforilacion por la PKA. En la figura 2 se muestra el aumento de la Po del canal
provocado por el agregado de la subunidad catalitica de la PKA (SC-PKA) (20 nM), en
presencia de ATP-Mg (500 uM) en el lado interno al canal. Este aumento de la Po fue
revertido por el agregado de 40 u/ml de fosfatasa alcalina. Ademas, el agregado previo de
2.6 ug/ml del inhibidor de la PKA (PKI) previno la activacion mediada por la PKA (Fig
3). La Po aumento de 0.25 = 0.09 a 0.56 £ 0.1 luego del agregado de la CS-PKA (n=4);
mientras que en presencia del PKI la Po del canal no varié (P,pg; = 0.45 £ 0.22 vs. P,
Cs-PkA = 0.4 £ 0.18, n=3). De manera similar, la presencia de 0.2 pg/ml del fragmento de
20 aa derivado del PKI, IP20, previno el aumento de la actividad del canal por la SC-PKA
(Po1p20 = 0.26 £ 0.07 vs. Py cgpga = 0.27 £ 0.06, n=5) (tabla 2). Estas evidencias,
indican que el aumento en la actividad del canal causado por la PKA se deberia
efectivamente a la fosforilacion del mismo.

Aunque la evidencia indique que el canal K¢, de coronaria pueda ser activado
tanto por la CS-PKA como por el agente B-adrenérgico isoproterenol, no es suficiente
para probar que la activacion causada por el isoproterenol sobre los canales de K¢, de
musculo liso de coronaria en estas condiciones experimentales se deba a la fosforilacion
del canal mediada por la PKA, ya que esto implicaria que en las vesiculas incorporadas a la
bicapa estén presentes la PKA, la adenilato ciclasa y que haya ATP. Sin embargo,
tampoco se puede descartar por completo esta posibilidad ya que la PKA y la adenilato
ciclasa podrian permanecer asociadas al canal aun luego de su incorporacion en la bicapa,
y podria existir cierta contaminacion de ATP suficiente para desencadenar el proceso de
fosforilacion. La otra posibilidad es que exista una proteina G que permanezca unida al
canal incorporado y que su accidn directa sobre el mismo sea la que este causando el
aumento en la Po. En este caso, la activacion de la hipotética proteina G enddgena tendria
que resultar en un aumento de la actividad del canal K¢,. Para comprobar esta hipotesis,

se estudid el efecto del GTPyS sobre la actividad del canal. En un 50% de los canales
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estudiados (n=34) este nucledtido produjo un incremento de la Po cuando fue agregado a
la solucién interna al canal en presencia de 1 mM de Mg2* interno. Este incicmento fue de
3 £ 0.4, cuando la Po inicial estaba entre 0.1 y 0.3 (n=11) (Fig. 3; Tabla 1). Ya que el ion
Mg2* es necesario para la activacion de la proteina G, el mismo protocolo experimental se
repitié en condiciones en las que este ion no estuviese presente en la soluciéon. En estas
condiciones la misma concentracion utilizada anteriormente de GTPyS, no produjo ningin
cambio en la Po del canal (Fig. 4) (n=3); lo cual representa una fuerte evidencia de que el
efecto estimulatorio del GTPYS sobre el canal K¢, esta mediado por una proteina G
enddgena. La siguiente pregunta fue, entonces, cual es la naturaleza de dicha proteina G.
Dado que la proteina G asociada a los receptores (3-adrenérgico es una proteina Gg se
penso que esta podria ser la proteina G asociada a la accion del GTPyS en los canales de
K, de musculo liso de coronaria. En primer lugar se comprobé que la proteina Gg se
hallaba presente en las vesiculas de membrana utilizadas para la incorporacién de los
canales K¢,. Esto se hizo mediante la incubacion de las vesiculas membranales con la
toxina colérica marcada radioactivamente, ya que esta toxina se une a la subunidad a de la
proteina Gg. Este estudio revelo la presencia de dos bandas de 42 y 50 kDa que
corresponden a la subunidad a. Teniendo esto en cuenta, se estudié directamente el
efecto de la subunidad o purificada de la proteina G, previamente activada con GTPyS
(ag*). La Fig. S muestra el aumento de la Po del canal de K¢, en presencia de ag* en el
medio correspondiente al lado interno del canal. Esta activacion fue observada en un 60%
de los canales estudiados (n=10) y fue de 41 (Tabla 1). Para descartar la posibilidad de
que este efecto de la ag* sea inespecifico se hicieron una serie de controles consistentes en
agregar a la solucion interna del canal incorporado, la misma proteina o, luego de su
inactivacion por calor (40 min a 100°C); 0.5 uM de GTPyS correspondiente a la maxima
contaminacion de GTPyS que presente en la preparaciéon de la proteina Go-GTPyS-
activada ; o la subunidad a de la proteina Gj3 (¢;3*). No se observo aumento en la Po
luego del agregado de 300 pM de ag* hervida (Py.control = 0.16 £ 0.08; Py iratado = 0.16 =
0.1;n=5); 0.5 uM GTPYS (Py_control = 0-2 = 0.07; Pyiratado = 0.16 £ 0.03, n=4), 0 310



PM ati3* (Pocontrol = 0.44 % 0.06, Poyratado = 0-43 £ 0.06, n = 6). Mas aun, en otros 5
experimentos, la subunidad a;3* produjo una inhibicion del canal (ver RESULTADOS,
parte 2)

Para entender si el mecanismo involucrado en el efecto causado por el GTPgS y
por la og* sobre el canal de K¢, era el mismo fue necesario hacer un analisis mas
detallado. Con este proposito se comparo6 la cinética de la activacion del canal K¢, por el
GTPgS y por la a*, asi como la dependencia del voltaje del canal en presencia de los
mismos. El analisis cinético de la actividad del canal K¢, en ausencia, y luego del
agregado de GTPYS o o * se muestra en las figuras 6 y 7, respectivamente. Se observo
que en ambos casos el aumento de la Po esta relacionado con una disminuciéon de los
tiempos cerrados mas que con un aumento de los tiempos abiertos. El tiempo medio
cerrado disminuy6 3.8+1 veces con GTPyS (n=6) y 7.9+2 veces con a* (n=5); mientras
que el tiempo medio abierto solo aumento en un factor de 1.7+0.3 con el GTPYS (n=6) y
2.9£1.5 (n=5) con a*. Por otro lado, el estudio de la dependencia del voltaje del efecto
del GTPyS y de la ag* también muestra una gran similitud. Se observd que luego del
agregado del GTPyS la curva de activacion por voltaje se corre hacia valores mas
negativos (Fig. 8). De la misma manera, el agregado de la ag* provoco un corrimiento de
la curva de activacion por voltaje hacia valores negativos con respecto a la curva control
(Fig. 9). Este corrimiento fue similar al producido por el GTPyS no sélo en el sentido sino
también en valor (13 mV). Esta es una fuerte evidencia que indica que el efecto
observado para el GTPyS podria deberse a la activacion de la subunidad o de una proteina
G, endogena, lo cual no significa que ademas de la proteina G4 no haya en la membrana
otras proteinas G de otro tipo que también sean activadas por el GTPyS y que también
puedan afectar a la actividad del canal de K¢, Debido a las evidencias citadas en la
literatura de que existen canales que pueden ser modulados por las subunidades Py de la
proteina G (Logothetis ef al.,1987a; Ito, et al., 1992) se estudio la posibilidad de que
parte del efecto causado por el GTPyS estuviese mediado por las subunidades By, ya que

estas se encontrarian presentes en la proteina G endégena y ademas, podrian encontrarse
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como contaminacion en la preparacion de la subunidad ag* purificada. Para esto se
hicieron experimentos similares a los realizados con la subunidad o pero en este caso las
subunidades By fueron agregadas al lado interno del canal en una concentracion final de 7
nM. En ninguno de los experimentos realizados se observd aumento en la Po del canal
(Tabla 1, Fig. 10).

Los resultados anteriores demuestran que tanto la fosforilacion mediada por la
PKA, como la accion directa de la proteina G, provocan un aumento en la actividad del
canal K¢, de musculo liso de coronaria. Sin embargo, como se indicd anteriormente,
existe la posibilidad de que haya cierta contaminacion de ATP en la preparacion y por lo
tanto, que la accion de la proteina G no sea directa sino que este mediada por
fosforilacion. Para descartar que la activacion del canal mediada por GTPyS o por ag*
involucre la fosforilacion mediada por la PKA, se repitieron los experimentos con GTPyS
o con a¢* en presencia del PKI. En las Fig. 11 y 12 se ve que tanto el GTPyS como la og*
produjeron un aumento en la Po del canal aun en presencia del inhibidor de la
fosforilacion, este aumento fue de 2.2+0.4 (n=2) para el GTPyS y 4.1%1.3 (n=3) para la
ag*. Se realizo otra serie de experimentos similares con distintos inhibidores de la
fosforilacion y se obtuvieron los mismos resultados (Tabla 2). Estos resultados sugieren
que el mecanismo de accion de la proteina G enddgena sobre los canales K¢, no parece
estar mediado por fosforilacion dependiente de la PKA, sino debido a un efecto directo
sobre el canal o alguna otra molécula estrechamente asociada al mismo.

Los objetivos de la tltima etapa de esta primer parte del trabajo estuvieron
dirigidos, en primer termino, a comprobar que el efecto provocado por el GTPyS o la a*
sobre el canal de K¢, de musculo liso de coronaria era reproducible en otro sistema,
aunque experimentos similares fueron realizados por otro grupo de investigadores en el
canal de traquea paralelamente a este trabajo (Kume, ef al., 1992); en segundo termino, se
investigo si la accion de la ag* es una interaccion directa de la proteina y el canal o existe
una o mas moléculas estrechamente asociada/s al canal y que sirven de intermediarias entre

este v la proteina G. Con este propdsito se reaiizaron experimentos sobre el canal
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purificado de traquea (Garcia Calvo, ef al., 1993, en prensa). Este es un sistema mucho
mas "limpio" en el sentido de que la probabilidad de que exista alguna proteina diferente al
canal es extremadamente baja, lo cual permite interpretar de manera mas clara los efectos
de las interacciones entre el canal y las distintas moléculas agregadas en el medio. Debido
a que el tipo de preparacion es diferente a la obtencidn de membranas nativas, y que a su
vez, la composicion de estas no es igual a la de los liposomas en los que se encuentra
reconstituido el canal se considero necesario estudiar, en primer lugar algunas de las
propiedades mas caracteristicas de los canales K¢, y comprobar si este canal purificado
presentaba grandes diferencias con el canal de coronaria estudiado en la seccidn anterior.
Se observé que tanto la conductancia, como la dependencia al calcio interno y al voltaje
son similares a lo observado para el canal K¢, de coronaria (Fig. 13). En segundo término,
se estudié el efecto de la ag* sobre la actividad del canal. Al igual que en la coronaria, el
agregado de la ag* al lado interno del canal, en presencia de 1 mM de Mg2*, produjo un
aumento en la Po (Fig 14). El aumento de la Po promedio, luego del agregado de la ag*,
significativo aunque menor al valor observado en la coronaria (1.7 0.2 veces). Por otro
lado, al igual que en la coronaria, este efecto de la a* parece ser especifico ya que el
agregado de la ag* hervida no produjo ningin cambio en el promedio de la Po. Tampoco
se observaron cambios en la actividad del canal luego del agregado de 7 nM
(concentracion final) de las subunidades Py de transducina Py, Estos resultado se
encuentran resumidos en la Tabla 3. Con respecto a la cinética de activacion, se observo
que, aunque los cambios en los tiempos medios causados por el agregado de la ag*,
fueron menores que lo observado en la coronaria cualitativamente fueron similares, es
decir que la media de los tiempos cerrados disminuyo luego del agregado de la a* con
respecto al control (tmc.gpro1-= 162 £76 ms; tmcy v = 71.2 + 39 ms; n = 5), mientras que
no se evidenciaron modificaciones significativas en los tiempos abiertos ((tmaggprol-= 34.6
%8.5 ms; tmag+ = 39 £ 9.5 ms; n = 5). La figura 15 ejemplifica un histograma de tiempos
cerrados del canal K¢, purificado de traquea, comparados con los histogramas

correspondientes del canal de coronaria antes y luego de la activacion por ag*. Un



!

80

hallazgo importante fue el hecho de que el GTPYS no provoco ningln cambio en la Po del
canal purificado (Fig. 14), esto era de esperar si el efecto del GTPyS observado en la
coronaria estuviese mediado por una proteina G endégena que se encuentra ausente en los

liposomes.

Conclusiones

Los datos obtenidos muestran que los canales de K¢, de musculo liso de coronaria
incorporados en una bicapa lipidica, pueden ser activados por tres vias que pueden, 0 no,
estar relacionadas entre si. Estas tres vias son: a) estimulacion de los receptores 8
adrenérgicos; b) activacion de una proteina G enddgena (que podria estar acoplada a un
receptor B-adrenérgico) y c) fosforilacion mediada por la PKA (que podria ser activada
por la proteina G). La presente evidencia experimental sugiere que al igual que lo
observado en otros sistemas (ver introduccion), en el musculo liso de coronaria, la
estimulacién B-adrenérgica provoca la activacion de una proteina G (mas probablemente
del tipo Gg) y que esta actuar por lo menos sobre dos posibles efectores: por un lado sobre
la adenilato ciclasa que aumenta el nivel de AMPc intracelular y por otro lado, como se
demuestra en este trabajo, puede actuar directamente sobre el canal de K¢, provocando
un aumento en la probabilidad de apertura del mismo. El resultado del aumento en la
actividad de estos canales de K* provocaria una hiperpolarizacion de la membrana celular
y consecuentemente la relajacion de la célula muscular. Es interesante observar que este
tipo de mecanismo en el cual la probabilidad de apertura del canal de K¢, aumenta
directamente por la accion de una proteina de membrana explicaria el hecho
aparentemente paraddgico de que este aumento se produzca en condiciones en que la
concentracion intracelular de calcio se encuentra disminuida como ocurre durante la
relajacién inducida por los agentes B-adrenergicos (Sadoshima ef al., 1988).

El estudio de los mecanismos que involucran a la accion directa de la proteina G
sobre el canal o sobre una molécula estrechamente asociada al mismo son dificiles de

estudiar debido a que la activacion de esta proteina G puede disparar diferentes caminos
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metabolicos como por ejemplo el de la adenilato ciclasa/PKA mencionado anteriormente.
La principal dificultad esta dada por el hecho de que en "patches" aislados de membrana el
recambio de soluciones puede estar significativamente limitado por la geometria del
“patch" y que no se sabe con certeza que componentes celulares permanecen unidos a la
membrana luego de formado el "patch” mientras que, en el sistema de reconstitucion en
bicapas ocurre algo similar ya que aunque el control del medio externo e interno del canal
es bueno, no se puede descartar que ciertos componentes celulares permanezcan en el
microambiente del canal luego de !a incorporacion en la bicapa. De todas formas, teniendo
esto en cuenta, se puede asumir que gracias al manejo de las soluciones a ambos lados del
canal que permite la técnica utilizada en el presente trabajo se puede tener un cierto
control sobre el microambiente del canal incorporado en la bicapa. Esta ventaja
experimental, junto con las observaciones realizadas sobre la accion de la proteina G en
presencia de varios inhibidores de la fosforilacion que actuan en diferentes niveles de la
cascada metabolica (AMP-P(NH)P; Rp-cAMP[S]; IP20, PKI), y al hecho de que el AMPc
no impidio la accion directa de la proteina G sobre el canal, llevaron a la conclusion de que
al menos uno de los mecanismos de accion de la proteina G en la modulacion del canal de
K, es directo, es decir que no involucra la participacion de la via adenilato ciclasa/PKA.
Esto no significa que la fosforilacion de los canales de K¢, por la PKA sea parte del
mecanismo de relajacion inducido por los agentes f-adrenérgicos via proteina Gg. Por el
contrario, es este mismo trabajo se observd que efectivamente el canal de K¢, de musculo
liso de coronaria es susceptible a fosforilacion por la PKA, la cual aumenta la Po del canal.

La identidad molecular de la proteina G involucrada como Gg se apoya en €l hecho
de que se encontraran en la preparacion de membranas de coronaria 2 bandas (de 42 y 50
kDa) que fueron marcadas radioactivamente luego de la rbosilacion causada por la
incubacidn con toxina colérica y [32P]ADP. Por el otro lado los experimentos en los que
se observo el efecto directo de la subunidad a* sobre el canal de K¢, particularmente el
hecho de que la cinciica de activacion con GTPyS y con ag* sean tan similares, proveen

una fuerte evidencia en favor de la hipétesis de que la proteina G endogena es una
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proteina G;. Como se sefialo en la seccion de resultados, la subunidad que interactuaria
con el canal de K¢, es la a ya que no se observé ningiin cambio en la Po del canal por el
agregado de las subunidades By. Esto no significa que en la célula entera las subunidades
By no puedan cumplir algun papel como reguladoras de la actividad del canal, pero en este
caso la accion no seria una interaccion directa con el mismo, ni con otra molécula con un
grado de asociacion lo suficientemente estrecho para permanecer unido a la membrana
luego de la obtencion de las vesiculas y la incorporacion en la bicapa. Cabe senalar que las
subunidades bg utilizadas para este trabajo no son las correspondientes a la proteina Gs,
sin embargo, como se menciono en la introduccion (ver INTRODUCCION: modulacion
por proteina G), si bien existen grandes diferencias a nivel molecular entre las subunidades
a, no pasa lo mismo entre las subunidades 8 y v, que son muy similares entre las distintas
proteinas G.

Finalmente, en la ultima etapa de esta seccion experimental se demostré que la
accion de la og* sobre el canal de K, no es exclusiva del musculo liso de la coronaria ya
que fue observado en canales de masculo liso de traquea, purificados e incorporados a
liposomas. Si bien el aumento en la Po del canal de K¢, purificado causado por la ag* fue
menor que en la coronaria, el hecho de que el cimbio en la cinética de activacion fuera
cualitativamente tan parecido sugiere que se trata del mismo fenomeno. La diferencia
cuantitativa podria deberse a diferencias en el entorno lipidico del canal que influyen en la
interaccidn entre este y la subunidad og*, o bien a que en el caso del musculo liso de la
coronaria existen otras moléculas en el entorno de la membrana que interactuan
positivamente en la accion de la proteina G sobre el canal. Uno de los hallazgos mas
relevantes de esta parte experimental fue el hecho de que no se observara ningtin cambio
causado por el GTPYS. Ya que los canales de coronaria y de traque parecen ser, al menos
desde el punto de vista biofisico, muy sinilares, este resultado experimental apoya
fuertemente la hipotesis de que el efecto observado en la coronaria no es un fenémeno
inespecifico causado por el nucledtido sino que es necesaria la presencia de la proteina G

en la membrana, la cual se encuentra ausente en el caso del canal purificado. Ademas este
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hecho explicaria que en la coronaria el efecto del GTPyS haya sido observado en el 50%
de los canales estudiados, ya que es de esperar que la proteina G endégena no se
encuentre funcionalmente acoplada al canal en el 100% de las vesiculas de membrana.
Finalmente, la activacion del canal de K¢, purificado por la subunidad ag* sugiere que la
subunidad o de la proteina G interactua directamente con el canal ya que la posibilidad de
una contaminacion en los liposomas con otra molécula asociada al canal en el 86% de los
canales tratados con la o * es muy remota. El esquema 1 muestra una seccion de
membrana nativa, donde se podrian encontrar otros componentes ademas del canal, y un
liposoma donde se ha reconstituido un canal purificado.

Desde el punto de vista fisiologico, la modulacion dual de los canales de K¢, por
la proteina G propuesta en base a los presentes resultados provee una explicacion
molecular a los hallazgos reportados por Honda er a/ (1986) que indican que el
isoproterenol es un agente relajante del masculo liso de las vias aéreas mas potente que los
agentes que aumentan la concentracion de AMPc en un paso de la cadena metabolica
posterior a la activacion de la proteina G. De todas formas, es importante tener en cuenta
que la respuesta a los agentes B-adrenergicos en diferentes tejidos puede ser distinta. Se ha
demostrado, por ejemplo, que el aumento en la concentracion interna de AMPc causada
por la estimulacion (3-adrenérgica, y la concomitante disminucion en la concentracion de
calcio interna en la coronaria, no se observa en el musculo liso de arteria aorta, donde por
el contrario la respuesta a la estimulacion b-adrenérgica es la opuesta, es decir, aumenta la
concentracion de calcio intracelular. De todas formas, esta diferencia pareceria estar mas
bien relacionada con diferencias en las poblaciones de receptores adrenérgicos, que en la
aorta seria mayor la de tipo o (Shogakiuchi e a/., 1991). El tipo de modulacién dual
propuesto en este trabajo ha sido también observado en otros tipos de musculo como el

esquelético y el cardiaco (Yatani, ef al., 1987; Yatani, ef al., 1988).



RESULTADOS Parte 1: FIGURAS Y TABLAS



Fig. 1. El agonista 3-adrenérgico isoproterenol, activa los K¢, en presencia de GTP
y Mg2*. La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal
K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en ausencia (control, GTP +
Mg2*; A) y luego del agregado secuencial de (-)isopronterenol (10 uM) (B) y propranolol
(100 uM) (C) al lado externo del canal. Las Po correspondientes fueron: 0.2 (control), 0.5
(isoproterenol) y 0.2 (propranolol). Potencial de membrana (Vy) = -40 mV. En esta y en

las siguientes figuras, las flechas horizontales en los registros indican el estado cerrado del

canal.
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Fig. 2. La subunidad catalitica de la PKA activa a los canales K¢, de miisculo liso
de coronaria. Esta activacion es prevenida por el inhibidor de la PKA (PKI). A: La
figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢, y los
registros correspondientes (insertos) en ausencia (control + 500 uM Mg-ATP) (izquierda)
y en presencia de CS-PKA (20 nM) (derecha) agregado al lado interno del canal. Las Po
correspondientes fueron: 0.08 (control) y 0.35. (CS-PKA). Vg = 20 mV. B: La figura
muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢, y los registros
correspondientes (insertos) en presencia del inhibidor PKI (2.6 pg/ml) (izquierda) y luego
del agregado de 20 nM PKA (derecha) al lado interno del canal. Vi =-20 mV. En esta y
en las siguientes figuras, las flechas verticales indican el agregado de la droga que

corresponda..
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Fig. 3. Activacién del canal K¢, por efecto del GTPYS en presencia de Mg?* La
figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢,
(izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en ausencia (control, Mg2*) (A) y
en presencia de GTPyS (100 uM) (B) agregado al lado interno del canal. Las Po
correspondientes fueron: 0.2 (control) y 0.5 (GTPYS). Vi3 =-60 mV.
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Fig. 4. El efecto del GTPyS sobre el K, requiere la presencia de Mg2* libre. La
figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢,
(izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en ausencia (control) (A) y en
presencia de GTPyS (100 uM) (B) agregado al lado interno del canal, en ausencia de
Mg2* en la solucion experimental. No se observaron cambios en las Po correspondientes

que permanecieron cercanas a 0.1. Vg =-40 mV.
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Fig. S. Activacion del K¢, por efecto de la subunidad o de la proteina G activada
(cg*) en presencia de Mg2* La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de
apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en
ausencia (control, Mg2*) (A) y en presencia de ag* (400 pM) (B) agregada al lado intemno

del canal. Las Po correspondientes fueron: 0.14 (control) y 0.6 (as*). Vg = -60 mV.
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Fig. 6. Cinética del K¢, luego de la activacion por GTPyS. La figura muestra los
histogramas de los tiempos cerrados (izquierda) y abiertos (derecha) de un canal en
ausencia (control) (A) y en presencia de GTPyS (B). Los eventos fueron agrupados en
intervalos logaritmicos y graficados utilizando la raiz cuadrada de la ordenada. Las barras
representan los datos experimentales, mientras que las lineas continuas representan el
mejor ajuste. Los picos corresponden a las constantes de tiempo. Ambas T, y 1.3 fueron
reducidas luego de la activacion por GTPyS de 156 ms a 38 ms y de 768 ms a 180 ms,
respectivamente. T.| permanecio practicamente invariable (1.7 ms antes y 1.6 ms después
de la estimulacion). El nimero de eventos es 569 (control + Mg2+) y 2325 (+ GTPYS).

Vi =-40 mV.
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Fig. 7. Cinética del K¢, luego de la activacién por ag*. La figura muestra los
histogramas de los tiempos cerrados (izquierda) y abiertos (derecha) de un canal en
ausencia (control) y en presencia de as*. Los eventos fueron agrupados en intervalos
logaritmicos y graficados utilizando la raiz cuadrada de la ordenada. Las barras
representan los datos experimentales, mientras que las lineas continuas representan el
mejor ajuste. Los picos corresponden a las constantes de tiempo. La activacion por ag*
redujo la duracion de 1., y t.3 de 87 ms a 27 ms y de 545 ms a 146 ms. 1) permanecio
practicamente invariable (1.9 ms antes y 2.1 ms luego de la estimulacién). El nimero de

eventos es de 2888 (control + Mg2+) y 7331 (+ a*). Vy =-60 mV.
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Fig. 8. Corrimiento de la curva de activacion por voltaje por el agregado de GTPyS.
El grafico representa la Po en funcion del voltaje aplicado en ausencia (circulos llenos) y
en presencia (triangulos abiertos) de GTPyS (100 uM). La actividad del canal fue
registrada a distintos potenciales en ambas condiciones y los datos experimentales fueron
ajustados a una distribucion de Boltzmann (lineas continuas). El V|, vari6 de -10 a -33
mV después del agregado del GTPyS, mientras que no se observaron cambios en la

pendiente (k 17 mV).
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Fig. 9. Corrimiento de la curva de activacion por voltaje por el agregado de a*. El
grafico representa la Po en funcién del voligje aplicado en ausencia (circulos llenos) y en
presencia (triangulos abiertos) de ag* (400 pM). La actividad del canal fue registrada a
distintos potenciales en ambas condiciones y los datos experimentales fueron ajustados a
una distribucion de Boltzmann (lineas continuas). El Vy, vario de -9 a -34 mV después

del agregado del o *, mientras que no se observaron cambios en la pendiente (k 17 mV).
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Fig. 10. Las subunidades By no activan al canal K¢, de coronaria. La figura muestra
el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los
registros correspondien.es (derecha) en ausencia (control) (A) y en presencia del dimero
By (7 nM) (B) agregado al lado interno del canal, en ausencia de Mg2* en la solucién
experimental No se observaron cambios en las Po correspondientes que permanecieron

cercanasa 0.3. Vg =-20 mV.
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Fig. 11. El PKI no previene la activacién del canal K¢, por GTPyS. La figura muestra
el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los
registros correspondientes (derecha) en presencia del PKI (2.6 pg/ml) y Mg2* (A) y luego
del agregado de GTPyS (B) en el lado interno del canal. Las Po correspondientes fueron:

0.35 (PKI), y 0.68 (GTPYS). Vg =-40 mV.
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Fig. 12. El inhibidor de Ia proteina quinasa A (PKA), PKI, no previene Ia activacion
del canal K¢, por o *. La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de
apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en
presencia del PKI (2.6 ug/ml) y Mg2+ (A) y luego del agregado de ag* (B) al lado interno
del canal. Las Po correspondientes fueron: 0.35 (PKI), y 0.68 (o*). Vi =-20 mV.
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Fig. 13. Caracteristicas del canal K¢, purificado de traquea. La figura muestra la
curva corriente-voltaje (I-V) del canal K¢, purificado de traquea (A). Los circulos,
representan la amplitud promedio (n= 6) a distintos potenciales, medidas en un gradiente
de K* de 250 mM la camara cis y 50 mM en la camara irans. Los registros a la izquierda
(B) ejemplifican la dependencia de la Po del canal de la concentracion de CaZ* interno;
Vy= -40. Los registros a la derecha (C) ejemplifican la dependencia del voltaje de la Po

del canal. La linea de puntos marca el estado cerrado del canal.
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Fig. 14. La ag* activa al canal K¢, purificado de triquea. Este efecto no es
mimetizado por el GTPyS. La figura muestra el curso temporal de la Po acumulada del
canal K¢, purificado de traquea (derecha) y los registros correspondientes (izquierda) en
ausencia (control, Mg2*) y en presencia de o* (400 pM) agregada al lado interno del
canal (A); y en ausencia (control, Mg2*) y presencia de GTPyS (B). E! agregado de o *
aumento la Po de 0.33 a 0.57, mientras que el GTPyS no produjo ningun cambio

(Pocontroi= 0.3; PogTpys= 0.37). Vg =-40 mV (A), 40 mV (B).
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Fig. 15. La cinética de activacion del canal K¢, purificado de traquea y del canal
K, de coronaria por a* es similar. La figura muestra los histogramas de los tiempos
cerrados (izquierda) de un canal purificado de traquea en ausencia (control) y en presencia
de ag*. Los eventos fueron agrupados en intervalos logaritmicos y graficados utilizando la
raiz cuadrada de la ordenada. Las barras representan los datos experimentales, mientras
que las lineas continuas representan el mejor ajuste. Los picos corresponden a las
constantes de tiempo. La activacion del canal purificado de traquea por la a* redujo la
duracion de 1., y 1.3 de 57 a 34 ms y de 171 a 113 ms, respectivamente. T} permanecio
practicamente invariable (~ 1.5 ms). El nimero de eventos es de 4282 (control + Mg2t) y
5397 (+ ag*). Vy = -40 mV. A fines comparativos se muestran a la derecha, histogramas
de tiempos cerrados correspondientes al canal de coronaria control y en presencia de y
o*. En este caso la ag* redujo la duracion de 1y y 7.3 de 39 a 29 ms y de 272 a 90 ms,
respectivamente. T.; permanecié practicamente invariable (~ 1.5 ms). El numero de

eventos es de 1231 (control + Mg2+) y 2796 (+ a*). Vy =-40 mV.
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Esquema 1. Modelo de una seccion de una vesicula de membrana nativa y de un
canal reconstituido en un liposoma. El esquema muestra los componentes hipotéticos de
una vesicula de membrana nativa, en donde existirian otras proteinas ademas del canal

16nico, comparado con un liposoma en donde solo se observa al canal reconstituido.
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Tabla 1. Estimulacion B-adrenérgica y por proteina G de los canales K de musculo liso de

coronaria.

antes después n
Isoproterenol, 10 pMVY 0.22+0.1 0.56 +0.16% 4
GTPyS, 100 uM 0.22+0.03 0.56+0.058 11
os*, 300 pM 0.22%0.1 0.54%0.1§ 6
By, 7nM 0.43+£0.09 0.34+£0.09 8

¥ Se estudio en dos experimentos la reversion por 100 uM propranolol (Fig. ): Py_control
0.1 £ 0.09, Po.isoproterenol = 044 % 0.05, Py yronranotol = 0.08 + 0.07. Los valores

corresponden a la Po media + SEM; n = numero de experimentos; § significativamente

diferente con respecto al control, p <0.05
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Tabla 2. Activacién de los canales K¢, de misculo liso de coronaria mediada por proteina
G independiente de la fosforilacion o del AMPc.

Condicidn Inicial activacion relativa n
or CS-PKA

Control 2.8+0.6% 5

PKI, 2.6 pug/ml (o IP20, 0.2 pg/ml) 1.1+£0.1 8

por 100 uM GTPyS

Control 29048 11
PKI, 2.6 pg/ml (o IP20, 0.2 pg/ml)V¥ 2.4+£0.58 4
AMP-P(NH)P, 100 uMV 2.7+ 048 6
Rp-AMPc[S], 100 uMV 3.7+1.28 3
AMPc, 10 pMyV 1.9+0.18 3
Por 300 pM a§j
Control 4018 6
PKI, 2.6 pg/mi 4.1%138 3

VYEstos compuestos por si mismos no tuvieron efectos significativos sobre la Po del canal.
Los valores para el PKI fueron: Py_onro1 = 0.34 £ 0.1, P pg; = 0.33 £ 0.1 (n=5); para el
IP20, Py control = 0.59 £ 0.09, Py 1pyg = 0.51 + 0.06 (n=3); para el AMP-P(NH)P, P,.
control = 0-26 = 0.2, Po_anvp.pavyp = 0.1 % 0.12 (n=5); para el Rp-cAMP(S], Po_control =
0.24£ 0.1, Poppcamprs) = 0.3 + 0.1 (n=2). ¥¥ el AMPc por si mismo pudo bien activar
(0.1 £ 0.01 vs. € 3 £ 0.03, n=3), inhibir (0.44 £ 0.1 vs. 0.18 £ 0.05, n=5) 0 no tener
ningun efecto (n=3) sobre la actividad del canal. Estos efectos del AMPc no parecen estar
relacionados a la fosforilacion ya que también fueron observados en presencia del
antagonista del AMPc, Rp-AMPc[S] (n=2). Independiente:1ente del efecto del AMPc, el
GTPyS provoco un aumento en la Po del canal. Los valores expresan la media = E.S; n =
nimero de experimentos. § La activacion fue significativa en todos los casos a p < 0.05
(ver Métodos). PKI, inhibidor de la proteina quinasa; IP20, fragmento de 20 amino acidos
del PKI; AMP-P(NH)P, adenilato, Rp-AMPc[S], isomero Rp del adenosin-3'5'-
monofosfothioato ciclico.
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Tabla 3. Estimulacion del canal de K¢, de musculo liso de traquea purificado,

reconstituido en liposomas e incorporado en bicapas por la subunidad o de la proteina Gy .

Before After n
as*, 300 pM 0.29 £ 0.07 0.45+0.18 6
o™ (h), 300 pM 0.21 £ 0.09 0.28+0.17 4
GTPyS, 100 uyM 0.24 £ 0.05 0.27 £ 0.06 8
Byt, 7 nM 0.14 £ 0.05 0.12 £0.04 6

§ La activacion fue significativa en todos los casos a p < 0.05 (ver Métodos).
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Contraccion

Como se indico anteriormente, los canales de K¢, no sélo son importantes en el
proceso de relajacion sino también en el proceso opuesto, es decir la contraccion. Es
importante recordar que las células de muasculo liso vascular no generan potenciales de
accion in situ, y que por lo tanto el estudio de la modulacion de estos canales es
importante en la comprension del proceso de modulacion de la excitabilidad celular. En
esta segunda parte del trabajo experimental se estudié el efecto del agente vasoactivo
TxA,, sobre el canal K¢, de musculo liso de coronaria.

Los métodos utilizados en esta parte del trabajo son muy similares a los usados en
la seccion anterior, con algunas modificaciones en las soluciones experimentales, las cuales
estan indicadas en la seccion de "METODOS" o en el texto.

La incorporacién de los canales de K¢, en la bicapa lipidica fue realizada como se
indico en la parte 1 de los resultados, pero en este caso la concentracion de Ca2* libre fue
de 100 uM y el Mg?2* libre fue el contaminante. En estas condiciones la Po inicial del canal
es en promedio de 0.8. En primer lugar se estudio la accion del U46619, un agonista del
TxA,, sobre la actividad del canal K¢, de musculo liso de la coronaria. El U46619 fue
agregado a la solucion externa al canal luego de 10 min de registro continuo en
condiciones control (250 mM KCI simétrico). La concentracion final del agonista fue
desde 25 hasta 150 nM y se tomaron registros de hasta 90 min. En estas condiciones se
observd un efecto inhibitorio sobre la probabilidad de apertura del canal alrededor de 5
min después del agregado del agonista. La figura 16 ejempifica la accion del U46619 (50
nM) sobre un canal registrado continuamente durante 10 minutos a -40 mV. Se observo
un efecto similar en un 80% de los canales estudiados (n=25).

Para entender que tipo de cambios ocurren en el canal debido a la accion del
agonista se hizo un estudio de la cinética del canal en condiciones control y luego del
agregado del U46619. La Fig. 17 muestra los histogramas de tiempos abiertos y cerrados
de un canal en el cual la probabilidad de apertura vario de 0.96 en el control a a 0.26 luego

del subsiguiente agregado del agonista U46619 al lado externo del canal. Para el control,



el histograma de tiempos abiertos fue ajustado a dos exponenciales cuyas constantes T,] y
1,2 fueron 120 y 360 ms respectivamente, correspondiendo la primera al 76% y la segunda
al 26% de un total de 14805 eventos Luego del agregado del agonista, t,; se redujo a 9
ms correspondiendo al 99.6% del total eventos (18967). La cantidad de eventos restantes,
0.4%, es muy pequeiia para ser considerado en el ajuste. Para los tiempos cerrados se
ajusto una sola exponencial en el control, de 3 ms, mientras que luego del agregado del
U46619 fue posible ajustar 2 exponenciales, siendo 1.} de 20 ms y 1, de 77 ms, con el
74% y el 26% respectivamente. Esta tendencia a la reduccion en los tiempos abiertos, y al
aumento de los tiempos cerrados fue observada en el total de los canales estudiados
(n=25).

Debido a que, como se menciono anteriormente, estos canales son dependientes
del voltaje, se estudio si esta dependencia era afectada por el agonista del TxA,. En la Fig.
18 se muestra la relacion entre el voltaje y la Po en condiciones control y luego del
subsiguiente agregado del U46619 a la solucion del lado externo del canal. Se observa que
el agonista del TxA, produce un corrimiento hacia potenciales mas positivos con respecto
a la curva control. La variacion del V1/2 fue de -82 para el control a -24 mV para el
tratado, mientras que el factor de la pendiente k permanecio casi sin modificaciones (= 16
mV). En la parte inferior de la figura se muestran trazos representativos de registros a dos
potenciales diferentes donde se ve que el efecto inhibitorio es mas evidente a potenciales
hiperpolarizantes, o sea cuando la Po del canal es menor.

Debido a que el U46619 es un compuesto altamente lipofilico (ver estructura en
Fig. 24), se realizaron experimentos para determinar si el efecto inhibitorio sobre el canal
no se debia a cambios inespecificos provocados por el compuesto en el ambiente lipidico.
Para resolver este punto se estudio, en primer lugar, la lateralidad del efecto del U46619,
es decir, si la inhibicion causada por el agonista, cuando era agregado del lado externo del
canal se observaba tzmbién al agregarlo en la solucion correspondiente al lado interno del
canal. La Fig. 19 muestra la variacion de la Po durante S min de registro continuo y luego

del subsiguiente agregado del U46619 (100 nM) en el lado interno del canal y del lado



externo del mismo. Se observa que cuando el U46619 es agregado del lado interno la Po
permanece constante (n=5), mientras que el posterior agregado del lado externo produce
una disminucion de la Po (entre un 30-96%, n=3). El hecho de que en el mismo canal, el
agonista actiia unicamente cuando es agregado del lado externo, es una fuerte evidencia de
la especificidad del compuesto. Por el otro lado, se estudio el efecto del metabolito
inactivo del TxA,, el TxB, (ver estructura en Fig. 26). Esto se muestra en la Fig. 20. La
Po no cambia con el agregado del TxB, (1 pM) al lado externo del canal (n=5), mientras
que se evidencia un cambio en la Po cuando se agrega del compuesto activo, U46619 (0.1
uM, entre un 15-73%, n=4).

Si bien los experimentos anteriores demuestran que el efecto inhibitorio del
U46619 es especifico, no son suficientes para comprobar que esta especificidad esta dada
por la union del agonista al receptor especifico del TxA,, Para esto se realizaron
experimentos con el antagonista competitivo de dicho receptor, SQ29,548. Se analizd por
un lado, la capacidad del antagonista de prevenir el efecto inhibitorio del TxA, , y por el
otro lado, la reversion de la inhibicion. En el primer caso, los canales incorporados fueron
registrados en presencia del SQ29,548 en el lado externo del canal, durante un tiempo que
vari6 entre 20 y 45 min para descartar el posible efecto del antagonista per se. E1 U46619
fue agregado subsiguientemente del mismo lado que el antagonista. La Fig. 21 muestra
que no se observaron cambios apreciables de la Po en presencia del antagonista, ni con el
posterior agregado del U46619, ain cuando las concentraciones fueran mayores que
aquellas en las que se habia observado anteriormente el efecto inhibitorio (n=8). Por otro
lado, la inhibicion del canal causada por el U46619 (100 nM) fue revertida por el
S$Q29,548 (1 uM). La Fig. 22 muestra el curso temporal de la reversion del efecto
inhibitorio del U46619, que comienza recién luego de 1 hora de incubacion con el
antagonista. Se observaron resultados similares en 3 experimentos realizados con este
protocolo experimental.

Debido a que el canal estudiado esta regulado por el calcio interno, se investigoé la

posibilidad de que el aumento de este ion, revirtiera el efecto inhibitorio del U46619. Esto
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esta mostrado en la Fig. 23, donde se ve que partiendo de un pCa de 5.6, el U46619
disminuy6 la Po del canal. Luego de 10 min de registro continuo en estas condiciones, se
agrego CaCl, al lado interno del canal hasta llegar a un pCa de 4.5. Como resultado la Po
del canal fue restaurada hasta valores cercanos al control.

Los resultados mostrados en la primer parte de este trabajo demostraron la
existencia de proteinas G que permanecen acopladas al canal ain luego del proceso de
obtencion de membranas. Se sabe que el TxA2, activa a la fosfolipasa C, que esta ligada a
una proteina G inhibitoria. Por lo tanto se estudio, finalmente, el efecto de la subunidad a
activada de la proteina Gj3 (a3*) sobre el canal K¢, de musculo liso de coronaria. Se
observo un efecto inhibitorio sobre la actividad del canal en 5 de 13 experimentos
(Pogi3#/Pocontrol = 0.44 = 0.11)(fig 25). Si bien esto es mucho menos del porcentaje de
canales que son inhibidos por el TxA2, es un indicio de que los canales K¢, son
suceptibles también a la modulacién por proteinas G inhibitorias. Este dato ain no es
concluyente sobre el papel de la proteina Gj3 en el efecto inhibitorio del TxA2, sin

embargo es importante tenerlo en cuenta para futuras investigaciones.
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Conclusiones

Los resultados presentados en esta segunda seccion apoyan la idea de que la
inhibicion de los canales K¢, puede estar involucrada en la accion vasoconstrictora del
TxA,. Esto se basa en los siguientes hechos experimentales: 1) El analogo del TxA, ,
U46619 inhibe la actividad de los canales incorporados a una bicapa lipidica, 2) Esta
inhibicion no parece deberse a cambios en el entorno lipidico del canal, ya que el U46619
solo produjo inhibicion cuando fue agregado del lado externo del canal, y el TxB; , cuya
estructura es similar a la del agonista, no produjo ninglin cambio en la Po; 3) El efecto
inhibitorio del U46619 parece involucrar la unién especifica del agonista con un receptor
del TxA,, ya que su antagonista competitivo, SQ29,548, es capaz de prevenir y revertir el
efecto inhibitorio del U46619.

De estos resultados no se puede concluir si el receptor involucrado es el mismo
canal o es una molécula asociada. Se sabe de otros estudios, que el receptor para el TxA,
esta asociado a una fosfolipasa C acoplada a una proteina G insensible a la toxina pertusis.
Aunque la solucién experimental utilizada no contiene GTP ni Mg2*, no se puede
descartar que estos se encuentren como contaminantes y que la inhibiciéon del canal por el
U46619 involucre a una proteina G.

Por otro lado, de los experimentos anteriores, se deduce que la accion inhibitoria
del U46619 no se debe a un simple bloqueo del canal del tipo del bloqueo por
tetraetilamonio o caribdotoxina, ya que el corrimiento de la curva de voltaje luego de la
inhibicion por el U46619 fue de forma paralela a la curva control, y la Po maxima
observada en el control, fue alcanzada en el tratado con pulsos de voltaje despolarizantes.
Por lo tanto es mas probable que la inhibicion se deba a cambios en la actividad del canal.
El hecho de que la inhibicion haya sido revertida por el agregado de calcio interno también
apoya la idea de que el U46619 produce cambios en la actividad del canal, mas que un
bloqueo, aunque esta reversion podria también explicarse por cambios en la afinidad del
agonista por el receptor debidos al aumento de calcio.

Estudios realizados por otros grupos de investigacion, han demostrado que la



entrada de calcio a la célula desde el espacio extracelular es importante en la accién
vasonstrictora del TxA, , aunque se ha observado que el bloqueo de los canales de calcio
no suprime por completo la contraccion inducida por el TxA, (Bian & Toda, 1989; Smith
et al., 1981, Yamada el al., 1984). Esto sugiere que el TxA, podria tener mas de una via
de accion. En base a la bibliografia y a los presentes resultados se pueden proponer por lo
menos dos modos de accion: 1) la activacion de la PLC por medio de una proteina G, que
resultaria en un aumento de la concentracion interna de calcio debido a la produccion de
inositol-trifosfato y 2) la inhibicion de los canales K¢, Es interesante considerar que la
activacién de la PLC produce, ademas del inositol-trifosfato al diacilglicerol, el cual induce
la activacién de la PKC lo cual produciria inhibicion del canal (ver INTRODUCCION:
ciclos de fosforilacion-desfosforilacion). Aunque la evidencia experimental no es
suficiente, este seria un mecanismo de control de la contraccion interesante ya que el
aumento en la concentracién de calcio produce en si mismo contraccion pero a la vez
activaria a los canales de K, La inhibicion de este canal por otro mecanismo que
funcione al mismo tiempo que se libera el calcio seria importante para mantener la funciéon
celular.
Conclusiones generales

Aunque el papel de los canales K¢, en el musculo liso vascular no se conoce por
completo, la inhibicion del canal por el TxA, seria acorde a la conocida accién como
vasoconstrictor de este compuesto. Si como proponen algunos autores, el canal K¢,
estuviese involucrado en la repolarizacion, su inhibicion resultaria en una despolarizacion
prolongada de la membrana; si en cambio, el canal participa en el mantenimiento del
potencial de reposo, el cierre de los mismos causaria una despolarizacion de la membrana,
con la concomitante apertura de los canales de calcio activados por voltaje, y como
resultado, la contraccion de la arteria. De la misma manera, la apertura de los canales por
los agentes b-adrenergicos aceleraria la repolarizacion o bien provocaria una
hiperpolarizacion dando como resultado un efecto relajante.

En cualquiera de los casos, queda evidenciado que el canal de K-, cumple un
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papel importante en el proceso de relajacion-contraccion del musculo liso de coronaria en
ambas fases de este proceso. Este trabajo muestra ademas que existen macrocomplejos
moleculares que permanecen intimamente asociados aun luego del proceso de
fraccionamiento celular (canal-receptorTxA,, canal-proteina G-receptor B-adrénergico).
Por ultimo este trabajo da una idea de la complejidad de la regulacion de los canales

i6nicos y de su importancia en la fisiologia celular.
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FIGURAS: RESULTADOS Parte 2



Fig. 16 Inhibicion del canal de K activado por calcio (Kc,) por el agonista del
tromboxano A2 (TxA,), U46619. La figura muestra el curso temporal de la probabilidad
de apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en
ausencia (control) (A) y luego del agregado de U46619 (50 nM) (B). Las Po

correspondientes fueron: 0.88 (control), y 0.49 (tratado). Vi = -40 mV.
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Fig. 17. Cinética del K¢, luego de la inhibicion por el U46619. La figura muestra los
histogramas de los tiempos abiertos (izquierda) y cerrados (derecha) de un canal en
ausencia (control) y en presencia del agonista U46619. Los eventos fueron agrupados en
intervalos logaritmicos y graficados utilizando la raiz cuadrada de la ordenada. Las barras
representan los datos experimentales, mientras que las lineas continuas representan el
mejor ajuste. Las lineas punteadas representan las componentes individuales en los casos
en que se ajusto mas de una exponencial. Los picos corresponden a las constantes de
tiempo (ver texto). El nimero de eventos fue de 14,805 y 18,967 para el control y el

tratado respectivamente. Vi = -40 mV.
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Fig. 18. Corrimiento de la curva de activacion por voltaje por el tratamiento con el
agonista U46619. El grafico representa la Po en funcion del voltaje aplicado en ausencia
(circulos llenos) y en presencia (triangulos abiertos) del agonista U46619. Los datos
experimentales fueron ajustados a una distribucion de Boltzmann (lineas continuas), Los
valores de Vy/, y de k estan indicados en el texto. La parte inferior de la figura muestra
registros representativos a dos diferentes potenciales, en ausencia y luego del agregado del

agonista.
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Fig. 19. Lateralidad d¢ la accion del agonista del TxA, sobre los canales K¢,. La
figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢,
(izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en ausencia (control) (A) y luego del
agregado de U46619 (100 nM) al lado interno (B) o externo del canal (C). Las Po
correspondientes fueron: 0.97 (control), 0.94 (U46619 interno) y 0.66 (U46619 externo).
Vy=-40 mV.
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Fig. 20. Especificidad decl efecto del agonista del TxA,, U46619, sobre el canal Kc,.
La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢,
(izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en condiciones control (A) y luego
del agregado de del metabolito inactivo del TxA,, TxB, (B), o del U46619 (C) al lado
externo del c:nal. Las Po correspondientes fueron: 0.95 (control), 0.95 ( TxB,, 1 pM) y

0.26 (U46619 100 nM). Vi =-40 mV.
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Fig. 21. El antagonista del TxA;, SQ29,549, previene la inhibicién causada por el
agonista U46619. La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po)
del canal K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en ausencia (A) y en
presencia del SQ29,548 (0.4 uM) (B) y luego del subsiguiente agregado del agonista
U46619 (0.75 uM) (C) al lado externo del canal. Las Po correspondicntes fueron: 0.93
(control), 0.93 ( SQ29,548) y 0.94 (U46619). El potencial de membrana (Vy) fue -40

mV.
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Fig 22. Recuperacion de la actividad del canal K¢, inhibido por el agonista U46619,
por la accion del antagonista $Q29,548. El grafico a la izquierda representa el curso
temporal de la probabilidad de apertura del canal K¢, en condiciones control, y luego del
subsiguiente agregado del agonista U46619 (primera flecha, a t= 2 min) y del antagonista
S$Q29,548 (segunda flecha, t= 24 min). La reversion del efecto inhibitorio del U46619 por
el antagonista se comenzd a observar recién después de una hora de incubacién con el
mismo. Las Po correspondientes fueron: 0.6 (control), 0.1 (U46619) y 0.54 (SQ29,548).

A la derecha se muestran registros correspondientes al mismo canal. Vg = -20 mV.
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Fig. 23. Re: aperacion del canal K¢, inhibido por el agonista U46619, por el
agregado de calcio interno. La figura muestra el curso temporal de la probabilidad de
apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y los registros correspondientes (derecha) en
ausencia (control, pCa 5.6) (A); luego del agregado de U46619 al lado externo del canal
(pCa 5.6) (B), y luego del agregado de calcio (pCa 4.5) al lado interno del canal (C). Las
Po correspondientes fueron: 0.84 (control), 0.29 (U46619) y 0.83 (pCa 4.5). Vg = -20
mV.
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Fig. 24. Estructura quimica del TxA, y de compuestos asociados. Estructura quimica

del TxA, TxB,, el analogo del TxA;., U46619, y del antagonista del TxA, $SQ29,548.
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Fig. 25. La subunidad o de la proteina G;3 inhibe a los canales K¢,. La figura
muestra el curso temporal de la probabilidad de apertura (Po) del canal K¢, (izquierda) y
los registros correspondientes (derecha) en ausencia (control, Mg2*) (A) y en presencia de
a;3* (300 pM) (B) agregada al lado interno del canal. Las Po correspondientes fueron:

0.35 (control) y 0.02 (aj3*). Vg =-40 mV.
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