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Resumen 

1.- Resumen. 

Evidencias cllnicas y experimentales proponen al 17~-estradiol como una hormona con 

acciones protectoras sobre el sistema cardiovascular. Los mecanismos por los cuales, 

esta hormona y sus análogos sintéticos generan esta protección aun no están 

completamente dilucidados. En este trabajo se describen los efectos directos del 17~

estradiol y dos de sus análogos sintéticos sobre las propiedades eléctricas y las 

corrientes de potasio de células de músculo liso vascular (CMLV) obtenidas de aortas 

de ratas macho. Proponiendo a los canales de potasio como elementos fisiológicos 

involucrados en los efectos protectores del 17~-estradiol en el sistema cardiovascular. 

El 17~-estradiol , es capaz de inducir relajación en anillos de aorta de rata previamente 

contraidos con potasio. Sin embargo. esta capacidad relajante disminuye conforme la 

concentración extracelular de potasio se iguala a su concentración intracelular (145 

mM); lo que pone de manifiesto la importancia del flujo de potasio a través de la 

membrana celular para los efectos relajantes del 1 7~-estradiol. Por otra parte, el 17~

estradiol, el etinilestradiol (0.3-3 f.tM) Y el dietilestilbestrol (0.1-1 f.tM) inducen un 

incremento dependiente de la concentración, en las corrientes de potasio sensibles a 

voltaje registradas en CMLV (34.5±2%; 33.2±3% y 42.4±3%, respectivamente con la 

concentración más alta). Estos efectos se observaron a partir de los 2 min de aplicación 

de los estrógenos a las células; no obstante, la presencia de las diferentes 

concentraciones de las hormonas no provocó cambios significativos en el potencial de 

membrana (46±4 mV) ni en la capacitancia de la membrana celular (42.5± 3.6 pF). Los 
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efectos del 17~-estradiol y el dietilestilbestrol sobre las corrientes de potasio fueron 

bloqueados de manera competitiva por tamoxifen (30-300 nM) e ICI-182, 780 (1-30 nM) 

dos antagonistas específicos de los receptores (1 para los estrógenos (ER(1); según el 

análisis de Schild. Además, los efectos de ambas hormonas no fueron bloqueados por 

la presencia de cicloheximida (1 ¡.tM), un inhibidor de la síntesis de proteínas. Estos 

resultados sugieren fuertemente que el 17~-estradiol y el dietilestilbestrol inducen sus 

efectos relajantes en el músculo liso vascular por medio de una interacción con su 

receptor (ER(1) y la modulación de los canales de potasio presentes en la membrana 

celular. Generando asf un incremento en la actividad de los canales de potasio 

induciendo la salida de este ión, lo que propicia una hiperpolarización que impide la 

activación de los canales de calcio y por ende la entrada de este i6n que es importante 

para la contracción del MLV. Finalmente, podemos concluir que los efectos protectores 

de esta hormona en parte pueden ser debidos a una acción directa sobre el músculo 

liso vascular a través de la modulación de los canales de potasio, acción que no 

involucra efectos genómicos. 

, 
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Introducción 

2.- Introducción. 

2.1. Músculo liso vascular. 

2.1.1 . Descripción anatómica del músculo liso vascular. 

El músculo liso vascular (MLV) es un tipo de músculo liso muttiunitario, constituido por 

unidades celulares individuales, alargadas, ahusadas y con extremos afilados, carentes 

de puentes de interconexión. Se ha descrito la presencia de un retículo sarcoplásmico 

que se encuentra poco desarrollado, escasas mitocondrias, aparato de Golgi, retículo 

endoplásmico y pocos ribosomas libres; asf como pequeños depósitos de lipidos y 

glucógeno. Las proteínas actina y miosina-II se encuentran presentes en grandes 

cantidades formando filamentos intracelulares. Los filamentos de actina son finos, 

tienen aproximadamente un diámetro de 7 nm y los de miosina son gruesos, 

aproximadamente de 16 nm de diámetro. Cada filamento grueso de miosina está 

rodeado por al menos 7 filamentos de actina, ordenados de manera irregular (Geneser, 

1996; Ganong, 2000). Existen cuerpos densos adheridos a la membrana celular que 

están enlazados mediante la a-actinina a los filamentos de actina. Gracias a esta 

interacción, el deslizamiento entre la actina y la miosina provoca una contracción de la 

musculatura vascular (Ganong, 2000). El MLV contiene también tropomiosina, proteína 

de aproximadamente 40 nm de longitud que se encuentra enlazada a la actina. Otros 

componentes son la calmodulina, que se localiza enlazada en cada extremo de la 

3 
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Introducción 

tropomiosina y la troponina, proteina a la cual se une el calcio (Ca2.) (Geneser, 1996; 

Ganong, 2000). 

2 .1.2. Mecanismo de contracción y relajaciÓn del músculo liso vascular. 

El proceso de contracción y relajación en el músculo liso vascular esta estrechamente 

relacionado con el valor del potencial de membrana en las células del MLV (CMLV). El 

valor del potencial de membrana de las CMLV en registros controles, se encuentra en 

un rango que va de los -45 mV a los -60 mV, dependiendo del tipo de tejido que se 

estudie (Nelson and Ouayle, 1995). El MLV presenta contracciones continuas e 

irregulares asociadas a cambios en el potencial de membrana, las cuales son 

totalmente independientes de la ineIVación, este estado de contracciÓn parcial 

sostenida es comúnmente denominado como tono muscular. Se estima que el lapso 

entre la despolarización inicial y la contracción máxima es de aproximadamente 500 ms, 

por lo que podemos <;Iecir que el acoplamiento entre la excitación y la contracción del 

MLV es lento, al compararlo con los del músculo esquelético y cardiaco donde ocurre 

en aproximadamente 10 ms (Guyton, 1995; Ganong, 2000). 

Por otra parte, la concentración intracelular de Ca2
• ([Ca2

.];) necesaria para que se 

inicie la contracción depende en gran medida de la concentración extracelular de Ca2
<

«Ca2· ]ex) que ingresa a la célula, vía canales de Ca2
- tipo L dependientes de VOltaje. 

~stos se abren cuando censan una despolarización en el potencial de membrana, por 

lo que cambios en el va lor del potencial de membrana, también pueden modular el 

proceso de contracción y relajación en las CML V (Ganon9. 2000). 

Facultad de Ouimica. UNAM. 



Introducción 

Para que se pueda llevar a cabo la contracción en el MLV, el Ca2+ intracelular debe 

unirse a la calmodulina y el complejo resultante se encarga de activar a su vez, a la 

enzima cinasa de la cadena ligera de la miosina dependiente de calmodulina 

(CCLMDC). Esta enzima cataliza la tostonlación de la cadena ligera de la miosina en un 

residuo de serina (senna cinasa). Con esta fosforilación se activa la enzima miosina 

ATPasa; con lo que, la actina se desliza sobre la miosina, dando origen a la 

contracción. Finalmente, la miosina se desfosforila por la miosina tostatasa, llevando a 

las fibras de MLV a un estado de relajación (Ganong, 2000; Rang, 2000) (Figura 1). 

Tropomlosln3 

Figura 1. Muestra la interacción entre los componentes de la maquinaria contractil en CMLV. 
A) Elementos que participan en la contracción del músculo liso, B) El calcio (Ca2

') desencadena 
la contracción al unirse a la ttapanina C, lo que genera su desplazamiento y expone el sitio de 
enlace entre la miosina y la actina. Posteriormente la hidrólisis de ATP cambia la conformación 
de la cabeza de miosina e induce la unión entre la miosina y la actina. (Figura modificada de 
Ganong 2000. por Sucilla 2004). 

5 
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Introducción 

2.1 .3. Modulación de la contracción yde la relajación del MLV. 

La contracción del MLV puede ser modulada por diferentes agentes qulmicos como las 

substancias vasoactivas provenientes del endotelio (endotelinas y prostaciclinas), 

agentes a-agonistas, angiotensina 11 y bloqueadores de canales de Ca2 •. Los cuales 

intervienen de diversas formas, ya sea, incrementando la [Ca2
.]; o bien, aumentando la 

afinidad de las miofibrillas al Ca2
• (Ganong, 2000; Rang, 2000). La [Ca2

·]1 puede 

aumentar debido a los siguientes mecanismos: 

1) Receptores acoplados estrechamente a la fosfolipasa C (PLC), como es el caso de 

los receptores para la endotelina y a la angiotensina, que al interaccionar con estos 

agentes, producen inositol trifosfato (IP3), el cual se acopla a un receptor de rianodina 

presente en la membrana del retículo sarcoplásmico, propiciando la salida del Ca2
• 

contenido en éste y aumentando su concentración en el citoso!. 

11) La activación de los canales de Ca2
• tipo L, dependientes de voltaje en respuesta a 

una despolarización previa , permitiendo el paso a través de ellos de Ca2• al interior de 

la célula. Se ha descrito, también, la presencia de otros canales catiónicos, que 

permiten el paso de Na- y de Ca2
• simultáneamente, provocando una despolarización. 

La relajación del MLV es generada por ciertos agentes químicos que intervienen 

disminuyendo la [Ca2
"];, o bien, actuando de manera directa sobre la maquinaria 

contráctil por medio de segundos mensajeros (Ganong, 2000; Rang, 2000). Los 

principales procesos de modulación de la relajación del MLV, se describen a 

continuación : 

6 
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1) La activación de los canales de K+ por fármacos (agentes ex6genos) como: el 

pinacidil y el diazóxido, aumenta la permeabilidad de la membrana celular a este ión, 

permitiendo su salida', lo cual, produce una hiperpolarización de la membrana ce[ular, 

que genera [a inactivación de los canales de Ca2+ tipo L dependientes de voltaje. 

11) La activación de receptores a nivel de membrana para PGI2, fármacos 13-

adrenérgicos, adenosina, los cuales, están acoplados a la adenilato ciclasa (AC) , 

activándola y generando AMPc. El AMPc por su parte, activa a la protein cinasa A 

(PK.A) , ésta ejerce un efecto de inhibición sobre la CCLMDC, propiciando así , la 

relajación. 

111) Otro agente importante, que interviene en el fenómeno de la relajación del MLV, es 

el óxido nitrico (NO), el cuál difunde a traves de la membrana y activa a la guanilato 

ciclasa (GC) para producir GMPc intracelular. El GMPc produce relajación activando a 

la PKG o disminuyendo la [Ca2J;. 

IV) Los compuestos como las metilxantinas, inhiben la contracción del MLV debido a la 

inhibición de la fosfodiesterasa (PDE), protegiendo así al GMPc y al AMPc de una 

posible degradación (Figura 2 ) (Rang, 2000) . 

7 
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Figura 2. Procesos de modulación de la contracción involucrados en las CMLV. El proceso de 
contracción-relajación, esta fuertemente regulado por el valor del potencial de membrana, el 
cual está estrechamente relacionado con el flujo de iones a través de canales especificos, cuyo 
fin último es generar un incremento en la concentración de Ca2* intracelular. Los receptores de 
agentes vasoconstrictores y relajantes se encuentran acoplados a cascadas de segunda 
mensajería que permiten aumentar o disminuir, respectivamente la afinidad de las enzimas 
contráctiles al Ca2*, o bien, generar mensajeros como el inositol trifosfato (IPl ) capaz de sacar 
Ca¡' del retículo sarcoplásmico (RS) por medio de un receptor canal. Los canales de K* y los 
canales de Ca2* juegan un papel importante en la regulación del potencial de membrana y del 
lona vascular. CCOS, canales de calcio operados por almacenes de Ca2*; CCAS, canales 
catiónicos activados por alargamiento. (Figura elaborada por Mendoza y Sucilla, 2003). 

2.2. Canales iónicos (Generalidades). 

Las células tienen una estructura fundamental llamada membrana plasmática o 

membrana celular que separa el medio extracelular del medio intracelular, y que se 

encarga de regular el ingreso y la salida de ciertas sustancias en la célula; por eso se 

dice que tiene una permeabilidad selectiva . Esta membrana contiene aproximadamente 
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un 25 a 40% de lípidos dispuestos en una bicapa, y un 60 a 75% de proteínas que se 

suelen clasificar en dos grandes grupos: 1) Proteínas integrales: que son aquellas que 

atraviesan toda la membrana, y 11) proteínas periféricas: que se encuentra unidas a la 

membrana exclusivamente en las partes exteriores de la bicapa lipídica. l os canales 

iónicos son proteínas de transporte que se encuentran clasificados dentro de las 

proteínas integrales que permiten el flujo de agua y de diversos iones a través de la 

membrana. l os canales iónicos son proternas que permiten el paso especifico de 

ciertos iones (Ca2. , K' , Na·), mientras que los canales catiónicos permiten el paso de 

iones positivos sin mostrar especificidad alguna (Avers , 1991; Junqueira. 1997). 

la permeabilidad de la membrana celular a diferentes iones permite que las células se 

polaricen eléctricamente, es decir, que exista una diferencia en el valor del potencial 

eléctrico entre el interior con respecto al exterior de la célula; este valor es conocido 

como potencial de membrana, el cual, es diferente para cada célula. Cabe resaltar. que 

por convención internacional. el interior de la célula se considera eléctricamente 

negativo con respecto del exterior. Se ha descrito que en el caso de las CMl V el 

potencial de membrana se encuentra en un rango que va de los -45 mV a los -60 mV, 

dependiendo del tipo de tejido vascular estudiado (Guyton, 1995). 

las células responden a estímulos eléctricos. químicos o mecánicos que producen 

cambios en el valor del potencial de membrana. A estos cambios se les conoce como 

potenciales de acción (PA) (Guyton, 1995; Ganong. 2000) . En el MlV se han descrito 

PA dependientes del ingreso de Ca2
+ a la célula , como los que ocurren en las células de 
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las arterias mesentérica y renal (Tare et al. , 2002), sin embargo, en las CMLV 

provenientes de aorta no se han descrito PA (Hirst el al., 1989). 

2.2.1 . Canales iónicos en células de musculo liso vascular. 

Estudios previos, han mostrado la presencia de una amplia variedad de canales iónicos . 
en la membrana de CMlV, esta diversidad de canales, obedece a la gran cantidad de 

procesos fisiológicos que tiene que realizar la célula para poder satisfacer sus 

necesidades biológicas (latorre and López, 1996). 

En las CMLVexisten canales iónicos que son activados por agonistas extracelulares. la 

gran mayorla de estos canales son proteínas, formadas por 5 subunidades 

polipeptídjcas y cada una de estas subunidades consta de 4 regiones 

transmembranales. Un ejemplo de estos canales corresponde a aquéllos cuyos 

agonistas son algunos neurotransmisores como la acetilcolina (ACh) y la endotelina 

(Latorre and López, 1996; Rang, 2000). 

Otros canales presentes en las CMLV son aquellos activados por la interacción de 

agonistas intracelulares, cuya estructura es similar a los canales anteriormente 

descritos (Latorre and López, 1996; Rang, 2000). 

Por ultimo, se ha comprobado la existencia de canales catiónicos, principalmente 

permeables a Ca2
+ y a Na-; y de canales iónicos como los de K+ que tienen una 

estructura cuaternaria telramérica de aproximadamente de 260 KOa, cada uno de los 4 

dominios presenta de 2 a 6 regiones transmembranales unidas entre sí por conectores 

protéicos (Figura 3) (Ganong. 2000). 

10 
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Figura 3. Dos familias de canales de K'. IZQUIERDA; K1R• Arriba: Subunidad con 2 dominios 
transmembranales. Abajo: Formación del canal por cuatro subunidades. DERECHA: Kv. 
Arriba: Sublmidad del canal con 6 dominios transmembrana!es. Abajo: Formación del canal 
mediante 4 subunidades. 

Es preciso mencionar que el funcionamiento de todos estos canales puede ser activado 

y/o modulado por diversos mensajeros químicos intracelulares como los nucleótidos 

clclicos o las hormonas, así como por la diferencia de voltaje presente en la membrana 

celular. Debido a las extensas propiedades moleculares, farmacológicas y fisiológicas 

que presenta cada canal es muy difícil establecer una clasificación (latorre and lópez, 

1996; Rang, 2000) . 
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2.2.2. Canales de potasio presentes en músculo liso vascular. 

los canales iónicos de K" son los más abundantes, se pueden encontrar en cualquier 

célula eucariótica o en aquellas células cuyos potenciales de acción sean mediados por 

corrientes de Na", Ca2
" o ambas (Hille el al .. 1992). Hoy en dia se tienen identificados 

cerca de 100 genes diferentes que codifican para canales de K" en diversos organismos 

(Wein el al., 1996). Debido a lo anterior existe una amplia gama de canales de K", 

cuyas corrientes eléctricas difieren ampliamente en sus propiedades cinéticas, 

dependencia del voltaje y propiedades farmacológicas (Rudy, 1988: Hille, 1992). 

Estos canales desempei1an papeles importantes como la regulación de la excitabilidad 

celular. los canales de K" regulan la función y el tono del Ml V controlando el potencial 

de membrana, interviniendo asi, en el fenómeno de la hiperpolarización y disminuyendo 

la excitabilidad cuando se encuentran abiertos (Nelson and Quayle, 1995; Ganong, 

2000). 

Debido a la distinta funcionalidad de los canales de K'" se ha establecido un criterio de 

clasificación basado en las características del canal de K", empleando la técnica de 

registro conocida como actividad de canal unitario, donde se establecen, los 

mecanismos de apertura y cierre, la dependencia del voltaje, la cinética y la 

farmacología del canal. Como resultado de esta clasificación tenemos 5 grandes grupos 

de canales de K~ : 1) Canales de K~ dependientes de voltaje: 11) canales de K~ activados 

por Ca2' ; 111) canales de K~ acoplados a receptores ; IV) canales de K~ modulados 

metabólicamente; y V) canales de K~ activados por Na· (Rudy, 1988). 

12 
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En las CMLV se han descrito principalmente 4 tipos de canales de K+ los cuales son: 

canales de K+ dependientes de voltaje (Kv), canales de K+ activados por Ca2• (!<e.2.), 

canales de K· de rectificaci6n de entrada (K1R), y canales de K· sensibles a ATP (K,...TP) 

(Hille, 1992; Nelson and Ouayle, 1995). 

2.2.2.1. Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv). 

En todas las CMLV se ha reportado la existencia de al menos, una corriente de K· que 

se activa mediante la depolarizaci6n de la membrana (Beech and Bolton 1989). los 

canales Kv se abren al existir una depolarizaci6n del potencial de membrana, por lo que 

incrementa el flujo de K· a través de ellos; efecto importante para el fenómeno de 

repolarizaci6n. Se han identificado canales Kv en CMl coronario, cerebral. renal, 

mesentérico y pulmonar (Volk el al .• 1991); también en nervios mielínicos (Dubois , 

1983), axones de calamar (Shrager el al 1974), neuronas de moluscos (Aclams et al .• 

1980), músculo esquelético (Beam and Donaldson, 1983a) y músculo cardiaco (Noble 

and Tsien, 1968). 

2.2.2.2. Canales de potasio de rectificaci6n de entrada (K1R). 

El nombre de estos canales se debe a que se observó en registros de fijación de VOltaje 

que las corrientes de entrada de K+. son mayores que las corrientes de salida 

registradas (Nelson and Ouayle, 1995). Esta propiedad se llamó rectificación an6mala 

por ir en sentido contrario a la dirección predicha por la teoría del campo constante 

(Goldman 1943; Hodgkin and Katz. 1949). la rectificación es importante para que las 

13 

Facultad de Químíca. UNAM. 



Introducción 

CMLV se repolaricen rápidamente, para minimizar la pérdida de K+ intracelular y para 

poder mantener el potencial de membrana (Ibarra el al. , 1991). El movimiento y la 

entrada del K+ extracelular a la célula a través del canal K1R están limitados por el cierre 

de canales dependientes de voltaje cuando ocurre la depolarizaci6n de la membrana, y 

también por un posible bloqueo de las corrientes salientes, ejercido por el Mg2+ 

intracelular (Nelson and Ouayle, 1995). Evidencias experimentales demuestran la 

presencia corrientes de canales K1R en aorta, en arteriolas cerebrales y mesentéricas, 

en arterias coronarias y cerebrales (Edwards and Hirst, 1988), en músculo esquelético 

(Adrian el al., 1970b), en ovocitos de estrella de mar (Hagiwara and Yoshii, 1979), en 

neuronas de invertebrados (Kandel and Tauc, 1966), en neuronas de mamífero (Nelson 

and Frank, 1967) y en fibras de Purkinje (Ibarra el al., 1991). 

2.2.2.3. Canales de potasio activados por calcio (Kc.2+). 

Existen canales de K· de larga conductancia, que son activados durante la 

vasoconstricción por los incrementos en la (Ca2+J¡ y por la depolarización de la 

membrana. En CMLV estos canales permiten que el K+ pase fácilmente a través de 

ellos (Nelson et al., 1993). La frecuencia y el tiempo de apertura de los canales Kc.2+ se 

controla de manera reversible por la (Ca2+J¡ y se modulan por el potencial de membrana 

en presencia de Ca2
+ (McManus and Magleby, 1991 ). La importancia de estos canales 

radica en su papel en el metabolismo celular. Estos canales suelen clasificarse según la 

conductancia en maxicanales o canales de alta conductancia (BK), canales de 

conductancia intermedia y canales de baja conductancia (S K) (Romey and Lazdunzky, 
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1984). Recientemente se han identificado canales Kc/+ en MLV, músculo esquelético y 

cerebro de ratón (Adelman el al .. 1992) 

2.2.2.4. Canales de potasio sensibles a ATP (KAw). 

Los canales de K+ que pueden cerrarse por efecto del ATP intracelular (KAw) fueron 

identificados primero en músculo cardiaco (Noma, 1983). Se ha descrito la presencia de 

estos canales en: músculo esquelético, en células Il pancreaticas, en algunas neuronas 

(Aschcroft and Aschcroft, 1990) y recientemente en MLV (Nelson el al, 1993). Los 

canales KAw responden a cambios en el estado metabólico celular y a un gran número 

de agentes vasodilatadores. pero no son dependientes de voltaje, es decir, son 

insensibles a los cambios del potencial de membrana (Nelson and Ouayle, 1995). Estos 

canales están totalmente abiertos en ausencia de ATP y casi todos se cierran cuando 

existen concentraciones intracelulares de ATP cercanas a 1 nM (Cook y Hales. 1984; 

Trube et al., 1986). Estos canales están involucrados en la regulación de fenómenos 

fisiológicos de la sangre, activándose en situaciones que exigen una alta demanda de 

flujo sangulneo, por ejemplo, en casos de hipoxia (Nelson and Ouayle, 1995). En la 

figura 4 se muestran los cuatro principales canales de K+. así como los agentes que 

abren o cierran cada tipo de canal. 
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Figura 4. Canales de K' presentes en CMLV. Los signos poSitivos <+) representan la activaci6n 
o inducción de la apertura del canal '1 los signos negativos (-) representan la ¡nactivación. 
bloqueo o cierre del canal. Cada canal presenta diferencias farmacológicas y de dependencia 
de voltaje, que los caracteriza '1 permite su identificación. (Figura elaborada por Mendoza '1 
Sucilla, 2003). 
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2.3. Estrógenos. 

Los estrógenos, al igual que los progestágenos, son hormonas sexuales secretadas 

por los testlculos. por las células de la granulosa de los follculos ováricos, por el cuerpo 

lúteo y por la placenta. Estas hormonas se en~rgan de eslimular la proliferación y el 

crecimiento celular y de controlar el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios 

de la mujer (Fritsch and Murdoch, 1994; Ganong, 2000). Estos compuestos desarrollan 

también, un papel importante en el control del ciclo menstrual, en el mantenimiento del 

embarazo, as[ como, en la modulación de diversos procesos metabólicos (Fritsch and 

Murdoch, 1994). Los estrógenos de mayor importancia en el humano son: el 171l

estradiol (E2) que se sintetiza y se secreta en los ovarios; la estrona (El) que se forma 

en tejidos periféricos, a partir de andrógenos secretados en la corteza suprarrenal y en 

células de la teca del ovario y el estriol (E3), derivado de la El (Williams and Stancel, 

1996; Ganong, 2000). 

2.3.1. Estructura quimica de los estrógenos y biosíntesis. 

Los estrógenos son compuestos esteroides C18, que presentan, un grupo 17-hidroxil0 ó 

17-ceto y un grupo metilo angular unido a la posición 10 (Figura 5) (Ganong. 2000). 

La via biosintética (Fi9ura 5) incluye su formación a partir de los andrógenos. 

Comienza cuando el colesterol se transforma en pregnenolona, agente precursor de las 

hormonas sexuales. El proceso de biosintesis incluye la formación de compuestos 

precursores, como es el caso de la androstendiona y la testosterona que conducen a la 
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formación de El , E2 Y E3 (Figura 5) debido a la aromatización del anillo ·A~ de la 

molécula, proceso en el que intervienen el complejo enzimático monooxigenasa (P 450 

aromatasa) utilizando NADPH y 02 como co-sustratos, este complejo enzimático se 

encuentra localizado en el RE de las células de la granulosa del ovario, en las células 

testiculares de Sertoli y leydig, en células estrómicas del tejido adiposo, 

sinciotrofoblastos de placenta e hipotálamo (Williams and Stancel, 1996; Nebert and 

González, 1987). 

Para que dicha aromatización se lleve a cabo, el metilo angular en el C-19 del 

precursor androgénico debe hidroxilarse, posteriormente, ocurre una segunda 

hidroxilaci6n en el mismo átomo, propiciando asl , la eliminación del hidroximetil0 en el 

C-19; por ultimo, se realiza una hidroxilación en el C-2, lo que produce un intermediario 

inestable que se reordena y forma el anillo fenólico ~A· (Miller, 1988). 

También se sabe que el E2 secretado se puede oxidar mediante un mecanismo 

reversible a E, mediante la acci6n de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y que 

ambos pueden convertirse en E3. Dicha transformación ocurre principalmente en el 

hígado, aunque podemos encontrar éste y otros metabolitos en el TGI . cerebro y piel 

(Williams and Stancel . 1996; Ganong, 2000). 
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Figura 5. Biosintesis y estructura de los estrógenos. (Figura modificada de Ganong 2000 por 
Mendoza, 2004). 
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2.3.2. Fisiologia de los estrógenos. 

Los estrógenos son los compuestos responsables de las transformaciones que sufren 

las mujeres en la pubertad y explican los atributos fenotípicos femeninos. Se involucran 

directamente en el crecimiento y desarrollo de la vagina, el útero y las trompas de 

Falopio, además de inducir el aumento de tama"o de las mamas, promover el 

crecimiento ductal y el desarrollo del estroma (Channing el al., 1980) . 

Estas hormonas estan involucradas también, en la inducción de la proliferación del 

revestimiento mucoso de las trompas de Falopio y del endometrio uterino. Gracias a los 

estrógenos, proliferan las células glandulares y se incrementa el número de células 

epiteliales ciliadas que revisten las trompas de Falopio facilitando así el transporte del 

cigoto fecundado hacia la matriz del útero (Lein, 1979). 

Cuando una mujer entra en su periodo de ferti lidad durante la pubertad podemos ver 

aumentos en la actividad osteoblástica debidos a los estrógenos que aceleran el 

crecimiento durante los a"os siguientes. Otro efecto de los estrógenos sobre el 

esqueleto es el cierre de la epifisis con la diáfisis de los huesos largos, por lo que el 

crecimiento de la mujer cesa antes que el del varón (Guyton, 1995). 

Cabe mencionar que los estrógenos elevan la tasa metabólica de las grasas, 

provocando la formación de depósitos de grasa en el tejido subcutáneo, también , 

alteran la composición de líquidos plasmáticos, induciendo un aumento en las 

lipoproteinas de atta densidad (HOL). así como, una reducción en la concentración de 

lipoproteinas de baja densidad (LOL) y en la concentración plasmática del colesterol, 

20 

Facultad de Quimica. UNAM. 



Introducción 

que aminore el riesgo a desarrollar enfermedades coronarias en mujeres 

premenopáusicas (Bush et al., 1985; Crook et al., 1988; Sullivan el al., 1988). 

Otros efectos importantes de los estr6genos son la disminución de la motilidad 

intestinal, y su contribución a la generación de edemas, y a la retención de sales yagua 

en los riñones (Channing el al. , 1980). 

Por último, es importante resaltar que una deficiencia de estrógenos puede provocar la 

disminución de la actividad osteoblástica, una disminución en la matriz ósea y menor 

depósito de calcio y fosfato en el hueso, procesos que podrían desencadenar una 

osteoporosis (Guyton, 1995; Ganong, 2000). 

2.3.3. Mecanismo de acción clásico o gen6mico de los estrógenos en músculo liso 

vascular. 

Otro tejido que se ha considerado como blanco del efecto de las hormonas sexuales es 

el tejido cardiovascular. Observaciones clínicas mostraron que la presencia de 

concentraciones fisiológicas de estrógenos en la sangre de mujeres en edad fértil, 

ejercen un efecto ~protector" en el sistema cardiovascular que propicia un menor 

número de muertes debidas a problemas cardiovasculares en una relación de 3:1 en 

comparación con los hombres de la misma edad (Kalin and Zumoff. 1990). Ademas, 

cuando el cese de la producción de hormonas inicia en la mujer (menopausia), el riesgo 

de las mujeres a sufrir enfermedades cardiovasculares es similar al de los hombres, 

riesgo que disminuye cuando se emplean terapias de reemplazo hormonal (Bush, el al., 

1987). Finalmente. los estrógenos tienen la capacidad de inducir relajación del MLV y 
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cardiaco, además de disminuir la respuesta de contracción a diferentes agentes 

contráctiles en varios tejidos de MLV (Martlnez, el al., 2001). Sin embargo, el 

mecanismo por el cual los estr6genos tienen la capacidad de modificar la respuesta 

contráctil a diversos agentes y el tono vascular del músculo liso aún no está bien 

detenninado y en la actualidad son diversos los mecanismos propuestos para describir 

las acciones de los estrógenos sobre el SCVSC (Franco, el al., 2003) . 

En las CMLV existen los receptores para estr6genos a (ERa) y los receptores para 

estr6genos ~ (ER~) siendo los primeros, los más abundantes. El mecanismo de acción 

clásico o genómico de los estrógenos comienza cuando estas honnonas entran en su 

célula blanco mediante difusión pasiva y se unen a sus receptores intracelulares de alta 

afinidad. Los ERa y los ER~ son factores de transcripción que sufren cambios 

confonnacionales después de unirse a su ligando. Los complejos estrógeno-ER se 

dimerizan y se unen a sitos especfficos en las regiones de control de sus genes blanco, 

llamados elementos de respuesta a estr6genos. Dichos complejos se asocian con una 

gran cantidad de proteínas capaces de activar la transcripción. el complejo multiprotéico 

contiene a la RNA polimerasa que transcribe ADN a ARN. Dentro de las proteínas 

asociadas a los ER se encuentran proteínas coactivadoras e integradoras de la 

transcripción (Mendelsohn and Karas, 1999). 
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2.3.4. Mecanismos de acción no genómicos de los estr6genos en músculo liso vascular. 

Se han propuesto algunos mecanismos que sostienen la idea de que los estr6genos 

pueden incrementar la viabilidad del óxido nltrico (NO) proveniente del endotelio 

(Mendelsohn and Karas, 1999). Al administrar E2 directamente en arteria coronaria 

provoca una vasodilatación rápida al activar la producción de NO endotelia!. Se tiene la 

hipótesis de que el E2 produce dicho efecto incrementando el flujo de Ca2
+ hacia el 

interior de la célula (Lantin-Hermoso el al., 1997). Otros estudios sugieren que los 

factores de transcripción activados por ligando, deben tener una segunda función que 

es la activación de los eventos de transducción, lo cuál podria culminar en una rápida 

activación de la óxido nitrico sintasa (iNOS) (Lantin-Hermoso et al., 1997). 

Se ha demostrado experimentalmente que el E2 causa la activación de la proteína 

cinasa activada por mit6geno (MAP), la cual, induce la acción de la iNOS. Estos 

hallazgos demuestran que la activación de la iNOS es mediada por el ERa de forma no 

genómica (Chen el al. , 1999). 

Otros laboratorios han mostrado evidencia de otra vía involucrada en la transducción de 

seriales para la activación de la iNOS que es la vla de la fosfatidilinositol (PI) 3-cinasa-

Akt (proleín B cinasa). La PI 3-cinasa activa a la Akt, la cual, puede fosforilar y activar 

directamente a la iNOS (Simoncini el al., 2000). 

Además, recientemente se ha presentado a los canales de K+ como un posible sitio de 

acción de los estr6genos para modular la actividad contráctil y de tono vascular del 

músculo liso. El grupo de White en 1995, mostró que los estrógenos pocHan generar 

relajación de las arterias coronarias mediante la interacción de las hormonas con Kc~ 2-. 
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Mecanismos que posiblemente involucran la síntesis de AMPc Y NO (White, el al., 1995; 

Wellman, el al., 1996). 

El dietilestilbestrol un a90nista sintético del estradiol que se emplea en la terapia de 

reemplazo hormonal, induce relajación de la aorta de rata previamente contralda con 

noradrenalina (NA) de manera independiente del endotelio. Este efecto fue inhibido con 

un bloqueador especifico de canales de K+ dependiente de ATP (K...TP), como la 

glibenctamida y por el tetraetilamonio (TEA), un bloqueador específico de canales de K+ 

dependientes de Cal
+, lo que sugiere que el dietilestilbestrol requiere del 

funcionamiento de los canales K.r..w en el musculo liso de la aorta de rata (Martínez, et 

al. , 2001). Finalmente, el 9rupo de Valverde, fue el primero en mostrar que el El es 

capaz de modificar la corriente en los Kc.2
+ expresados en ovocitos de una manera 

directa sobre la subunidad ~ del canal, ésto se demostró porque al añadir en el medio 

extracelular un antagonista del E2 afin a la subunidad ~ las corrientes eléctricas de los 

Kc.2+ se vieron disminuidas significativamente; evento que se observó a los 5 min 

después de haber aplicado el estrógeno y sin dependencia del núcleo o de la síntesis 

de proteínas, ya que en otro experimento se añadió al medio con E2 un bloqueador de 

la síntesis de proteínas y los registros de las corrientes eléctricas de los Kc.,2+ no 

sufrieron alteración alguna (Valverde, el al. , 1999). 
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3.- Justificación 

las enfermedades cardiovasculares representan una de las principales causas de 

muerte e incapacidad, tanto en paises desarrollados como subdesarrollados. Estudios 

cllnicos han mostrado que los hombres son más susceptibles a padecer de estas 

enfermedades en comparación con las mujeres de la misma edad. Incluso, en las 

mujeres durante la menopausia (etapa en la cual dejan de producir hormonas 

sexuales), se ha observado un incremento en la incidencia a sufrir enfermedades 

cardiovasculares. Además cuando se emplean terapias de reemplazo hormonal, se 

genera una -cardioprotección" en las mujeres que reciben la terapia en comparación 

con aquellas que no la reciben. Todo esto nos presenta a las hormonas sexuales 

femeninas como elementos fisiológicos que de alguna manera protegen la respuesta 

del sistema cardiovascular a los agentes contráctiles y relajantes endógenos y 

mantienen un tono vascular adecuado para generar la contracción. Por otra parte, los 

canales de K+ presentes en la membrana celular de las CMlV, representan elementos 

importantes para el control del valor del potencial de membrana y de la excitabilidad 

celular. la actividad de los canales de K+, controlan el proceso de relajación y 

contracción, mediante la hiperpolarización o despolarización de la membrana celular 

respectivamente, acciones que tienen efecto directo sobre la [Ca2+1¡. 

Por este motivo, se consideró importante analizar farmacológicamente los efectos del 

E2 y algunos de sus análogos sobre los canales de K' presentes en CMlV, 
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considerando que los canales de K+ son fundamentales para el mantenimiento de la 

excitabilidad celular del MLV, de la que depende la repuesta de contracción de las 

CML V. Los resultados de este estudio nos permitirán esclarecer el mecanismo de 

acción que los estr6genos usan para relajar al MLV, además del descrito sobre los 

canales de Ca2.; así como, nos ayudaran a proponer terapias cardiovasculares 

alternativas a las ya existentes. 
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4.- Planteamiento del problema 

Al E2 Y sus análogos sintéticos se les ha descrito la propiedad de ser sustancias 

relajantes en tejidos obtenidos de diferentes áreas del músculo liso vascular. Este 

efecto es independiente del endotelio vascular (Andersen el al., 1999), inmediato y no 

genómico (Haynes, et al. , 2002); lo que sugiere que los estrógenos tienen la capacidad 

de interactuar directamente con el MLV para generar vasodilatación e incluso modular 

la respuesta del músculo a diferentes agentes contráctiles. 

Una hipótesis que se ha utilizando constantemente y está ampliamente documentada, 

senala que estas hormonas tienen la capacidad de inhibir la activad de los canales de 

Ca2
+ dependientes de voltaje tipo L, principal fuente de Ca2

+ para la generación de la 

contracción (Nakajima et al. , 1995; Kitazawa el al., 1997). Por otro lado, los canales de 

K+ son importantes para la modulación del potencial de membrana de las CMLV y del 

tono muscular, lo que ha permitido describir la interacción de los estrógenos y los 

canales de K· en neuronas (Kelly et al., 2002) y en varios tejidos vasculares (Valverde 

el al., 1999; Martinez el al" 2001 ; Benkusky el al., 2002). Sin embargo, los mecanismos 

iónicos involucrados en este proceso se conocen de manera poco clara. 

Por tal motivo en este trabajo, analizamos los efectos directos, no genómicos del E2 

sobre los canales de K+ presentes en las CMLV, proponiendo a éstos como un 

mecanismo de modulación del proceso de contracción, en el cual se involucra la 

regulación del potencial de membrana y del tono muscular. 
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5.- Hipótesis y Objetivos. 

5.1. Hipótesis general. 

El E2 activa las corrientes de K+ presentes en CMLV, a través de su unión a 

receptores estrogénicos a nivel de membrana celular. mecanismo que no involucra la 

sintesis de proteínas. 

5.2. Objetivos generales. 

a) Describir farmacológicamente los efectos del E2• etinilestradiol, dietilestilbestrol 

y progesterona sobre las corrientes de K+ en CMLV. 

b) Analizar si los efectos del E2 están mediados por su unión a receptores 

estrogénicos a nivel de membrana. 

cl Estudiar el papel de la sintesis de protelnas en los efectos del E2 sobre las 

corrientes de K" en CMLV. 

5.3. Hipótesis particulares. 

El KIR es el principal componente de la corriente de K+ saliente en las CMLV de 

rata. 

El E2 induce un incremento en la amplitud de las corrientes de K+ mediadas por 

el KIR en CMLV. 

" 
Facultad de Química. UNAM. 



Hipótesis y Objetivos 

Los efectos del E2 sobre las corrientes de K+ son antagonizados de manera 

competitiva por tamoxifen e ICI-128, 780. 

Un inhibidor de la sintesis de protelnas (cicloheximida) no bloqueará los efectos 

del E2 sobre los KJR en CMLV. 

5.4. Objetivos particulares. 

a) Disgregar enzimáticamente CMLV provenientes de aortas de ratas macho 

wistar. 

b) Realizar registro de fijación de voltaje utilizando la técnica de patch clamp para 

registrar las corrientes presentes en las CMLV. 

c) Caracterizar farmacológicamente los canales de K* en las CMLV utilizando 

bloqueadores específicos. 

d) Analizar los efectos del E2 sobre las corrientes de K+ mediadas por el KJR, 

realizando curvas concentración respuesta. 

e) Mediante un análisis estadlstico de Schild analizar si los efectos del E2 son 

mediados por receptores estrogénicos a nivel de membrana, empleando antagonistas 

específicos como tamoxifen e ICI-182, 780. 

f) Mostrar que el efecto no genómico del E2 sobre las corrientes de K* no 

depende de la síntesis de proteínas. 
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6.- Fundamentos teóricos de la técnica. 

6.1. Bloqueadores de canales de K+. 

Los canales de K+ dependientes de voltaje (Kv), sensibles a ATP (KATP), dependientes 

de Ca2+ (Kc.2+), y de rectificación de entrada (K1R) se caracterizaron 

farmacológicamente mediante el uso de bloqueadores especificos. Dichos 

bloqueadores son sustancias (sales orgánicas o proteínas) que se unen al canal de K+ 

con cierta especificidad, que depende la concentración utilizada de dicho agente 

quimico y del tipo de tejido en que se estén caracterizando los canales. A continuación 

se muestra una tabla donde se seMlan las concentraciones usualmente empleadas de 

los principales bloqueadores sobre las corrientes de K+: 

4.Amino¡iridina 10 IJM-I mM !!Xuaceluhr K. 
(4-AP) 

etnetlllmomo 
(TEA) 
BaC1l 10-100 IJM !!Xuaceluler K. 

GtibetZ!emidl 1-IDi'M ...... 1< KAn 

Iberotoxine 100 IDOnM I!l[uaceluler K,," 
ObTlC) 

Tabla 1: Bloqueadores especificos de los canales de K+. (lancasler, 1999) 
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6.2. Técnica de patch-clamp. 

La técnica de patch-clamp es una metodología que se creó para estudiar las 

propiedades electrofisiológicas de las membranas biológicas. Mediante el uso de esta 

técnica podemos regístrar las corrientes de la célula completa (macroscópicas), o las 

corrientes de canal único (microscópicas) que fluyen a través de las membranas por 

medio de canales iÓnicos. Con la ayuda de esta técnica, podemos controlar nuestro 

experimento y manipular a nuestra conveniencia el voltaje de membrana celular, por lo 

que podemos seguir minuciosamente los cambios en las corrientes que fluyen a través 

de los canales iónicos que se dan en respuesta a pulsos de voltaje que modifican el 

valor del potencial de membrana. La capacitancia de la membrana celular que es 

indicativa del área superficial de la membrana y de su resistencia, también pueden ser 

monitoreadas con ayuda de esta técnica (Hille, 1992; Sakmann and Neher, 1995). 

Para obtener buenos registros electrofisiológicos con ayuda de esta técnica , la 

membrana de la célula en estudio debe estar libre de restos celulares, tejido conjuntivo, 

etc. La punta de una micropipeta de vidrio que tiene un orificio de aproximadamente 

1 ~m de diámetro, se acerca a la superficie de la célula y después de hacer contacto con 

ella; se aplica una ligera presión negativa al interior de la pipeta, por lo que parte de la 

membrana celular se invagina en la punta de la pipeta. formando así un uparche" que no 

es más que la unión o un sello hermético entre la membrana celular y la superficie del 

vidrio. Por medio de este procedimiento se aisla la región de la membrana circunscrita 
31 

Facultad de Qu!mica. UNAM. 



Fundamentos teóricos de la técnica 

por la pipeta del resto de la membrana, esta configuración es la que se conoce como 

-célula ligada- (Sakmann and Neher, 1995). 

Ya que se obtiene la configuración de célula ligada, se rompe el parche que queda 

dentro de la punta de la micropipeta mediante la aplicación de un pulso o succión a 

través de la misma; para crear as! , un pequel"lo agujero en la membrana que tiene 

acceso eléctrico al interior de la célula, cabe resaltar, que dicha maniobra experimental 

no tiene efecto alguno sobre el sello existente entre la micropipeta y la membrana 

plasmática, por lo que se previene el flujo de corrientes de fuga y se evita que se inunde 

la célula con la solución del bai"io y por lo tanto la muerte celular. Al llegar a esta 

configuración, tenemos una baja resistencia al tener acceso al interior de la célula a 

través de la punta de la pipeta y nos permite fijar el voltaje en la célula integra (Figura 

5). 

la configuración descrita anteriormente (célula integra) se emplea para registrar las 

corrientes iónicas de una célula entera, confiriéndonos la ventaja de registrar el 

promedio de la respuesta de todos los canales existentes en la membrana celular (Hille, 

1992; Sakmann and Neher, 1995). 
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Tocando la célula 

succión 

Parte intracelular de la 
membrana fuera 

Fundamentos teóricos de la técnica 

Célula integra 

1 Jalar 

.~ 
~ 

Parte extracelular de la 
membrana fuera 

Figura 5. Muestra las configuraciones eléctricas de la técnica de patch-clamp. El dibujo de la 
izquierda superior ejemplifica la configuración de "célula ligada". El de la derecha superior 
muestra la configuración de célula integra. Los dos dibujos inferiores muestran configuraciones 
especiales "inside out" e "outside out" respectivamente, donde se trabaja exclusivamente con un 
pedazo de la membrana celular. (Sakmann and Neher, 1995) 
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7.- Materiales y Métodos. 

7.1. Reactivos. 

Todas las sales empleadas (NaCI. KCI, MgSO., KHzPO~, NaHC03 , CaCI2, gluconato de 

potasio, y glucosa) para la preparación de las soluciones fueron obtenidas de J.T. 

Baker, Mallinckrodt, México. Los reactivos (acetitcolina, noradrenalina, HEPES, Trisma 

base, EGTA, colagenasa, DNAsa, papaina, albúmina sérica bovina, inhibidor de 

tripsina, Ez, etinilestradiol, dietilestilbestrol, cicloheximida, tamoxifen, iberiotoxina, 4-AP 

e ICI-182,780) provienen de SIGMA CHEMICAL CO, st. Louis, MO USA. 

7.2. Estudios lsométricos. 

Ratas wistar macho de 280 a 300g de peso fueron sacrificadas por dislocación cervical 

bajo anestesia con pentobarbital sódico (Sedal-vet [6g/ml)), a una dosis de 1S.75g1kg de 

peso via i.p. La aorta torácica descendente fue extraida y limpiada del tejido conectivo y 

grasa en una solución Krebs-Henseleit con la siguiente composición (en mM): NaCI 

120, KCI 4.7, MgS04 1.25, KH2P04 1.18, NaHC03 25, CaCl2 2.5 y glucosa 11, 

burbujeada con gas carbógeno (95% Oz y 5% CO2), para obtener un pH de 7.4 a 37°C. 

El endotelio fue eliminado mediante el paso de solución Krebs-Henseleit a presión a 
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través de la luz de la aorta, con ayuda de una jeringa por diez veces. Las aortas fueron 

cortadas en anillos de aproximadamente 4 mm de longitud. 

Cada anillo fue atado horizontalmente con ganchos de acero inoxidable en cámaras de 

tejido aislado de 15 mi, las cuales, contenlan solución Krebs-Henseleit (pH de 7.4, 

3r'C) Y burbujeada continuamente con una mezcla de gas carbógeno. Cada anillo fue 

sujetado a un transductor de desplazamiento de fuerza isométrico (FT03C, GRASS 

Instruments, USA) acoplado a un adaptador de transductor GRASS (Al 411 , Axon 

Intruments, lnc. USA). El adaptador se conectó a un amplificador (Cyberamp 380, Axon 

lnstruments, Inc. USA) que mandaba la serial a un convertidor analógico/digital (NO) 

(Digidata, Axon Intruments, Inc. USA). El convertidor AJO mandó continuamente los 

cambios en la tensión del tejido a una computadora personal, donde éstos fueron 

registrados y almacenados usando un software de análisis electrofisiológico (Axoscope 

7, Axon Instruments, Inc. USA). Se mantuvo una tensión basal pasiva de 2g sobre los 

anillos durante los experimentos. Durante el periodo de estabilización de 60 min, la 

solución Krebs-Henseleit se cambió cada 20 min y reajustando continuamente la 

tensión a 2g. Los anillos de la aorta fueron contracturados utilizando KCI (30 mM) a 

intervalos de 30 min hasta que la respuesta fuera reproducible. La integridad funcional 

del endotelio fue probada en vasos sanguíneos precontraidos con noradrenalina (NA 

3X10-8 M) en respuesta a la aplicación de acetilcolina (ACh 1 ~M). La relajación estuvo 

ausente en anillos que no contaban con endotelio. 
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7.3. Obtención de las células de musculo liso vascular 

En otro grupo de ratas wistar macho de 280 a 300g de peso la aorta torácica 

descendente se disecó por medio de una incisión en tórax bajo anestesia utilizando una 

solución de pentobarbital sódico (Sedal-vet (6gIml», a una dosis de 15.75g1kg de peso 

via i.p. en condiciones asépticas. la arteria se colocó en una solución Krebs-Ringer 

con la siguiente composición (mM): 120.7 NaCI, 5.9 KCI, 15.5 NaHC03, 1.2 MgCI2, 2.5 

CaCI2 y 11 .5 glucosa, a un pH de 7.4 ajustado con NaOH y oxigenada con una mezcla 

de gas carbógeno. 

Posteriormente, la aorta se limpió cuidadosamente para eliminar la grasa y el tejido 

conectivo bajo observación estereoscópica, cambiando la solución Krebs-Ringer las 

veces que fuera necesario; ya que la aorta se encontró perfectamente limpia, ésta se 

transfirió a una solución libre de Ca2• (Soln. 1) con la siguiente composición (mM): 140 

NaCI, 6.0 KCI, 10 glucosa, 10 HEPES (N-2-hidroxietilpeperacina-N-2 ácido 

etanesulfónico), la cual, se ajustó a un pH de 7.3 con tris hidroximetil aminometano 

(Trisma base). Con la solución libre de Ca2• se lavó cuidadosamente el lumen para 

eliminar células endoteliales y las células sanguineas que hubieran quedado atrapadas 

durante el proceso de disección . Por ultimo la aorta se cortó en forma longitudinal para 

obtener dos partes de tejido, las cuales, se cortaron en rectángulos de 

aproximadamente 1 a 2 mm de ancho para someterlos a agitación durante 15 minutos a 

3rc en la misma solución. 
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Al término de la incubación, la solución libre de Ca2• se cambió por la solución de 

disociación que contiene los siguientes componentes (en porcentajes y diluidos en Soln. 

1): 0.25% colagenasa, 0.05% papaína, 0.05% inhibidor de tripsina, 0.20% ONAsa y 

0.03% de albúmina sérica bovina, en esta solución los fragmentos de aorta se 

incubaron por un periodo de 45 minutos a 36°C. 

La solución de disociación se sustituyó por Soln. I fresca y se dispersaron las células 

mecánicamente haciendo tantos cortes como fuera necesario con la ayuda de unas 

tijeras de disección; finalmente, se liberaron las células del tejido con una pipeta 

Pasteur de punta corta , hasta observar células únicas en solución. La suspensión 

resultante se filtró a través de una malla de nylon con poros finos para eliminar los 

fragmentos de tejido conectivo. 

Las células se colocaron en una solución de almacenamiento con la siguiente 

composición (en mM): 137 NaCI, 6.0 KCI, 0.5 MgCI2, 0.5 CaCI2, 10 glucosa, 10 HEPES, 

0.2% inhibidor de tripsina, 0.3% albúmina sérica bovina, ajustándose con Trisma base a 

un pH de 7.3. Esta suspensión se mantuvo en un bailo de hielo para evitar el deterioro 

de las células y posteriormente realizar los registros electrofisiol6gicos. 
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7.4. Equipo de registro electrofisiológico. 

Los registros de fijación de voltaje con la configuración de célula integra se realizaron 

utilizando un preamplificador de patch-clamp (AxoClamp 28; Axon Instruments). Todos 

los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20·22-C). Las pipetas de 

registro se fabricaron a partir de capilares de borosilicato de vidrio (World Precision 

Instruments) con una resistencia entre 2 y 5 MO, utilizando un programa de estiramiento 

en dos etapas con un estirador de pipetas (P-97; Sutter Instruments Corp.). Las pipetas 

se llenaron con una solución interna con la siguiente composición (mM): 110 gluconato 

de potasio, 30 KCI, 0.5 MgCI2, 5 HEPES, 5 K2ATP Y 0.05 etilengiicol·bis(beta· 

aminoetilen éter)-N,N,N',N'·tetra acético (EGTA), ajustada a pH de 7.2 con KOH. 

Las células se colocaron en una cámara de registro con capacidad de 1 m!. durante 20 

min permitiendo así que se adhirieran a la superficie de vidrio de la cámara. Después se 

bat'iaron con una solución externa con la siguiente composición (mM): 120 NaCI, 3 

NHCO), 4.2 KCI, 1.2 KH2P04, 0.5 MgCI2, 10 glucosa, 1.8 CaCI2, 10 ácido N·2-

hidroxietilpiperazina·N'---etanosilfonico (HEPES); ajustada a un pH de 7.4 con una 

solución de NaOH 3 M (a una velocidad de flujo de 0.5 a 1 mVmin) durante 

aproximadamente 10 mino 

Una vez transcurrido ese tiempo, se realizaron registros celulares bajo inspección 

microscópica por medio de la aproximación de la pipeta de patch a la célula. para locar 

su membrana y rea lizar un sello de alta resistencia (>10 GO), mediante la aplicación de 
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una presión negativa a través de la misma. Posterior a su obtención, la membrana 

celular dentro de la pipeta de patch se rompió por la aplicación de un segundo pulso de 

presión negativa a través de la pipeta, lo que nos permitió obtener la configuración de 

célula Integra para realizar el registro de las corrientes totales de K·. 

La senal registrada a través de la pipeta fue enviada a un preamplificador y a un 

osciloscopio (Tektronix) para amplificar y visualizar la senal respectivamente. Del 

primero se envió la senal a un convertidor anal6gico digital (Digidata 1200A) que mandó 

a su vez la senal a una computadora personal (Hewlett Packard; PC) para su 

almacenamiento y posterior análisis, el cual se realizó con la ayuda de los programas 

pClamp (Axon Instruments) y Origin (Origin Microcal) previamente instalados. 

Las corrientes totales de potasio se registraron mediante su activación con varios 

protocolos de estimulación que se encontraban previamente cargados en el programa 

de pClamp, éstos consistlan en protocolos de pasos. 

El protocolo de pasos consistió en fijar el potencial de membrana en -70 mV y a partir 

de éste dar 16 pulsos con intensidad creciente de 10 mV cada 10 seg., para evaluar la 

activación de canales de K· en un rango de potenciales que va de -120 y +30 mV. 

Es importante mencionar que el criterio de viabilidad celular que seguimos para realizar 

los registros de las células analizadas fueron los siguientes: 1) la magnitud y estabilidad 

del potencial de membrana y 2) el umbral y amplitud de las corrientes de potasio 

registradas. 
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7.5. Protocolo farmacológico. 

Para el análisis isométrico de la contracción de anillos de aorta se permitió la 

estabilización de éstos y se reatizaron las curvas de concentración respuesta 

empleando cinco diferentes concentraciones de KCI. los anillos en los que se probó el 

E2, fueron incubados durante 5 min con esta sustancia. la "n- para cada experimento 

fue de 10 anillos. El efecto del E2 sobre la reactividad vascular fue comparado con los 

controles, usando un análisis de varianza de dos vías y un valor de p<O.01 para 

considerar las diferencias estadísticamente significativas. 

Para realizar los registros electrofisiológicos, las sustancias analizadas fueron aplicadas 

a las CMl V por medio de un sistema de perfusión de ocho tubos, el cual se acerca a las 

células justo antes de empezar a realizar el estudio. la solución que contiene el 

estrógeno toca a la célula e inmediatamente se registran los cambios generados en las 

corrientes de K· . Inmediatamente después de esta aplicación, se realiza la eliminación 

del estrógeno por medio de la perfusión de la solución extracelular; con este tipo de 

aplicación aseguramos que el efecto de los estr6genos sea exclusivamente en la célula 

que estamos registrando y evitamos contaminación de toda la preparación. El numero 

de experimentos realizados en cada maniobra se indica en los resultados y se 

realizaron siguiendo los criterios generalmente usados en investigación. 
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7.6. Análisis estadístico. 

Cada maniobra experimental fue repetida en 5 a 20 células (n). Para disminuir la 

variabilidad de nuestros resultados experimentales, siempre que fue posible las 

respuestas controles y experimentales se realizaron en la misma célula. Las 

observaciones que presentaron una mayor variabilidad se repitieron en un número 

mayor de células . 

Se utilizó la prueba de t de Student no pareada para evaluar las diferencias entre los 

valores promedio obtenidos de dos grupos diferentes de células. Por otra parte, 

utilizamos también la t de Student pareada para evaluar las diferencias de los valores 

promedio obtenidos de las mismas células. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando se obtuvo una p<0.01 utilizando una curva 

gaussiana de doble cola (Daniel, 2002). 
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8.- Resultados. 

6.1. Efecto relajante del 17 -beta-estradiol sobre anillos de aorta y su dependencia con 

la concentración de K* extracelular. 

La incubación en presencia de E2 (3 Y 10 }lM; n=10) por 30 min en las cámaras de tejido 

aislado produjo una relajación en los anillos de aorta de rata dependiente de la 

concentración de E2, al ser contraldos por la aplicación de K* extracelular. El efecto de 

relajación se observó al inicio de la inducción de la contracción como en la fase de 

mantenimiento de la misma. En la figura 6A, se muestra una serie de registros 

representativos de la C9ntracción generada por la aplicación de 5 concentraciones 

diferentes de KCI (1 a 100 mM). El E2 generó una relajación significativa en Jos anillos 

previamente contraídos con KCI hasta la concentración de 30 mM. Cuando se uso una 

concentración de 100 mM, el E2 no generó una relajación significativa en el anillo de 

tejido. 

En la figura 6B, se muestran las curvas concentración respuesta en condiciones control 

(ausencia de E2; n=10), y en presencia de E2 (3 Y 10 mM: n=10). La presencia del 

estrógeno desplazó la curva control hacia la derecha y hacia abajo. La figura 6C. 

muestra una gráfica de barras donde se observa claramente que, el efecto de relajación 

inducido por E2 depende del gradiente de concentración de K* . 
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Figura 6. Efectos de relajación del E2 sobre anillos de aortas de rata. A) Muestra registros 
representativos de la contracción inducida por diferentes concentraciones de KCI. B) Curvas de 
contracción respuesta en ausencia y presencia de dos diferentes concentraciones de E2. C) 
GráfICa de barras que muestra la dependencia del gradiente de concentración de K· en los 
efectos relajantes del E2. 
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8.2. Caracterización de las propiedades eléctricas y de los canales iónicos presentes en 

las células de músculo liso vascular. 

Las CMLV obtenidas por el proceso de disgregación que fueron empleadas para los 

registros electrofisiológicos, presentaron un valor promedio del potencial de membrana 

de -46±4 mV (n= 58) y una capacitancia promedio de la membrana celular de 42.5± 3.6 

pF, resultados que coinciden con los reportados por otros autores (Tang and Wang, 

2001). En los registros de fijación de voltaje se observó que estas células presentan una 

corriente saliente de K· (-370 pA; n=46), con una cinética semejante a la corriente 

mediada por los canales Kv de rectificación tardía, que se ha descrito previamente. Esta 

corriente crece exponencialmente de una forma dependiente del voltaje a partir de los · 

60 mV. En voltajes menores de -60 mV la corriente saliente es nula. 

En la figura 7 A, se muestra la relación corriente-voUaje (I-V) de la corriente saliente 

registrada en las CMLV, la cual fue generada por el protocolo de pasos que se muestra 

en el recuadro de la flQura 7A La corriente registrada fue bloqueada de manera 

dependiente de la concentración por 4·AP (bloqueador especifico de Kv: 30, 100, 300 

).1M; n=20 cada concentración) en los siguientes porcentajes: 60, 75 Y 85% 

respectivamente. 

La corriente resistente a los efectos de 4-AP 300).lM (-15% del total), fue analizada en 

presencia de lberiotoxina (lbTX: bloqueador especifico de Kca2
.; 100 nM; n=15), 

encontrándose que esta corriente disminuyó significativamente (57%; p<0.1 l. La 
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corriente resistente a 4-AP 300 f.1M más IbTX 100 nM, fue bloqueada en su totalidad por 

glibenclamida (GJi; bloqueador especffico de K.o.n>; 100 nM; n=22) (Figura 78). 

La figura 7e, muestra una gráfica de barras compuesta por los porcentajes de las tres 

principales corrientes de K+ presentes en las CMLV frescas, donde se observa Que el 

Kv representa eIBS% de la corriente saliente total de K- , el Kc.2
+, representa eIB.S% y 

el K.o.n> representa sólo el 7.S%. En la figura 70, se muestran los registros 

electrofisiológicos representativos de las corrientes generadas por un protocolo de 

pasos en una CMLV, en ausencia (control) y en presencia de los bloqueadores antes 

mencionados. 
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Figura 7. Caracterización de las corrientes de K' en CMl V. Al En la parte superior izquierda se 
muestra el protocolo de pasos empleado para evaluar las corrientes de K" . la gráfica muestra la 
relación corriente-voltaje (I-V) de la corriente saliente registrada en las CMlV. Bl Gráfica que 
muestra la corriente resistente a los efectos de 4-AP analizada en presencia de tbTX y Gli. e) 
GráfICa de barras, compuesta por los porcentajes de las tres principales corrientes de K' 
presentes en las CMl V frescas. D) Muestra los registros electrofisiológicos representativos de 
las corrientes generadas por un protocolo de pasos en una CMlV, en ausencia y presencia de 
bloqueadores de canales de K' . 
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8.3 . Efectos del 17-beta-estradiol y algunos análogos sobre las corrientes de potasio 

presentes en CMLV. 

La aplicación de E2 (0.3,1,3 ¡.tM; n=12 cada concentración) por perfusión a las CMLV, 

provocó un incremento en la magnitud de las corrientes salientes de K+, en forma 

dependiente de la concentración . El incremento a la concentración más atta (3 ¡.tM), fue 

del 34.5t2.4% (p<O.l). La latencia del efecto máximo con cada concentración de E2 fue 

de 3 mino En la figura 8A, se muestra la relación I-V para las corrientes salientes totales 

de K- en ausencia (control; n=12) y presencia de E2. El recuadro muestra el registro 

representativo de la corriente en una CMLV inducida por el protocolo de pasos que se 

senala. Cuando se analizaron los efectos del etiniles!radiol (0.3, 1, 3 ¡.tM; n=14) y del 

dietilestibestrol (0.1, 0.3 Y 1 ¡.tM; n=10), se observó un incremento en las corrientes 

salientes tolales de K· . El etinilestradiol, incrementó en un 33.2t3.1% (p<0.1) y el 

die!ilestilbestrol en un 42.4t3.4% (p<0.1) las corrientes salientes de K+ a las 

concentraciones más elevadas (3 y 1 ¡.tM, respectivamente), y presentó la misma 

potencia que el E2 al compararlos con sus respectivos controles. El dietilestilbestrol fue 

el estrógeno más potente en nuestras condiciones experimentales (Figura 8B, C). La 

progesterona (n=8) produjo un incremento no significativo en las corrientes salientes de 

K- , incluso a la concentración de 10 ¡.tM (n=12) (Figura 80). La latencia de los efectos 

de estas hormonas fue similar a las observadas para E2. Los efectos fueron totalmente 

reversibles en todos los casos al eliminar las hormonas de la cámara de registro. 
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Figura 8. Efectos del El y sus análogos sobre las corrientes de K' en CMLV. En la parte 
superior derecha se muestran registros representativos de la corriente en una CML V inducida 
por el protocolo de pasos indicado. En las gráficas de la parte inferior izquierda se muestra la 
relación corriente-voltaje (I-V) para las corrientes salientes totales de K- en ausencia y 
presencia de Ez. etinilestradiol. dietilestilbestrol y progesterona. respectivamente. 
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8.4. Efecto de Tamoxifen e ICI-182, 780 y cicloheximida sobre la acción del 17-beta

estradiol en las corrientes de potasio. 

Para evaluar si los efectos del E2 y del dietilestilbestrol sobre las corrientes de K· están 

mediados por su unión al receptor ERa., se decidió evaluar el efecto de estas hormonas 

en presencia de tamoxifen (30 a 300 nM; n=18) e ICI-182, 780 (1 a 10 nM; n=20); dos 

antagonistas especificos de los estrógenos que se unen al receptor ERa.. 

En la figura 9, se muestran curvas concentración-respuesta a E2 y dietilestilbestrol en 

presencia de los antagonistas antes mencionados. Se observa que en ambos casos 

confonne se aumenta la concentración de los antagonistas, requerimos más 

concentración de las honnonas para ejercer el efecto máximo. También observamos 

que las curvas control para las honnonas se desplazan hacia la derecha y abajo. 

En la figura 9A y 98 se muestran las curvas concentración respuesta para E2 en 

presencia de diferentes concentraciones de antagonista. Las curvas en la figura 9C y 

90 muestran el antagonismo ejercido para dietilestilbestrol. 
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Figura 9_ Curvas concentración respuesta de los efectos de las hormonas en presencia de 
antagonistas especificos a receptores de estrógenos. A) y B) Gráficas de las curvas 
concentración respuesta a E2 en presencia de tamoxifen e ICI-182,780 respectivamente. C) y O) 
Gráfteas de las curvas concentración respuesta a dietilestilbestrol en presencia de tamoxifen e 
ICI-182,780 respectivamente. 

Con el análisis de Schild , en el que se grafica el logaritmo de la relación de 

concentración del agonista menos uno (Iog [concentración-1J) contra el logaritmo de la 

concentración molar del antagonista , se obtuvieron lineas rectas con regresiones 

lineales muy cercanas a la un idad, lo que indica que las hormonas están interactuando 
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con receptores específicos ERa, para generar el incremento en las corrientes totales de 

K'. 

En la figura 10 se muestran el análisis de Schild para cada hormona en presencia de 

tamoxifen e ICI·182, 780. 
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Figura 10. Análisis de Schild para el antagonismo de los efectos de las hormonas sobre los 
canales de K' _ Al Y BI Gráficas de Schild para E2_ el y D) Gráficas de Schild para 
dietilestilbestrol. 
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Los efectos de las hormonas estudiadas son específicos, porque se observan 

exclusivamente en las corrientes mediadas por el canal Kv. En la figura 11 , se muestra 

que los efectos del El (n=10; Figura 11A) y del dietilestilbestrol (n=10; Figura 118) 

sobre las corrientes de K-. son inhibidos en presencia de 4·AP. Ambas hormonas no 

tienen efectos significativos sobre las corrientes mediadas por Kcal • y KATP, en las 

CMLV disgregadas de la aorta de rata. 

Para analizar si los efectos de ambas hormonas, se deben a una activación de tipo 

genómico que involucre la síntesis de proteínas, evaluamos los efectos del E2 (n=14) y 

del dietilestilbestrol (n=14) en presencia de cicloheximida (un inhibidor de la síntesis de 

proteínas; 1 ¡.tM). La cicloheximida no bloqueó los efectos de ambas hormonas (Figura 

11C y 110), lo que muestra que no se requiere la síntesis de proteínas para 

incrementar la corriente de K· en las CMLV frescas. 
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Figura 11 . El efecto de las hormonas estudiadas es especifico sobre los canales Kv y no 
depende de la sintesis de proteinas. Al y Bl El Y dietilestilbestrol no tienen efecto sobre los 
canales !<e/o ni K..o.TP. C) y DI Muestran que cicloheximida (1 )..1M) no bloqueó los efectos sobre 
las corrientes de K* mediadas por Kv. 

53 

Facultad de Química. UNAM. 



Discusión de Resultados 

9.- Discusión de Resultados. 

Los efectos relajantes de los estr6genos y hormonas sexuales relacionadas han sido 

motivo de diversos análisis y se han propuesto diferentes hipótesis que tratan de 

explicar el mecanismo por el cual las hormonas tienen la capacidad de modificar la 

respuesta contráctil del tejido cardiovascular a un gran número de agentes contráctiles y 

relajantes. Una de las hipótesis principales es la que señala que los estr6genos tienen 

la capacidad de bloquear los canales e inhibir las corrientes de Ca2• mediadas por los 

canales de Ca2
• dependientes de voltaje presentes en las CMLVy cardiacas (Nakajima, 

el al., 1995). Mecanismo, que evidentemente, propiciaría una relajación y una menor 

respuesta de contracción hacia agentes contráctiles, debidas a una disminución de la 

[Ca2.]¡ y del tono vascular. 

En el presente trabajo, el E2 fue capaz de inducir una relajación en anillos de aorta de 

rata y de inhibir la respuesta contráctil generada por la aplicación de K· de forma 

dependiente de la concentración de E2. Efectos que coinciden con los reportados por 

otros autores (Kitazawa, el al., 1997). El efecto de inhibición de la respuesta de 

contracción por el E2, mostró una clara dependencia del gradiente de concentración de 

K· , debido a que la relajación inducida por E2 es estadísticamente significativa cuando 

se utilizan concentraciones extracelulares de K+ por debajo de 30 mM; por otro lado 

cuando se emplean concentraciones extracelulares de K· mayores o iguales a 100 mM 
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(muy cercanas a la concentración intracelular de K+ en estas células; -140 mM), el E2 

es incapaz de generar una relajación significativa en estos anillos. Esta evidencia 

experimental se puede explicar diciendo que E2 requiere de un gradiente de K+ para 

generar el efecto vasodilatador. Este hecho nos sugiere fuertemente la participación de 

los canales de K+ presentes en la membrana celular de las CMLV, en los efectos 

relajantes de esta hormona. Por tal motivo, analizamos el efecto del E2 , etinilestradiol, 

dietilestilbestrol y progesterona sobre la actividad de los canales de K+. 

Las CMLV frescas obtenidas de aortas de rata presentan una población heterogénea de 

canales de K+ . Esta población se compone de un 85% de canales Kv, un 8,5% de 

canales Kc.2+ y un 7.5% de canales Kup. Estos resultados concuerdan con los 

descritos por varios autores en células del sistema cardiovascular (Tang and Wang, 

2001). El E2 (0.3 a 311M) fue capaz de inducir un aumento en las corrientes salientes 

totales de K+ de estas células. Este efecto fue dependiente de la concentración de 

estrógeno utilizada con una latencia de 3 min y también reversible. La concentración de 

3 mM indujo un incremento de la corriente de K+ estadlsticamente significativo con 

respecto a su control (34.5±2.4%; p<0.1). El etinilestradiol provocó un incremento 

similar en las corrientes de K+ (33.2±3.1%; p<0.1), con la misma cinética y reversibilidad 

del efecto. El dietilestilbestrol fue la hormona más potente en nuestras condiciones 

experimentales al generar un incremento del mismo parámetro del 42.4±3.4%. Sin 

embargo, la progesterona, hormona que se ha descrito como inductora de la relajación 
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vascular no presentó efectos significativos sobre las corrientes de K+. De tal forma que, 

la potencia de estas hormona sobre las corrientes de K+ en CMLV puede resumirse: 

dietilestilbestrol > E2 = etinilestradiol > progesterona. 

Estos resultados podrian explicarse con relación a las diferencias de los grupos 

funcionales presentes en las moléculas base de los estrógenos. Lo que generaría, 

diferentes afinidades, actividades intrínsecas y respuestas especificas al unirse a sus 

receptores. 

Para determinar si el E2 y el dietilestilbestrol están actuando mediante la interacción con 

el receptor especifico ERa, decidimos emplear el análisis de Schild que consistió en 

evaluar los efectos de cada hormona en presencia de concentraciones crecientes de un 

antagonista (tamoxifen e ICI-182, 780) para evaluar el desplazamiento del efecto del 

agonista por el antagonista y determinar si existe un antagonismo competitivo que 

involucre a dicho receptor. Nuestros resultados muestran que ambas hormonas se unen 

a su receptor de manera específica, dependiente de la concentración y puede ser 

desplazado del receptor de manera competitiva por sus antagonistas. Esto sugiere 

fuertemente, que los estrógenos aumentan la corriente de K+ en CMLV por su 

interacción con receptores ERa. 

Los efectos de ambos estrógenos son específicos, ya que no se observan sobre los 

canales Kca2+ y KATP. Lo que señala que el receptor ERa podría estar acoplado 

intracelularmente estructuralmente o mediante un sistema de mensajería a los canales 
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Kv. Esto indicarla que el E2 genera cambios en la respuesta de contracción mediante la 

modulación de uno de los elementos importantes en la excitabilidad celular como lo son 

los canales de K·. 

Finalmente, para descartar un efecto a nivel genómico, decidimos inhibir la síntesis de 

protelnas con cicloheximida (1 J.lM). Tanto el E2 como el dietilestilbestrol, fueron 

capaces de generar un incremento en las corrientes totales de salida de K·, en 

presencia de cicloheximida, mostrando con ésto claramente que los efectos de los 

estrógenos sobre los canales de K· en CMLV no dependen de un mecanismo 

genómico. 

Con estos resultados, proponemos evaluar: 1) La segunda mensajería intracelular 

involucrada en la interacción del receptor ERa. con los canales Kv en estas células. 11) 

Realizar estudios de estereoespecificidad de las honnonas estrogénicas sobre los 

efectos de incremento de las corrientes de K·. IU) Modificar la estructura química de los 

estrógenos para obtener sus efectos ~cardioprotectores· y eliminar sus efectos 

estrogénicos. Todo lo anterior con la finalidad de establecer terapias más específicas y 

razonadas en el tratamiento y prevención de enfennedades cardiovasculares. 

57 

Facultad de Qulmica, UNAM 



Discusión de Resultados 

10.- Conclusiones. 

1) El E2 tiene efectos vasodilatadores sobre el tejido de aorta de rata, dependientes de 

su concentración y del gradiente de concentración de K·, 

2) Los estrógenos generan un incremento en las corrientes totales de salida de K+, de 

manera dependiente de la concentración y con la siguiente potencia: dietllestilbestrol > 

E2 = einilestradiol > progesterona. 

3) El efecto de estas hormonas sobre los canales de K+; es especifico debido a que en 

presencia de un inhibidor de canales Kv (4-AP), el E2 y el dieti lestilbestrol no tienen 

efecto, Además, los canales Kv son la principal población de canales de K+ presente en 

estas células (85%). 

4) Se utilizó el análisis de Schild para determinar que el efecto sobre las corrientes de 

K+ está mediado por la interacción de los estrógenos con el receptor ERa. 

5) Los efectos analizados en este estudio no dependen de mecanismos genómicos, 

debido a que un bloqueador de la sintesis de proteínas no modificó el efecto de estas 

hormonas sobre las corrientes de K", 
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