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adenilato ciclasa

acetilcolina

acido desoxiribonucléico
adenosinmonofosfato ciclico

acido ribonucléico
adenosintrifosfato

4-aminopiridina

maxicanal de alta conductancia
calcio

concentracion de calcio intracelular
concentracion de calcio extracelular
cloruro de calcio

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

células de musculo liso vascular
diéxido de carbono

diacilglicerol

DNA pilimerasa

estrona

estradiol

estriol
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EGTA etilenglicol-bis (beta-amino etilen éter)-N,N,N',N'-tetracético
ERa receptor alfa para estrégenos

ERpB receptor beta para estrogenos

GC guanilato ciclasa

GMPC guanosinmonofosfato ciclico

Gli glibenclamida

HDL lipoproteinas de alta densidad

HEPES N-2 hidroxietilpeperacina-N-2 acido etanosulfénico
IbTX iberiotoxina

i.p. Intraperitoneal

IP3 inositol trifosfato

K potasio

Kate canal de potasio sensible a ATP

Kea?" canal de potasio dependiente de calcio

Kir canal de potasio de rectificacion de entrada
Ky canal de potasio dependiente de voltaje
KClI cloruro de potasio

KDa kilodaltones

KH.PO, fosfato acido de potasio

KOH hidroxido de potasio

LDL lipoproteinas de baja densidad

MAP protein cinasa activada por mitégeno
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MgSOs4
MLV
mM

ms

mV

uM

NA
Na®
NaCl
NADPH
NaHCO;
nM

NO
NOS
0,

PA
PDE

pf

PGl

PI

PKA

PKG

sulfato de magnesio
musculo liso vascular
milimolar
milisegundos
milivolts

micromolar
noradrenalina

sodio

cloruro de sodio
fosfato de dihidronicotinamida adenindinucleétido
bicarbonato de sodio
nanomolar

6xido nitrico

6xido nitrico sintasa
oxigeno

potencial de accion
fosfodiesterasa
picofaradios
prostaglandina
fosfatidilinositol
protein cinasa A

protein cinasa G
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PLC
RE
SK
SR
TEA
TGl

fosfolipasa C

reticulo endoplasmico
canales de baja conductancia
reticulo sarcoplasmico
tetraetilamonio

tracto gastrointestinal
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Resumen

1.- Resumen.

Evidencias clinicas y experimentales proponen al 17f-estradiol como una hormona con
acciones protectoras sobre el sistema cardiovascular. Los mecanismos por los cuales,
esta hormona y sus analogos sintéticos generan esta proteccion ain no estan
completamente dilucidados. En este trabajo se describen los efectos directos del 17p-
estradiol y dos de sus andlogos sintéticos sobre las propiedades eléctricas y las
corrientes de potasio de células de musculo liso vascular (CMLV) obtenidas de aortas
de ratas macho. Proponiendo a los canales de potasio como elementos fisiolégicos
involucrados en los efectos protectores del 178-estradiol en el sistema cardiovascular.
El 17p-estradiol, es capaz de inducir relajacién en anillos de aorta de rata previamente
contraidos con potasio. Sin embargo, esta capacidad relajante disminuye conforme la
concentracion extracelular de potasio se iguala a su concentracion 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 173-estradiol. Por otra parte, el 17p-
estradiol, el etinilestradiol (0.3-3 pM) y el dietilestilbestrol (0.1-1 pM) inducen un
incremento dependiente de la concentracion, en las corrientes de potasio sensibles a
voltaje registradas en CMLV (34.5+2%; 33.2+3% y 42.4+3%, respectivamente con la
concentracion mas alta). Estos efectos se observaron a partir de los 2 min de aplicacion
de los estrogenos a las células; no obstante, la presencia de las diferentes
concentraciones de las hormonas no provocé cambios significativos en el potencial de

membrana (-46+4 mV) ni en la capacitancia de la membrana celular (42.5+ 3.6 pF). Los

1
e
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efectos del 17p-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 especificos de los receptores o para los estrégenos (ERa); segun el
analisis de Schild. Ademas, los efectos de ambas hormonas no fueron bloqueados por
la presencia de cicloheximida (1 uM), un inhibidor de la sintesis de proteinas. Estos
resultados sugieren fuertemente que el 17-estradiol y el dietilestilbestrol inducen sus
efectos relajantes en el masculo liso vascular por medio de una interaccién con su
receptor (ERa) y la modulacién de los canales de potasio presentes en la membrana
celular. Generando asi un incremento en la actividad de los canales de potasio
induciendo la salida de este i6n, lo que propicia una hiperpolarizacion que impide la
activacion de los canales de calcio y por ende la entrada de este i6n que es importante
para la contraccién del MLV. Finalmente, podemos concluir que los efectos protectores
de esta hormona en parte pueden ser debidos a una accién directa sobre el musculo
liso vascular a través de la modulacién de los canales de potasio, accién que no

involucra efectos gendmicos.

(]
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Introduccion

2.- Introduccion.

2.1. Musculo liso vascular.

2.1.1. Descripcion anatémica del musculo liso vascular.

El musculo liso vascular (MLV) es un tipo de musculo liso multiunitario, constituido por
unidades celulares individuales, alargadas, ahusadas y con extremos afilados, carentes
de puentes de interconexién. Se ha descrito la presencia de un reticulo sarcoplasmico
que se encuentra poco desarrollado, escasas mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico y pocos ribosomas libres; asi como pequefios depdsitos de lipidos y
glucégeno. Las proteinas actina y miosina-ll se encuentran presentes en grandes
cantidades formando filamentos intracelulares. Los filamentos de actina son finos,
tienen aproximadamente un diametro de 7 nm y los de miosina son gruesos,
aproximadamente de 16 nm de diametro. Cada filamento grueso de miosina esta
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
estan enlazados mediante la a-actinina a los filamentos de actina. Gracias a esta
interaccién, el deslizamiento entre la actina y la miosina provoca una contraccién de la
musculatura vascular (Ganong, 2000). El MLV contiene también tropomiosina, proteina
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
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tropomiosina y la troponina, proteina a la cual se une el calcio (Ca®*) (Geneser, 1996;

Ganong, 2000).

2.1.2. Mecanismo de contraccién y relajacion del musculo liso vascular.

El proceso de contraccién y relajacién en el musculo 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 Quayle, 1995). EIl MLV presenta contracciones continuas e
irregulares asociadas a cambios en el potencial de membrana, las cuales son
totaimente independientes de la inervaciéon, este estado de contraccion parcial
sostenida es cominmente denominado como tono muscular. Se estima que el lapso
entre la despolarizacién inicial y la contraccion maxima es de aproximadamente 500 ms,
por lo que podemos decir que el acoplamiento entre la excitacién y la contraccion del
MLV es lento, al compararlo con los del musculo esquelético y cardiaco donde ocurre
en aproximadamente 10 ms (Guyton, 1995; Ganong, 2000).

Por otra parte, la concentracion intracelular de Ca®** ([Ca®']) necesaria para que se
inicie la contraccién depende en gran medida de la concentracion extracelular de Ca®*
([Ca®"]ex) que ingresa a la célula, via canales de Ca*" tipo L dependientes de voltaje.
Estos se abren cuando censan una despolarizacién en el potencial de membrana, por
lo que cambios en el valor del potencial de membrana, también pueden modular el

proceso de contraccion y relajacion en las CMLV (Ganong, 2000).
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Para que se pueda llevar a cabo la contraccién en el MLV, el Ca®" 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 fosforilacién de la cadena ligera de la miosina en un
residuo de serina (serina cinasa). Con esta fosforilacion se activa la enzima miosina
ATPasa; con lo que, la actina se desliza sobre la miosina, dando origen a la
contraccién. Finalmente, la miosina se desfosforila por la miosina fosfatasa, llevando a

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

Miosina Cabeza de miosina

Troponina

Figura 1. Muestra la interacciéon entre los componentes de la maquinaria contractil en CMLV.
A) Elementos que participan en la contraccion del musculo liso, B) El calcio (Ca®*) desencadena
la contraccién al unirse a la troponina C, lo que genera su desplazamiento y expone el sitio de
enlace entre la miosina y la actina. Posteriormente la hidrolisis de ATP cambia la conformacion
de la cabeza de miosina e induce la union entre la miosina y la actina. (Figura modificada de
Ganong 2000, por Sucilla 2004).
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2.1.3. Modulacién de la contraccion y de la relajacion del MLV.

La contraccion del MLV puede ser modulada por diferentes agentes quimicos como las
substancias vasoactivas provenientes del endotelio (endotelinas y prostaciclinas),
agentes «-agonistas, angiotensina Il y bloqueadores de canales de Ca®". Los cuales

"1 o bien, aumentando la

intervienen de diversas formas, ya sea, incrementando la [Ca
afinidad de las miofibrillas al Ca®* (Ganong, 2000; Rang, 2000). La [Ca®'] 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 reticulo sarcoplasmico, propiciando la salida del Ca?
contenido en éste y aumentando su concentracién en el citosol.

I) La activacién de los canales de Ca?* tipo L, dependientes de voltaje en respuesta a
una despolarizacion previa, permitiendo el paso a través de ellos de Ca®* al interior de
la célula. Se ha descrito, también, la presencia de otros canales catidnicos, que
permiten el paso de Na* y de Ca?" simultaneamente, provocando una despolarizacion.
La relajacion del MLV es generada por ciertos agentes quimicos que intervienen
disminuyendo la [Ca®"), o bien, actuando de manera directa sobre la maquinaria
contractii por medio de segundos mensajeros (Ganong, 2000; Rang, 2000). Los

principales procesos de modulacién de la relajacion del MLV, se describen a

continuacion:
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1) La activaciéon de los canales de K* por farmacos (agentes exégenos) como: el
pinacidil y el diazéxido, aumenta la permeabilidad de la membrana celular a este ién,
permitiendo su salida, lo cual, produce una hiperpolarizacion de la membrana celular,
que genera la inactivacion de los canales de Ca?* tipo L dependientes de voltaje.

) La activacion de receptores a nivel de membrana para PGl;, farmacos B-
adrenérgicos, adenosina, los cuales, estan acoplados a la adenilato ciclasa (AC),
activandola y generando AMPc. El AMPc por su parte, activa a la protein cinasa A
(PKA), ésta ejerce un efecto de inhibicién sobre la CCLMDC, propiciando asi, la
relajacion.

lll) Otro agente importante, que interviene en el fendbmeno de la relajaciéon del MLV, es
el oxido nitrico (NO), el cudl difunde a través de la membrana y activa a la guanilato
ciclasa (GC) para producir GMPc intracelular. EI GMPc produce relajacion activando a
la PKG o disminuyendo la [Ca®'].

IV) Los compuestos como las metilxantinas, inhiben la contraccién del MLV debido a la
inhibicién de la fosfodiesterasa (PDE), protegiendo asi al GMPc y al AMPc de una

posible degradacién (Figura 2 ) (Rang, 2000).
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Canales de Ca2*
dependientes
de voltaje

Canales de K*

1
v TTTw ' —
potencial 20-HETE j3jargamiento

de membrana Vasoconstrictores

ON EETs
Vasodilatadores

Figura 2. Procesos de modulacion de la contraccién involucrados en las CMLV. El proceso de
contraccion-relajacion, esta fuertemente regulado por el valor del potencial de membrana, el
cual esta estrechamente relacionado con el flujo de iones a través de canales especificos, cuyo
fin dltimo es generar un incremento en la concentracién de Ca®* intracelular. Los receptores de
agentes vasoconstrictores y relajantes se encuentran acoplados a cascadas de segunda
mensajeria que permiten aumentar o disminuir, respectivamente la afinidad de las enzimas
contractiles al Ca®", o bien, generar mensajeros como el inositol trifosfato (IP;) capaz de sacar
Ca®* del reticulo sarcoplasmico (RS) por medio de un receptor canal. Los canales de K* y los
canales de Ca®* juegan un papel importante en la regulacién del potencial de membrana y del
tono vascular. CCOS, canales de calcio operados por almacenes de Ca?": CCAS, canales
cationicos activados por alargamiento. (Figura elaborada por Mendoza y Sucilla, 2003).

2.2. Canales idnicos (Generalidades).

Las células tienen una estructura fundamental llamada membrana plasmatica 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 lipidos dispuestos en una bicapa, y un 60 a 75% de proteinas que se
suelen clasificar en dos grandes grupos: |) Proteinas integrales: que son aquellas que
atraviesan toda la membrana, y |l) proteinas periféricas: que se encuentra unidas a la
membrana exclusivamente en las partes exteriores de la bicapa lipidica. Los canales
ibnicos son proteinas de transporte que se encuentran clasificados dentro de las
proteinas integrales que permiten el flujo de agua y de diversos iones a través de la
membrana. Los canales ionicos son proteinas que permiten el paso especifico de
ciertos iones (Ca?*, K*, Na*), mientras que los canales cationicos 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 convencién internacional, el interior de la célula se considera eléctricamente
negativo con respecto del exterior. Se ha descrito que en el caso de las CMLV 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 estimulos eléctricos, quimicos o mecanicos que producen
cambios en el valor del potencial de membrana. A estos cambios se les conoce como
potenciales de accién (PA) (Guyton, 1995; Ganong, 2000). En el MLV se han descrito

PA dependientes del ingreso de Ca®" a la célula, como los que ocurren en las células de

Facultad de Quimica, UNAM



Introduccion

las arterias mesentérica y renal (Tare et al, 2002), sin embargo, en las CMLV

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

2.2.1. Canales iénicos en células de musculo liso vascular.

Estudios previos, han mostrado la presencia de una amplia variedad de canales iénicos
en la memb;ana de CMLV, esta diversidad de canales, obedece a la gran cantidad de
procesos fisiolégicos que tiene que realizar la célula para poder satisfacer sus
necesidades biologicas (Latorre and Lépez, 1996).

En las CMLV existen canales i6nicos que son activados por agonistas extracelulares. La
gran mayoria de estos canales son proteinas, formadas por 5 subunidades
polipeptidicas 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 Lépez, 1996; Rang, 2000).

Otros canales presentes en las CMLV son aquellos activados por la interacciéon de
agonistas intracelulares, cuya estructura es similar a los canales anteriormente
descritos (Latorre and Lépez, 1996; Rang, 2000).

Por ultimo, se ha comprobado la existencia de canales catiénicos, principalmente
permeables a Ca®" y a Na; y de canales iénicos como los de K' que tienen una
estructura cuaternaria tetramérica de aproximadamente de 260 KDa, cada uno de los 4
dominios presenta de 2 a 6 regiones transmembranales unidas entre si por conectores
protéicos (Figura 3) (Ganong, 2000).

10
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Canal del K" de rectiticador hacia adentro Canal del K™ con compuenia de voltaje
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Figura 3. Dos familias de canales de K'. IZQUIERDA: Kjz. Arriba: Subunidad con 2 dominios
transmembranales. Abajo: Formacion del canal por cuatro subunidades. DERECHA: K.
Arriba: Subunidad del canal con 6 dominios transmembranales. Abajo: Formacién del canal
mediante 4 subunidades.

Es preciso mencionar que el funcionamiento de todos estos canales puede ser activado
y/o modulado por diversos mensajeros quimicos intracelulares como los nucledtidos
ciclicos o las hormonas, asi como por la diferencia de voltaje presente en la membrana
celular. Debido a las extensas propiedades moleculares, farmacolégicas vy fisiolégicas
que presenta cada canal es muy dificil establecer una clasificacion (Latorre and Lépez,

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

Los canales iénicos de K* son los mas abundantes, se pueden encontrar en cualquier
célula eucaridtica o en aquellas células cuyos potenciales de accién sean mediados por
corrientes de Na*, Ca®* o ambas (Hille et al., 1992). Hoy en dia se tienen identificados
cerca de 100 genes diferentes que codifican para canales de K* en diversos organismos
(Wein et 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 farmacolégicas (Rudy, 1988; Hille, 1992).

Estos canales desempefian papeles importantes como la regulacién de la excitabilidad
celular. Los canales de K* regulan la funcién y el tono del MLV controlando el potencial
de membrana, interviniendo asi, en el fendmeno de la hiperpolarizacién 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
clasificacién basado en las caracteristicas 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
farmacologia del canal. Como resultado de esta clasificacion tenemos 5 grandes grupos
de canales de K*: ) Canales de K* dependientes de voltaje; 1) canales de K" activados
por Ca®"; Ill) canales de K* acoplados a receptores; IV) canales de K' modulados

metabdlicamente; y V) canales de K" activados por Na* (Rudy, 1988).

e ——
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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 (Ky), canales de K* activados por Ca®" (Kca2*),
canales de K de rectificacion de entrada (Kig), y canales de K* sensibles a ATP (Karp)

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

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

En todas las CMLV se ha reportado la existencia de al menos, una corriente de K* que
se activa mediante la depolarizacién de la membrana (Beech and Bolton 1989). Los
canales Ky se abren al existir una depolarizacion del potencial de membrana, por lo que
incrementa el flujo de K* a través de ellos; efecto importante para el fenémeno de
repolarizacién. Se han identificado canales Ky en CML coronario, cerebral, renal,
mesentérico y pulmonar (Volk et al, 1991); también en nervios mielinicos (Dubois,
1983), axones de calamar (Shrager et al 1974), neuronas de moluscos (Adams et al.,
1980), musculo esquelético (Beam and Donaldson, 1983a) y musculo cardiaco (Noble

and Tsien, 1968).

2.2.2.2. Canales de potasio de rectificacion de entrada (Kir).

El nombre de estos canales se debe a que se observo en registros de fijacion de voltaje

que las corrientes de entrada de K', son mayores que las corrientes de salida

registradas (Nelson and Quayle, 1995). Esta propiedad se llamo rectificacion anémala

por ir en sentido contrario a la direccion predicha por la teoria del campo constante

(Goldman 1943; Hodgkin and Katz, 1949). La rectificacion es importante para que las
13
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CMLYV se repolaricen rapidamente, para minimizar la pérdida de K* intracelular y para
poder mantener el potencial de membrana (Ibarra et al., 1991). El movimiento y la
entrada del K" extracelular a la célula a través del canal Kir estan limitados por el cierre
de canales dependientes de voltaje cuando ocurre la depolarizacion de la membrana, y
también por un posible bloqueo de las corrientes salientes, ejercido por el Mg®
intracelular (Nelson and Quayle, 1995). Evidencias experimentales demuestran la
presencia corrientes de canales Kir en aorta, en arteriolas cerebrales y mesentéricas,
en arterias coronarias y cerebrales (Edwards and Hirst, 1988), en musculo esquelético
(Adrian et al., 1970b), en ovocitos de estrella de mar (Hagiwara and Yoshii, 1979), en
neuronas de invertebrados (Kandel and Tauc, 1966), en neuronas de mamifero (Nelson

and Frank, 1967) y en fibras de Purkinje (lbarra et al., 1991).

2.2.2.3. Canales de potasio activados por calcio (Kca2").

Existen canales de K’ de larga conductancia, que son activados durante la
vasoconstriccion por los incrementos en la [Caz*}i y por la depolarizacion de la
membrana. En CMLV estos canales permiten que el K* pase facilmente 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 [Ca?']; y se modulan por el potencial de membrana
en presencia de Ca®* (McManus and Magleby, 1991). La importancia de estos canales
radica en su papel en el metabolismo celular. Estos canales suelen clasificarse segun la
conductancia en maxicanales o canales de alta conductancia (BK), canales de
conductancia intermedia y canales de baja conductancia (SK) (Romey and Lazdunzky,

14
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1984). Recientemente se han identificado canales Kca>* en MLV, musculo esquelético y

cerebro de ratén (Adelman et al., 1992)

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

Los canales de K" que pueden cerrarse por efecto del ATP intracelular (Karp) fueron
identificados primero en musculo cardiaco (Noma, 1983). Se ha descrito la presencia de
estos canales en: musculo esquelético, en células  pancreaticas, en algunas neuronas
(Aschcroft and Aschcroft, 1990) y recientemente en MLV (Nelson et al, 1993). Los
canales Katp responden a cambios en el estado metabdlico celular y a un gran namero
de agentes vasodilatadores, pero no son dependientes de voltaje, es decir, son
insensibles a los cambios del potencial de membrana (Nelson and Quayle, 1995). Estos
canales estan 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 estan involucrados en la regulaciéon de fenémenos
fisiolégicos de la sangre, activandose en situaciones que exigen una alta demanda de
flujo sanguineo, por ejemplo, en casos de hipoxia (Nelson and Quayle, 1995). En la
figura 4 se muestran los cuatro principales canales de K", asi como los agentes que

abren o cierran cada tipo de canal.
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Canal Ky Canal Kg,2+
IbTx
“e Nso04 ©_~ ChTx
X :)T ® : T TEA*
K+ E@ @/ Kkt \®
Depolarizacion de c;z"' Depolarizacion de
membrana membrana
CanalK
Cand KR Cromakalin ——mmAlC,
Pinacidil
Ba2t Kk* Dli::c@xido Glibenclamida

O\A ‘/@) Sulfato de Q ®

Minoxidil :O :
;:2'01* ® o I* ®

Hiperpolarizacion de
membrana il ADP

Figura 4. Canales de K* presentes en CMLV. Los signos positivos (+) representan la activacion
o induccion de la apertura del canal y los signos negativos (-) representan la inactivacion,
bloqueo o cierre del canal. Cada canal presenta diferencias farmacolégicas y de dependencia
de voltaje, que los caracteriza y permite su identificacion. (Figura elaborada por Mendoza y
Sucilla, 2003).
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2.3. Estrogenos.

Los estrégenos, al igual que los progestagenos, son hormonas sexuales secretadas
por los testiculos, por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos, por el cuerpo
liteo y por la placenta. Estas hormonas se encargan de estimular la proliferacién 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, asi como, en la modulacién de diversos procesos metabdlicos (Fritsch and
Murdoch, 1994). Los estrogenos de mayor importancia en el humano son: el 17p-
estradiol (E;) que se sintetiza y se secreta en los ovarios; la estrona (E,) que se forma
en tejidos periféricos, a partir de andrégenos secretados en la corteza suprarrenal y en
células de la teca del ovario y el estriol (E3), derivado de la E; (Williams and Stancel,

1996; Ganong, 2000).

2.3.1. Estructura quimica de los estrogenos y biosintesis.

Los estrogenos son compuestos esteroides Cig, que presentan, un grupo 17-hidroxilo 6
17-ceto y un grupo metilo angular unido a la posicién 10 (Figura 5) (Ganong, 2000).

La via biosintética (Figura 5) incluye su formacién a partir de los andrégenos.
Comienza cuando el colesterol se transforma en pregnenolona, agente precursor de las
hormonas sexuales. El proceso de biosintesis incluye la formacion de compuestos
precursores, como es el caso de la androstendiona y la testosterona que conducen a la

17
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formacién de E4, E2 y E; (Figura 5) debido a la aromatizacién del anillo “A” de la
molécula, proceso en el que intervienen el complejo enzimatico monooxigenasa (Paso
aromatasa) utilizando NADPH y O; como co-sustratos, este complejo enzimatico se
encuentra localizado en el RE de las células de la granulosa del ovario, en las células
testiculares de Sertoli y Leydig, en células estromicas del tejido adiposo,
sinciotrofoblastos de placenta e hipotalamo (Williams and Stancel, 1996; Nebert and
Gonzalez, 1987).

Para que dicha aromatizacién se lleve a cabo, el metilo angular en el C-19 del
precursor androgénico debe hidroxilarse, posteriormente, ocurre una segunda
hidroxilacién en el mismo atomo, propiciando asi, la eliminacién del hidroximetilo en el
C-19; por ultimo, se realiza una hidroxilacién en el C-2, lo que produce un intermediario
inestable que se reordena y forma el anillo fendlico “A” (Miller, 1988).

También se sabe que el E; secretado se puede oxidar mediante un mecanismo
reversible a E; mediante la acciéon de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y que
ambos pueden convertirse en E;. Dicha transformaciéon ocurre principalmente en el
higado, 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 estrogenos. (Figura modificada de Ganong 2000 por
Mendoza, 2004).
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2.3.2. Fisiologia de los estrégenos.

Los estrégenos son los compuestos responsables de las transformaciones que sufren
las mujeres en la pubertad y explican los atributos fenotipicos femeninos. Se involucran
directamente en el crecimiento y desarrollo de la vagina, el Gtero y las trompas de
Falopio, ademas de inducir el aumento de tamafo de las mamas, promover el
crecimiento ductal y el desarrollo del estroma (Channing et al., 1980).

Estas hormonas estan involucradas también, en la induccién de la proliferacion del
revestimiento mucoso de las trompas de Falopio y del endometrio uterino. Gracias a los
estrogenos, proliferan las células glandulares y se incrementa el nimero de células
epiteliales ciliadas que revisten las trompas de Falopio facilitando asi el transporte del
cigoto fecundado hacia la matriz del utero (Lein, 1979).

Cuando una mujer entra en su periodo de fertilidad durante la pubertad podemos ver
aumentos en la actividad osteoblastica debidos a los estrégenos que aceleran el
crecimiento durante los afios siguientes. Otro efecto de los estrégenos sobre el
esqueleto es el cierre de la epifisis con la difisis de los huesos largos, por lo que el
crecimiento de la mujer cesa antes que el del varén (Guyton, 1995).

Cabe mencionar que los estrogenos elevan la tasa metabdlica de las grasas,
provocando la formacién de depodsitos de grasa en el tejido subcutaneo, también,
alteran la composicion de liquidos plasmaticos, induciendo un aumento en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), asi como, una reduccion en la concentracion de

lipoproteinas de baja densidad (LDL) y en la concentracion plasmatica del colesterol,
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que aminore el riesgo a desarrollar enfermedades coronarias en mujeres
premenopausicas (Bush et al., 1985; Crook et al., 1988; Sullivan et al., 1988).

Otros efectos importantes de los estrégenos son la disminucion de la motilidad
intestinal, y su contribucion a la generacién de edemas, y a la retencién de sales y agua
en los rifiones (Channing et al., 1980).

Por ultimo, es importante resaltar que una deficiencia de estrégenos puede provocar la
disminucién de la actividad osteoblastica, una disminucién en la matriz 6sea y menor
depésito de calcio y fosfato en el hueso, procesos que podrian desencadenar una

osteoporosis (Guyton, 1995; Ganong, 2000).

2.3.3. Mecanismo de accién clasico o genémico de los estrégenos en musculo liso
vascular.

Otro tejido que se ha considerado como blanco del efecto de las hormonas sexuales es
el tejido cardiovascular. Observaciones clinicas mostraron que la presencia de
concentraciones fisioloégicas de estrégenos en la sangre de mujeres en edad fértil,
ejercen un efecto “protector” en el sistema cardiovascular que propicia un menor
nimero de muertes debidas a problemas cardiovasculares en una relacién de 3:1 en
comparacion con los hombres de la misma edad (Kalin and Zumoff, 1990). Ademas,
cuando el cese de la produccién 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, et al.,
1987). Finalmente, los estrogenos tienen la capacidad de inducir relajacion del MLV y

21
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cardiaco, ademas de disminuir la respuesta de contraccion a diferentes agentes
contractiles en varios tejidos de MLV (Martinez, et al, 2001). Sin embargo, el
mecanismo por el cual los estrégenos tienen la capacidad de modificar la respuesta
contractil a diversos agentes y el tono vascular del misculo liso ain no esta bien
determinado y en la actualidad son diversos los mecanismos propuestos para describir
las acciones de los estrogenos sobre el SCVSC (Franco, et al., 2003).

En las CMLV existen los receptores para estrogenos o (ERa) y los receptores para
estrogenos B (ERB) siendo los primeros, los mas abundantes. El mecanismo de accién
clasico o gendémico de los estrégenos comienza cuando estas hormonas entran en su
célula blanco mediante difusion pasiva y se unen a sus receptores intracelulares de alta
afinidad. Los ERa y los ERP son factores de transcripcion que sufren cambios
conformacionales después de unirse a su ligando. Los complejos estrogeno-ER se
dimerizan y se unen a sitos especificos en las regiones de control de sus genes blanco,
llamados elementos de respuesta a estrégenos. Dichos complejos se asocian con una
gran cantidad de proteinas capaces de activar la transcripcion, el complejo multiprotéico
contiene a la RNA polimerasa que transcribe ADN a ARN. Dentro de las proteinas
asociadas a los ER se encuentran proteinas coactivadoras e integradoras de la

transcripcion (Mendelsohn and Karas, 1999).
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2.3.4. Mecanismos de accioén no genémicos de los estrégenos en musculo liso vascular.
Se han propuesto algunos mecanismos que sostienen la idea de que los estrégenos
pueden incrementar la viabilidad del 6xido nitrico (NO) proveniente del endotelio
(Mendelsohn and Karas, 1999). Al administrar E; directamente en arteria coronaria
provoca una vasodilatacion rapida al activar la produccién de NO endotelial. Se tiene la
hipétesis de que el E; produce dicho efecto incrementando el flujo de Ca®* hacia el
interior de la célula (Lantin-Hermoso et al., 1997). Otros estudios sugieren que los
factores de transcripcion activados por ligando, deben tener una segunda funcién que
es la activacion de los eventos de transduccion, lo cual podria culminar en una rapida
activacion de la éxido nitrico sintasa (iNOS) (Lantin-Hermoso ef al., 1997).

Se ha demostrado experimentalmente que el E, causa la activacién de la proteina
cinasa activada por mitdgeno (MAP), la cual, induce la accion de la iINOS. Estos
hallazgos demuestran que la activacién de la INOS es mediada por el ERa de forma no
genémica (Chen et al., 1999).

Otros laboratorios han mostrado evidencia de otra via involucrada en la transduccién de
sefales para la activacion de la INOS que es la via de la fosfatidilinositol (Pl) 3-cinasa —
Akt (protein B cinasa). La Pl 3-cinasa activa a la Akt, la cual, puede fosforilar y activar
directamente a la INOS (Simoncini et al., 2000).

Ademas, recientemente se ha presentado a los canales de K’ como un posible sitio de
accién de los estrogenos para modular la actividad contractil y de tono vascular del
musculo liso. El grupo de White en 1995, mostré que los estrégenos podian generar
relajacion de las arterias coronarias mediante la interaccion de las hormonas con Kea?".
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Mecanismos que posiblemente involucran la sintesis de AMPc y NO (White, et al., 1995;
Wellman, et al., 1996).

El dietilestilbestrol un agonista sintético del estradiol que se emplea en la terapia de
reemplazo hormonal, induce relajacién de la aorta de rata previamente contraida con
noradrenalina (NA) de manera independiente del endotelio. Este efecto fue inhibido con
un bloqueador especifico de canales de K dependiente de ATP (Karp), como la
glibenclamida y por el tetraetilamonio (TEA), un bloqueador especifico de canales de K*
dependientes de Ca®, lo que sugiere que el dietilestilbestrol requiere del
funcionamiento de los canales Karp en el musculo liso de la aorta de rata (Martinez, et
al., 2001). Finalmente, el grupo de Valverde, fue el primero en mostrar que el E; es
capaz de modificar la corriente en los Ka& expresados en ovocitos de una manera
directa sobre la subunidad P del canal, ésto se demostré porque al afiadir en el medio
extracelular un antagonista del E; afin a la subunidad f las corrientes eléctricas de los
Kcs?* se vieron disminuidas significativamente; evento que se observo a los 5 min
después de haber aplicado el estrégeno y sin dependencia del nicleo o de la sintesis
de proteinas, ya que en otro experimento se afiadié al medio con Ez un bloqueador de
la sintesis de proteinas y los registros de las corrientes eléctricas de los Kc,>* no

sufrieron alteracion alguna (Valverde, et al., 1999).
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3.- Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares representan una de las principales causas de
muerte e incapacidad, tanto en paises desarrollados como subdesarrollados. Estudios
clinicos han mostrado que los hombres son mas susceptibles a padecer de estas
enfermedades en comparacion 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. Ademas cuando se emplean terapias de reemplazo hormonal, se
genera una “cardioproteccién” en las mujeres que reciben la terapia en comparacién
con aquellas que no la reciben. Todo esto nos presenta a las hormonas sexuales
femeninas como elementos fisiolégicos que de alguna manera protegen la respuesta
del sistema cardiovascular a los agentes contractiles y relajantes endégenos y
mantienen un tono vascular adecuado para generar la contraccién. 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 relajacion y
contraccion, mediante la hiperpolarizacion o despolarizacién de la membrana celular
respectivamente, acciones que tienen efecto directo sobre la [Caz’]i,

Por este motivo, se considerd importante analizar farmacolégicamente los efectos del

E> y algunos de sus andlogos 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 contraccion de las
CMLV. Los resultados de este estudio nos permitiran esclarecer el mecanismo de
accion que los estrégenos usan para relajar al MLV, ademas del descrito sobre los
canales de Ca®"; asi como, nos ayudaran a proponer terapias cardiovasculares

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

Al E; y sus analogos sintéticos se les ha descrito la propiedad de ser sustancias
relajantes en tejidos obtenidos de diferentes areas del musculo liso vascular. Este
efecto es independiente del endotelio vascular (Andersen et al., 1999), inmediato y no
genémico (Haynes, et al., 2002); lo que sugiere que los estrégenos tienen la capacidad
de interactuar directamente con el MLV para generar vasodilatacion e incluso modular
la respuesta del musculo a diferentes agentes contractiles.

Una hipétesis que se ha utilizando constantemente y estd ampliamente documentada,
sefiala que estas hormonas tienen la capacidad de inhibir la activad de los canales de
Ca®" dependientes de voltaje tipo L, principal fuente de Ca®* para la generacién de la
contraccién (Nakajima et al., 1995; Kitazawa et al., 1997). Por otro lado, los canales de
K* son importantes para la modulacion del potencial de membrana de las CMLV y del
tono muscular, lo que ha permitido describir la interacciéon de los estrégenos y los
canales de K* en neuronas (Kelly et al., 2002) y en varios tejidos vasculares (Valverde
et al., 1999; Martinez et al., 2001; Benkusky et al., 2002). Sin embargo, los mecanismos
ibnicos involucrados en este proceso se conocen de manera poco clara.

Por tal motivo en este trabajo, analizamos los efectos directos, no genomicos del E;
sobre los canales de K+ presentes en .ias CMLV, proponiendo a éstos como un
mecanismo de modulacién del proceso de contraccién, en el cual se involucra la
regulacion del potencial de membrana y del tono muscular.
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5.- Hipétesis y Objetivos.

5.1. Hipétesis general.
El E; activa las corrientes de K* presentes en CMLV, a través de su unién a
receptores estrogénicos a nivel de membrana celular, mecanismo que no involucra la

sintesis de proteinas.

5.2. Objetivos generales.

a) Describir farmacolégicamente los efectos del E;, etinilestradiol, dietilestilbestrol
y progesterona sobre las corrientes de K" en CMLV.

b) Analizar si los efectos del E, estan mediados por su unién a receptores
estrogénicos a nivel de membrana.

c) Estudiar el papel de la sintesis de proteinas en los efectos del E; sobre las

corrientes de K* en CMLV.

5.3. Hipétesis particulares.
El K es el principal componente de la corriente de K™ saliente en las CMLV de
rata.
El E; induce un incremento en la amplitud de las corrientes de K mediadas por
el Kigr en CMLV.
28

e ——
Facultad de Quimica, UNAM.



Hipotesis y Objetivos

Los efectos del E, sobre las corrientes de K' son antagonizados de manera
competitiva por tamoxifen e ICI-128, 780.
Un inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida) no bloqueara los efectos

del E; sobre los Kigr en CMLV.

5.4. Objetivos particulares.

a) Disgregar enzimaticamente CMLV provenientes de aortas de ratas macho
wistar.

b) Realizar registro de fijacién de voltaje utilizando la técnica de patch clamp para
registrar las corrientes presentes en las CMLV.

c) Caracterizar farmacolégicamente los canales de K* en las CMLV utilizando
bloqueadores especificos.

d) Analizar los efectos del E; sobre las corrientes de K* mediadas por el Kig,
realizando curvas concentracién respuesta.

e) Mediante un andlisis estadistico de Schild analizar si los efectos del E; son
mediados por receptores estrogénicos a nivel de membrana, empleando antagonistas
especificos como tamoxifen e ICI-182, 780.

f) Mostrar que el efecto no gendémico del E; sobre las corrientes de K™ no

depende de la sintesis de proteinas.
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6.- Fundamentos tedricos de la técnica.
6.1. Bloqueadores de canales de K.

Los canales de K* dependientes de voltaje (Ky), sensibles a ATP (Katp), dependientes
de Ca?* (Kca?*), y de rectificacion de entrada (Kg) se caracterizaron
farmacolégicamente mediante el uso de bloqueadores especificos. Dichos
bloqueadores son sustancias (sales organicas o proteinas) que se unen al canal de K*
con cierta especificidad, que depende la concentracion utilizada de dicho agente
quimico y del tipo de tejido en que se estén caracterizando los canales. A continuacion
se muestra una tabla donde se sefialan las concentraciones usualmente empleadas de

los principales bloqueadores sobre las corrientes de K*:

* Glibenclamida =~ ‘”r’i?”-lm“ﬁ“ﬂ ﬂﬁ- e £

e A % S PR i T ,\: ' =
Iberotoxina 10- 100nM extracelular Kc}*
AvTX)

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

La técnica de patch-clamp es una metodologia que se cred para estudiar las
propiedades electrofisiolégicas de las membranas biologicas. Mediante el uso de esta
técnica podemos registrar las corrientes de la célula completa (macroscépicas), o las
corrientes de canal Gnico (microscopicas) que fluyen a través de las membranas por
medio de canales iénicos. 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 idnicos 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 area 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 electrofisiolégicos 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
1um de didmetro, se acerca a la superficie de la célula y después de hacer contacto con
ella; se aplica una ligera presion negativa al interior de la pipeta, por lo que parte de la
membrana celular se invagina en la punta de la pipeta, formando asi un “parche” que no
es mas que la unién o un sello hermético entre la membrana celular y la superficie del

vidrio. Por medio de este procedimiento se aisla la region de la membrana circunscrita
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por la pipeta del resto de la membrana, esta configuracion es la que se conoce como
“célula ligada” (Sakmann and Neher, 1995).

Ya que se obtiene la configuracion de célula ligada, se rompe el parche que queda
dentro de la punta de la micropipeta mediante la aplicacién de un pulso o succion a
través de la misma; para crear asi, un pequefio 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
plasmatica, por lo que se previene el flujo de corrientes de fuga y se evita que se inunde
la célula con la solucién del bafio y por lo tanto la muerte celular. Al llegar a esta
configuracién, 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 configuracién descrita anteriormente (célula integra) se emplea para registrar las
corrientes i6nicas 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 Célula integra

succion

Parte intracelular de la Parte extracelular de la
membrana fuera membrana fuera

Figura 5. Muestra las configuraciones eléctricas de la técnica de patch-clamp. El dibujo de la
izquierda superior ejemplifica la configuracién de “célula ligada”. El de la derecha superior
muestra la configuracién 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 (NaCl, KCl, MgSO,, KHzPO4, NaHCOj3, CaCl,, gluconato de
potasio, y glucosa) para la preparacion de las soluciones fueron obtenidas de J.T.
Baker, Mallinckrodt, México. Los reactivos (acetilcolina, noradrenalina, HEPES, Trisma
base, EGTA, colagenasa, DNAsa, papaina, albumina sérica bovina, inhibidor de
tripsina, E;, etinilestradiol, dietilestilbestrol, cicloheximida, tamoxifen, iberiotoxina, 4-AP

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

7.2. Estudios Isométricos.

Ratas wistar macho de 280 a 300g de peso fueron sacrificadas por dislocacién cervical
bajo anestesia con pentobarbital sédico (Sedal-vet [6g/ml]), a una dosis de 15.75g/kg de
peso via i.p. La aorta toracica descendente fue extraida y limpiada del tejido conectivo y
grasa en una solucién Krebs-Henseleit con la siguiente composicién (en mM): NaCl
120, KCI 4.7, MgS0O,4 1.25, KH,PO4 1.18, NaHCO; 25, CaCl; 2.5 y glucosa 11,
burbujeada con gas carbégeno (95% Oz y 5% COy), para obtener un pH de 7.4 a 37°C.

El endotelio fue eliminado mediante el paso de solucion Krebs-Henseleit a presion 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 camaras de
tejido aislado de 15 ml, las cuales, contenian solucién Krebs-Henseleit (pH de 7.4,
37°C) y burbujeada continuamente con una mezcla de gas carbégeno. Cada anillo fue
sujetado a un transductor de desplazamiento de fuerza isométrico (FTO3C, GRASS
Instruments, USA) acoplado a un adaptador de transductor GRASS (Al 411, Axon
Intruments, Inc. USA). El adaptador se conecté a un amplificador (Cyberamp 380, Axon
Instruments, Inc. USA) que mandaba la sefial a un convertidor analégico/digital (A/D)
(Digidata, Axon Intruments, Inc. USA). El convertidor A/D mandd continuamente los
cambios en la tension del tejido a una computadora personal, donde éstos fueron
registrados y almacenados usando un software de analisis electrofisiolégico (Axoscope
7, Axon Instruments, Inc. USA). Se mantuvo una tension basal pasiva de 2g sobre los
anillos durante los experimentos. Durante el periodo de estabilizacién de 60 min, la
solucién Krebs-Henseleit se cambié cada 20 min y reajustando continuamente la
tension 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 sanguineos precontraidos con noradrenalina (NA
3X10°® M) en respuesta a la aplicacion de acetilcolina (ACh 1 uM). La relajaciéon estuvo

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

En otro grupo de ratas wistar macho de 280 a 300g de peso la aorta toracica
descendente se disecd por medio de una incisién en térax bajo anestesia utilizando una
solucién de pentobarbital sédico (Sedal-vet [6g/ml]), a una dosis de 15.75g/kg de peso
via i.p. en condiciones asépticas. La arteria se coloco en una solucién Krebs-Ringer
con la siguiente composicién (mM): 120.7 NaCl, 5.9 KCI, 15.5 NaHCO3, 1.2 MgCl,, 2.5
CaCl; y 11.5 glucosa, a un pH de 7.4 ajustado con NaOH y oxigenada con una mezcla
de gas carbégeno.

Posteriormente, la aorta se limpié cuidadosamente para eliminar la grasa y el tejido
conectivo bajo observacién estereoscépica, cambiando la solucion Krebs-Ringer las
veces que fuera necesario; ya que la aorta se encontré perfectamente limpia, ésta se
transfirié a una solucién libre de Ca* (Soln. 1) con la siguiente composicién (mM): 140
NaCl, 6.0 KCI, 10 glucosa, 10 HEPES (N-2-hidroxietilpeperacina-N-2 acido
etanesulfénico), la cual, se ajusté a un pH de 7.3 con tris hidroximetil aminometano
(Trisma base). Con la solucién libre de Ca® se lavod cuidadosamente el lumen para
eliminar células endoteliales y las células sanguineas que hubieran quedado atrapadas
durante el proceso de diseccion. Por ultimo la aorta se cortd en forma longitudinal para
obtener dos partes de tejido, las cuales, se cortaron en rectangulos de
aproximadamente 1 a 2 mm de ancho para someterlos a agitacion durante 15 minutos a

37°C en la misma solucion.
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Al término de la incubacién, la solucion libre de Ca®* se cambi6 por la solucion de
disociacion que contiene los siguientes componentes (en porcentajes y diluidos en Soln.
I): 0.25% colagenasa, 0.05% papaina, 0.05% inhibidor de tripsina, 0.20% DNAsa y
0.03% de albumina sérica bovina, en esta soluciéon los fragmentos de aorta se
incubaron por un periodo de 45 minutos a 36°C.

La solucién de disociacion se sustituyé por Soln. | fresca y se dispersaron las células
mecanicamente haciendo tantos cortes como fuera necesario con la ayuda de unas
tijeras de diseccion; finalmente, se liberaron las células del tejido con una pipeta
Pasteur de punta corta, hasta observar células unicas en solucién. La suspension
resultante se filtré a través de una malla de nylon con poros finos para eliminar los
fragmentos de tejido conectivo.

Las células se colocaron en una solucién de almacenamiento con la siguiente
composicién (en mM): 137 NaCl, 6.0 KCI, 0.5 MgCl,, 0.5 CaCl,, 10 glucosa, 10 HEPES,
0.2% inhibidor de tripsina, 0.3% albumina sérica bovina, ajustandose con Trisma base a
un pH de 7.3. Esta suspensién se mantuvo en un bafo de hielo para evitar el deterioro

de las células y posteriormente realizar los registros electrofisiologicos.
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7.4. Equipo de registro electrofisiologico.

Los registros de fijacion de voltaje con la configuracion de célula integra se realizaron
utilizando un preamplificador de patch-clamp (AxoClamp 2B; 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 MQ, utilizando un programa de estiramiento
en dos etapas con un estirador de pipetas (P-97; Sutter Instruments Corp.). Las pipetas
se llenaron con una solucién interna con la siguiente composicion (mM): 110 gluconato
de potasio, 30 KCI, 0.5 MgCl,, 5§ HEPES, 5 K,ATP y 0.05 etilenglicol-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 camara de registro con capacidad de 1ml, durante 20
min permitiendo asi que se adhirieran a la superficie de vidrio de la cdmara. Después se
bafiaron con una solucién externa con la siguiente composicion (mM): 120 NaCl, 3
NHCO;, 4.2 KCI, 1.2 KH;PO4, 0.5 MgCl,, 10 glucosa, 1.8 CaCl;, 10 &cido N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-etanosilfonico (HEPES); ajustada a un pH de 7.4 con una
solucion de NaOH 3 M (a una velocidad de flujo de 0.5 a 1 mi/min) durante
aproximadamente 10 min.

Una vez transcurrido ese tiempo, se realizaron registros celulares bajo inspeccion
microscopica por medio de la aproximacion de la pipeta de patch a la célula, para tocar
su membrana y realizar un sello de alta resistencia (>10 GQ2), mediante la aplicacion de

38

Facultad de Quimica, UNAM.



Materiales y Métodos

una presioén negativa a través de la misma. Posterior a su obtencién, la membrana
celular dentro de la pipeta de patch se rompié por la aplicacién de un segundo pulso de
presioén negativa a través de la pipeta, lo que nos permitié obtener la configuracioén de
célula integra para realizar el registro de las corrientes totales de K"

La sefial registrada a través de la pipeta fue enviada a un preamplificador y a un
osciloscopio (Tektronix) para amplificar y visualizar la sefal respectivamente. Del
primero se envié la sefial a un convertidor analégico digital (Digidata 1200A) que mandé
a su vez la sefial a una computadora personal (Hewlett Packard; PC) para su
almacenamiento y posterior analisis, el cual se realizé con la ayuda de los programas
pClamp (Axon Instruments) y Origin (Origin Microcal) previamente instalados.

Las corrientes totales de potasio se registraron mediante su activaciéon con varios
protocolos de estimulacion que se encontraban previamente cargados en el programa
de pClamp, éstos consistian en protocolos de pasos.

El protocolo de pasos consistié 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 segq., para evaluar la
activacion 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 farmacolégico.

Para el analisis isométrico de la contraccién de anillos de aorta se permitié la
estabilizacion de éstos y se realizaron las curvas de concentracion respuesta
empleando cinco diferentes concentraciones de KCI. Los anillos en los que se probé el
E,, fueron incubados durante 5 min con esta sustancia. La “n” para cada experimento
fue de 10 anillos. El efecto del E; sobre la reactividad vascular fue comparado con los
controles, usando un analisis de varianza de dos vias y un valor de p<0.01 para
considerar las diferencias estadisticamente significativas.

Para realizar los registros electrofisiolégicos, las sustancias analizadas fueron aplicadas
a las CMLV por medio de un sistema de perfusién de ocho tubos, el cual se acerca a las
células justo antes de empezar a realizar el estudio. La solucién que contiene el
estrégeno toca a la célula e inmediatamente se registran los cambios generados en las
corrientes de K'. Inmediatamente después de esta aplicacion, se realiza la eliminacion
del estrégeno por medio de la perfusién de la solucién extracelular; con este tipo de
aplicacién aseguramos que el efecto de los estrégenos sea exclusivamente en la célula
que estamos registrando y evitamos contaminacion de toda la preparacion. El nimero
de experimentos realizados en cada maniobra se indica en los resultados y se

realizaron siguiendo los criterios generalmente usados en investigacion.

40
e ———
Facultad de Quimica, UNAM.



Materiales y Métodos

7.6. Analisis estadistico.

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 qﬁe presentaron una mayor variabilidad se repitieron en un ndmero
mayor de células.

Se utilizé 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
estadisticamente significativas cuando se obtuvo una p<0.01 utilizando una curva

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

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

la concentracion de K* extracelular.

La incubacion en presencia de Ez (3 y 10 uM; n=10) por 30 min en las cdmaras de tejido
aislado produjo una relajacién en los anillos de aorta de rata dependiente de la
concentracién de E,, al ser contraidos por la aplicacién de K extracelular. El efecto de
relajacion se observo al inicio de la induccion de la contraccion como en la fase de
mantenimiento de la misma. En la figura 6A, se muestra una serie de registros
representativos de la contraccién generada por la aplicacion de 5 concentraciones
diferentes de KCI (1 a 100 mM). El Ez generd una relajacién significativa en los anillos
previamente contraidos con KCl hasta la concentracién de 30 mM. Cuando se uso una
concentracion de 100 mM, el E; no generd una relajacion significativa en el anillo de
tejido.

En la figura 6B, se muestran las curvas concentracion respuesta en condiciones control
(ausencia de Ez; n=10), y en presencia de Ez (3 y 10 mM; n=10). La presencia del
estrégeno desplazd la curva control hacia la derecha y hacia abajo. La figura 6C,
muestra una grafica de barras donde se observa claramente que, el efecto de relajacion

inducido por E; depende del gradiente de concentracion de K.
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Figura 6. Efectos de relajacion del E; sobre anillos de aortas de rata. A) Muestra registros
representativos de la contraccion inducida por diferentes concentraciones de KCI. B) Curvas de
contraccion respuesta en ausencia y presencia de dos diferentes concentraciones de E;. C)
Grafica de barras que muestra la dependencia del gradiente de concentracién de K* en los
efectos relajantes del E,.
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8.2. Caracterizacion de las propiedades eléctricas y de los canales idénicos presentes en

las células de musculo liso vascular.

Las CMLV obtenidas por el proceso de disgregacion que fueron empleadas para los
registros electrofisiolégicos, presentaron un valor promedio del potencial de membrana
de -4614 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 fijacion de voltaje se observé que estas células presentan una
corriente saliente de K" (~370 pA; n=46), con una cinética semejante a la corriente
mediada por los canales Ky de rectificacién tardia, 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 7A, se muestra la relacién corriente-voltaje (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 figura 7A. La corriente registrada fue bloqueada de manera
dependiente de la concentracion por 4-AP (bloqueador especifico de Ky; 30, 100, 300
uM; n=20 cada concentracidon) en los siguientes porcentajes: 60, 75 y 85%
respectivamente.

La corriente resistente a los efectos de 4-AP 300 uM (~15% del total), fue analizada en
presencia de lberiotoxina (IbTX; bloqueador especifico de KeaZ'; 100 nM; n=15),
encontrandose que esta corriente disminuyd significativamente (57%; p<0.1). La
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corriente resistente a 4-AP 300 uM mas IbTX 100 nM, fue bloqueada en su totalidad por
glibenclamida (Gli; bloqueador especifico de Kare; 100 nM; n=22) (Figura 7B).

La figura 7C, muestra una grafica de barras compuesta por los porcentajes de las tres
principales corrientes de K* presentes en las CMLV frescas, donde se observa que el
Ky representa el 85% de la corriente saliente total de K*, el Kc,2*, representa el 8.5% y
el Karp representa sélo el 7.5%. En la figura 7D, se muestran los registros
electrofisiologicos 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. Caracterizacién de las corrientes de K" en CMLV. A) En la parte superior izquierda se
muestra el protocolo de pasos empleado para evaluar las corrientes de K*. La grafica muestra la
relacion corriente-voltaje (I-V) de la corriente saliente registrada en las CMLV. B) Grafica que
muestra la corriente resistente a los efectos de 4-AP analizada en presencia de IbTX y Gli. C)
Grafica de barras, compuesta por los porcentajes de las tres principales corrientes de K’
presentes en las CMLV frescas. D) Muestra los registros electrofisiologicos 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 analogos sobre las corrientes de potasio

presentes en CMLV.

La aplicacién de E; (0.3, 1, 3 uM; n=12 cada concentracion) por perfusion a las CMLV,
provocé un incremento en la magnitud de las corrientes salientes de K*, en forma
dependiente de la concentracién. El incremento a la concentracion mas alta (3 pM), fue
del 34.5+2.4% (p<0.1). La latencia del efecto maximo con cada concentracién de E; fue
de 3 min. En la figura 8A, se muestra la relacién |-V para las corrientes salientes totales
de K" en ausencia (control; n=12) y presencia de E,. El recuadro muestra el registro
representativo de la corriente en una CMLV inducida por el protocolo de pasos que se
sefiala. Cuando se analizaron los efectos del etinilestradiol (0.3, 1, 3 uM; n=14) y del
dietilestibestrol (0.1, 0.3 y 1 uM; n=10), se observé un incremento en las corrientes
salientes totales de K*. El etinilestradiol, incrementé en un 33.2+3.1% (p<0.1) y el
dietilestilbestrol en un 42.4+3.4% (p<0.1) las corrientes salientes de K" a las
concentraciones mas elevadas (3 y 1 pM, respectivamente), y presenté la misma
potencia que el E; al compararlos con sus respectivos controles. El dietilestilbestrol fue
el estrégeno mas 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 concentracion de 10 uM (n=12) (Figura 8D). La latencia de los efectos
de estas hormonas fue similar a las observadas para E;. Los efectos fueron totalmente

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

estradiol en las corrientes de potasio.

Para evaluar si los efectos del E; y del dietilestilbestrol sobre las corrientes de K* estan
mediados por su unién al receptor ERa, se decidid 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 estrogenos que se unen al receptor ERa.

En la figura 9, se muestran curvas concentracién-respuesta a E; y dietilestilbestrol en
presencia de los antagonistas antes mencionados. Se observa que en ambos casos
conforme se aumenta la concentracion de los antagonistas, requerimos mas
concentracion de las hormonas para ejercer el efecto maximo. También observamos
que las curvas control para las hormonas se desplazan hacia la derecha y abajo.

En la figura 9A y 9B se muestran las curvas concentracion respuesta para E; en
presencia de diferentes concentraciones de antagonista. Las curvas en la figura 9C y

9D muestran el antagonismo ejercido para dietilestilbestrol.
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Figura 9. Curvas concentracion respuesta de los efectos de las hormonas en presencia de
antagonistas especificos a receptores de estrégenos. A) y B) Graficas de las curvas
concentracion respuesta a E, en presencia de tamoxifen e ICI-182,780 respectivamente. C) y D)
Graficas de las curvas concentracion respuesta a dietilestilbestrol en presencia de tamoxifen e
ICI-182,780 respectivamente.

Con el analisis de Schild, en el que se grafica el logaritmo de la relacion de
concentracion del agonista menos uno (log [concentracion-1]) contra el logaritmo de la
concentracion molar del antagonista, se obtuvieron lineas rectas con regresiones

lineales muy cercanas a la unidad, lo que indica que las hormonas estan interactuando
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con receptores especificos ERa, para generar el incremento en las corrientes totales de
K+
En la figura 10 se muestran el analisis de Schild para cada hormona en presencia de

tamoxifen e ICI-182, 780.
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Figura 10. Analisis de Schild para el antagonismo de los efectos de las hormonas sobre los
canales de K. A) y B) Graficas de Schild para E,. C) y D) Graficas de Schild para
dietilestilbestrol.
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Los efectos de las hormonas estudiadas son especificos, porque se observan
exclusivamente en las corrientes mediadas por el canal Ky. En la figura 11, se muestra
que los efectos del E; (n=10; Figura 11A) y del dietilestilbestrol (n=10; Figura 11B)
sobre las corrientes de K, son inhibidos en presencia de 4-AP. Ambas hormonas no
tienen efectos significativos sobre las corrientes mediadas por Kea?* y Karp, en las
CMLYV disgregadas de la aorta de rata.

Para analizar si los efectos de ambas hormonas, se deben a una activacion de tipo
genémico que involucre la sintesis de proteinas, evaluamos los efectos del E; (n=14) y
del dietilestilbestrol (n=14) en presencia de cicloheximida (un inhibidor de la sintesis de
proteinas; 1 uM). La cicloheximida no bloqueé los efectos de ambas hormonas (Figura
11C y 11D), lo que muestra que no se requiere la sintesis de proteinas para

incrementar la corriente de K* en las CMLYV frescas.
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Figura 11. El efecto de las hormonas estudiadas es especifico sobre los canales Ky y no
depende de la sintesis de proteinas. A) y B) E; y dietilestilbestrol no tienen efecto sobre los
canales Kc,®* ni Karp. C) y D) Muestran que cicloheximida (1 uM) no bloqueé los efectos sobre
las corrientes de K* mediadas por Ky.
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9.- Discusion de Resultados.

Los efectos relajantes de los estrégenos y hormonas sexuales relacionadas han sido
motivo de diversos analisis y se han propuesto diferentes hipotesis que tratan de
explicar el mecanismo por el cual las hormonas tienen la capacidad de modificar la
respuesta contractil del tejido cardiovascular a un gran nimero de agentes contractiles y
relajantes. Una de las hipétesis principales es la que sefala que los estrégenos tienen
la capacidad de bloquear los canales e inhibir las corrientes de Ca®* mediadas por los
canales de Ca** dependientes de voltaje presentes en las CMLV y cardiacas (Nakajima,
et al., 1995). Mecanismo, que evidentemente, propiciaria una relajacién y una menor
respuesta de contraccién hacia agentes contractiles, debidas a una disminucién de la
[Ca®"); y del tono vascular.

En el presente trabajo, el E; fue capaz de inducir una relajacién en anillos de aorta de
rata y de inhibir la respuesta contractii generada por la aplicacion de K" de forma
dependiente de la concentracién de E,. Efectos que coinciden con los reportados por
otros autores (Kitazawa, et al, 1997). El efecto de inhibicion de la respuesta de
contraccién por el E;, mostré una clara dependencia del gradiente de concentracion de
K*, debido a que la relajacién inducida por E; es estadisticamente 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

4

LN

Facultad de Quimica, UNAM.



Discusién de Resultados

(muy cercanas a la concentracion intracelular de K* en estas células; ~140 mM), el E;
es incapaz de generar una relajacion significativa en estos anillos. Esta evidencia
experimental se puede explicar diciendo que E; requiere de un gradiente de K" para
generar el efecto vasodilatador. Este hecho nos sugiere fuertemente la participacion 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 E;, etinilestradiol,
dietilestilbestrol y progesterona sobre la actividad de los canales de K".

Las CMLV frescas obtenidas de aortas de rata presentan una poblacion heterogénea de
canales de K'. Esta poblacién se compone de un 85% de canales Ky, un 8,5% de
canales Kca2" y un 7.5% de canales Karp. Estos resultados concuerdan con los
descritos por varios autores en células del sistema cardiovascular (Tang and Wang,
2001). El E; (0.3 a 3 uM) fue capaz de inducir un aumento en las corrientes salientes
totales de K* de estas células. Este efecto fue dependiente de la concentracion de
estrégeno utilizada con una latencia de 3 min y también reversible. La concentracién de
3 mM indujo un incremento de la corriente de K" estadisticamente significativo con
respecto a su control (34.5+2.4%; p<0.1). El etinilestradiol provocé 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 mas potente en nuestras condiciones
experimentales al generar un incremento del mismo parametro del 42.4+3.4%. Sin
embargo, la progesterona, hormona que se ha descrito como inductora de la relajacion

5
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vascular no presenté 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 > E; = etinilestradiol > progesterona.

Estos resultados podrian explicarse con relacion a las diferencias de los grupos
funcionales presentes en las moléculas base de los estrégenos. Lo que generaria,
diferentes afinidades, actividades intrinsecas y respuestas especificas al unirse a sus
receptores.

Para determinar si el E; y el dietilestilbestrol estan actuando mediante la interaccién con
el receptor especifico ERa, decidimos emplear el analisis de Schild que consistié 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 especifica, dependiente de la concentracion y puede ser
desplazado del receptor de manera competitiva por sus antagonistas. Esto sugiere
fuertemente, que los estrégenos aumentan la corriente de K* en CMLV por su
interaccion con receptores ERa.

Los efectos de ambos estrégenos son especificos, ya que no se observan sobre los
canales Kc.?" y Kate. Lo que sefala que el receptor ERa podria estar acoplado

intracelularmente estructuralmente o mediante un sistema de mensajeria a los canales
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Kv. Esto indicaria que el E; genera cambios en la respuesta de contraccién mediante la
modulacién de uno de los elementos importantes en la excitabilidad celular como lo son
los canales de K".

Finalmente, para descartar un efecto a nivel genémico, decidimos inhibir la sintesis de
proteinas con cicloheximida (1 uM). Tanto el E; 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
estrégenos sobre los canales de K* en CMLV no dependen de un mecanismo
genomico.

Con estos resultados, proponemos evaluar: 1) La segunda mensajeria intracelular
involucrada en la interaccién del receptor ERa con los canales Ky en estas células. 1)
Realizar estudios de estereocespecificidad de las hormonas estrogénicas sobre los
efectos de incremento de las corrientes de K. Ill) Modificar la estructura quimica de los
estrégenos para obtener sus efectos “cardioprotectores” y eliminar sus efectos
estrogénicos. Todo lo anterior con la finalidad de establecer terapias mas especificas y

razonadas en el tratamiento y prevencién de enfermedades cardiovasculares.
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10.- Conclusiones.

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

su concentracion y del gradiente de concentracién de K"

2) Los estrogenos generan un incremento en las corrientes totales de salida de K, de
manera dependiente de la concentracién y con la siguiente potencia: dietilestilbestrol >

E> = 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 Ky (4-AP), el E; y el dietilestilbestrol no tienen
efecto. Ademas, los canales Ky son la principal poblacién de canales de K* presente en

estas células (85%).

4) Se utilizé el analisis de Schild para determinar que el efecto sobre las corrientes de

K" estd mediado por la interaccién de los estrégenos con el receptor ERa.

5) Los efectos analizados en este estudio no dependen de mecanismos genémicos,
debido a que un bloqueador de la sintesis de proteinas no modificé el efecto de estas
hormonas sobre las corrientes de K.
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