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Introduccion

INTRODUCCION

La organizacidn histolégica arterial se caracteriza por la existencia de tres capas
bien definidas (Fig. 1). Desde la luz del vaso hacia su exterior, se puede distinguir la
capa endotelial cuyas células estan generalmente orientadas longitudinalmente,
seguida a continuacién de un tejido intermedio compuesto especialmente por las
células de musculo liso dispuestas de manera circular, y finalmente de tejido externo
que forma la capa de adventicia, constituida fundamentalmente por fibroblastos
orientados de manera longitudinal (Bloom y Fawcett, 1975).

Las células de musculo liso presentan este nombre por la ausencia de las estrias
que caracterizan el musculo esquelético y cardiaco y constituyen la capa intermedia de
las arterias. Estas células tienen una forma alargada cuya disposicion y orientacion
permite la modificacion del diametro del vaso. El estado de contraccion o relajacion de
éstas células regula el flujo sanguineo. En la figura 2 se muestra un cultivo primario de
células de musculo liso obtenido por dispersion de la arteria pulmonar después de su
incubacidn en enzimas proteoliticas (ver el apartado 1.2 en “Material y métodos™).
Obsérvese como en este cultivo aparecen tanto células alargadas como contraidas.

La regulacion de la contractilidad del masculo liso depende de multiples factores
que de una forma u otra tienen como resultado final el cambio de la concentracion
intracelular del i6n calcio ([Ca®"];), que a su vez controla el proceso de contraccion del

vaso (Somlyo y Somlyo, 1994).
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Figura 1. Fotografia de la seccion de una arteriola en una rodaja de pulmoén de conejo de 100 pm de
grosor. a, luz del vaso; b, endotelio; ¢, capa de musculo liso; d, adventicia. La fotografia fue tomada
en campo claro a un aumento 20 X.

Figura 2. Fotografia representativa de un cultivo de células de musculo liso vascular de pulmon tras el
tratamiento enzimatico. Las flechas muestran una célula alargada y otra contraida tipicas de musculo
liso. La fotografia fue tomada a un aumento 40 X.
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Introduccion

Por esta razdn el estudio de la regulacion de la concentracion de calcio citosdlico
es de importancia fundamental para comprender la fisiologia del musculo liso

vascular.

1. Homeostasis del Ca®* en las células de masculo liso vascular

Los miocitos vasculares responden a estimulos eléctricos, mecanicos y quimicos
con un incremento de Ca®" intracelular. Esta respuesta es el resultado de la actividad
coordinada de numerosos eventos que dan lugar bien al flujo de calcio desde el medio
extracelular o bien a la liberacion de Ca®* de los almacenes intracelulares. Al mismo
tiempo, la accién conjunta de proteinas citoplasmaticas como la calmodulina y los
reservorios intracelulares como la mitocondria y el reticulo sarcoplasmico (RS) se
encargan de capturar y almacenar el Ca*" del citosol. Estos sistemas, conjuntamente
con la ATPasa de Ca®* de la membrana plasmatica hacen posible que pueda existir un

alto gradiente de concentracion del i6n entre el medio extra (~1.6 mM) e intracelular

(~100 nM) (Himpens y col., 1995).

1.1. Sistemas de transporte transmembranario de Ca®*
Existen varias rutas utilizadas por el Ca’* para atravesar la membrana plasmatica:
a) los canales ionicos, b) el intercambiador Na'/Ca®", y c) las bombas de Ca*'

dependientes de ATP (Dipolo, 1996).

1.1.1. Canales de Ca*

El Ca*" puede utilizar varios tipos de canales para atravesar la membrana
plasmatica (Fig. 3): los canales regulados por el voltaje, los canales regulados por
ligandos y los canales acoplados a los almacenes intracelulares (Van Breemen y Saida,
1989; Berridge, 1997).

La ruta mas usada por el Ca®" para entrar al interior de las células de musculo liso
vascular son los canales de Ca®" voltaje dependientes, que constituyen una fuente de
Ca?" fundamental en el proceso de contraccion. Se han descrito dos familias de canales
de Ca™" en las células de misculo liso vascular, los canales tipo L y T, los cuales se

caracterizan por la diferencia en el curso temporal de la inactivacion, los de tipo T se

(S
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inactivan mas rapidamente que los canales tipo L; sus sensibilidades a las
dihidropiridinas, los primeros son sensibles a ellas mientras que los segundos no lo
son, y el umbral de activacion, los canales tipo T se activan a potenciales mas
negativos que los tipo L (Benham y col., 1987, McDonald y col., 1994). Aunque el
papel fisioldgico que puedan desempeifiar los canales tipo T es incierto, éstos podrian
estar relacionados con la proliferacion celular (Ertel y Erter, 1997), mientras que los
canales tipo L participarian de una manera fundamental en la regulacion del tono
vascular. Cuando las células estan en reposo con un potencial de membrana alrededor
de -55 mV, aunque puede haber una pequefia entrada de Ca®" al citosol, existen pocos
canales tipo L abiertos (Gollash y col., 1992). Cualquier estimulo que provoque la
despolarizacion induce la apertura de los canales y se produce una entrada masiva de
Ca*" siguiendo su gradiente electroquimico (Walker, 1995; Franco-Obregén y Lopez-
Barneo, 1996).

canal regulado .
por ligando canal voltaje

canal catidnico dependiente
canal acoplado Ca*t Ca™ | Ca?*
al reservorio intercambiador
Ca2+ Na+/ Ca2+

(} calmodulina

nH'

). membfqna
ATPasa-Ca plasmatica

agonista

Figura 3. Esquema representativo de los diferentes mecanismos reguladores de la homeostasis de Ca*'y
de los mecanismos de liberacion del ion del reticulo sarcoplasmico (ver texto para mas detalles).
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La importancia de los canales tipo L en la regulacion del tono vascular, se pone de
manifiesto en la respuesta vasoconstrictora a la hipoxia (Weir y Archer, 1995) y en el
control del tono miogénico arterial originado en respuesta a un incremento en la
presion intravascular (Jaggar y col., 1998). Este tono miogénico se elimina con
bloqueantes de los canales de Ca>" voltaje dependientes, cuando se quita el Ca’" del
medio extracelular, y con la hiperpolarizacién de la membrana (Nelson y col., 1990).
Por otro lado, el efecto vasodilatador de algunos agentes (amilodipina, verapamil, o
nifedipina) se debe a su accion de bloqueo sobre estos canales (Hughes, 1998),
mientras que las sustancias vasocontrictoras (noradrenalina, serotonina, angiotensina
II, etc.) favorecen la apertura de los mismos (Mironneau y Macrez-Lepretre, 1995).

La otra via importante que utiliza el Ca®" para entrar al interior de la célula es a
través de los canales regulados por ligandos. Estos canales se activan mediante la
union de un ligando al receptor, produciéndose un cambio conformacional del canal
que permite el flujo de Ca®" hacia el citosol (Barrantes, 1996). El canal mas comun es
el catidnico, que cuando se activa permite la entrada de Ca®* ademas de otros iones.
Varios agonistas activan la entrada no selectiva de cationes mediante la activacion de
una proteina G este es el caso de la accion la acetilcolina sobre los receptores
nicotinicos en los miocitos de la arteria traqueal (Janssen y Sims, 1992) y el carbacol
para los receptores muscarinicos en los miocitos gastricos (Kim y col., 1998). por su
parte, el ATP puede mediar la entrada de cationes a través la activacion directa de los
receptores purinérgicos tipo P2x y P2z como es el caso en miocitos gastricos (Ugur y
col., 1997).

Ademas de los canales catidnicos regulados por ligandos, en las células de
musculo liso existen canales catidnicos activados por el estiramiento (“stretch-
activated channels”). Estos canales permiten el flujo hacia el citosol de diferentes
cationes, incluyendo el Ca™, lo que induce a la despolarizacion de la célula en
condiciones fisiologicas, por lo que pueden participar en la modulacion de la [Ca® )iy
por consiguiente en la regulacion del tono miogénico o la contraccién (Setoguchi y
col., 1997).

El flujo de Ca’* hacia el citosol también se puede llevar a cabo a través de los
canales regulados por el contenido de Ca®" de los reservorios intracelulares. Esos

canales se activan cuando los reservorios se encuentran vacios produciéndose la
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entrada capacitativa del i6n (Putney, 1990). Este proceso parece originarse bien por la
generacion de un mensajero quimico difusible (el CIF “Ca** influx factor”) o por la
interaccion directa proteina-proteina entre el reticulo sarcoplasmico y la membrana
plasmatica (Berridge, 1995). Esta via es independiente de la generacion del inositol
trifosfato y es resistente a los bloqueantes de los canales de Ca®* voltaje dependientes.
Aungque inicialmente se suponia que la entrada capacitativa de Ca’** no intervenia en
los mecanismos de contraccion del vaso, evidencias recientes sugieren que también los

canales acoplados al reservorio pueden participar en la regulacion del tono vascular

(Gibson y col., 1998).

1.1.2. Intercambiador Na‘/Ca®*

El intercambiador Na/Ca®" es responsable de buena parte de la entrada y salida
de calcio a través de la membrana plasmatica dependiendo del modo de
funcionamiento (McCarron y col., 1999). Los cambios en los gradientes de Na* y Ca**
a través de la membrana pueden originar profundas modificaciones en los
movimientos de Ca®" a través del intercambiador. Basicamente, este sistema permite la
salida de Ca*" dependiendo de la concentracion de Na* extracelular (modo directo de
funcionamiento) o la entrada de Ca®" al citosol, dependiendo de la concentracién
intracelular de Na™ (modo inverso) (véase Fig. 3). El transportador es electrogénico, en
musculo cardiaco intercambia 3 Na* por 1 Ca**, movilizando una carga neta y puede
ser regulado por substratos intracelulares (ATP, Ca®* y fosfolipidos). Su afinidad para
el Ca*" se incrementa por la calmodulina, el AMPc y se bloquea por el Ni** (Kappl y
Hartung, 1996). Este intercambiador parece participar en numerosos fenomenos
fisiopatologicos, como es el caso del incremento de tono vascular (Leblanc y Leung,

1995) y la hipertension arterial (Blaustein, 1993).

1.1.3. Bomba de Ca®* dependiente de ATP

Las células de musculo liso usan la bomba de Ca’" dependiente de ATP como
mecanismo de transporte de Ca®* en contra del gradiente electroquimico. Estas
bombas se encuentran en la membrana plasmatica y en la de los organulos

intracelulares como el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria. La energia liberada por
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la hidrélisis de una molécula ATP se transfiere a la enzima ATPasa que se activa, une
el Ca*" y lo bombea contra su gradiente (Himpens y col.,1995).

A pesar de que el intercambiador Na*/Ca®* es responsable de buena parte de la
entrada y salida de Ca®* a través de la membrana plasmatica, la bomba de Ca*
dependiente de ATP es la que provoca el transito hacia el exterior de Ca®" cuando las

células se encuentran en estado de reposo (Himpens, y col., 1995).

1.2. Almacenes de Ca®" citosélico

Con objeto de procesar sefiales fisiologicas y ejercer un efecto amortiguador sobre
los niveles de Ca** intracelular, en el citosol se localizan proteinas capaces de unir
Ca®™ y discriminar otros iones como Mg®* y cationes monovalentes. Algunas de estas
proteinas ademas de unir Ca®* son reguladas por el i6n (calmodulina, troponina C,
Proteinas S100, clapainas, a-actininas y enzimas dependientes de Ca®"), mientras que
otras ligan Ca*" pero no modulan una funcién (paralbumina y calbindinas) (Dipolo,
1996). La calmodulina tal vez sea la proteina mas importante por su alta concentracion
en cerebro (~30 uM) y musculo liso (~28 uM). Esta proteina dispone de cuatro sitios
de unién de alta afinidad para el Ca>", lo cual puede suponer que una alta fraccion de
Ca®* citosélico en reposo esté unida a la misma.

Ademas de estas proteinas, existen almacenes intracelulares que acumulan gran
concentracion de Ca*" y que en determinadas situaciones se comportan como fuentes
del i6on y lo liberan al citosol. Estos reservorios intracelulares son el reticulo

sarcoplasmico y la mitocondria (Clapham, 1995).

1.2.1. Reticulo sarcoplasmico

En las células de muasculo liso el reticulo sarcoplasmico constituye el sistema
especialmente disefiado para el almacenamiento del calcio intracelular el cual puede
ser liberado rapidamente hacia el citoplasma como consecuencia de un estimulo
fisiologico. Estos reservorios tienen tres componentes principales (Fig. 3): a) bombas
para secuestrar Ca’" (ATPasa-Ca2+), que constituyen el 90-95% del total de las
proteinas del reticulo. La ATPasa interacciona con el Ca®" con alta afinidad

acumulando 2 iones de Ca™" por cada molécula de ATP hidrolizada. Esta bomba se



Introduccion

bloquea irreversiblemente por tapsigargina y reversiblemente por acido
ciclopiazénico, b) proteinas que unen Ca’" dentro del reticulo (calsecuestrina y
calreticulina); y c) receptores especificos para liberar calcio hacia el citosol. Se han
descritos dos tipos de receptores en musculo liso: el sensible a rianodina y a cafeina
(RyR), (Gregoire y col., 1993; Ganitkevich y Isenberg, 1995; Kamishima y McCarron,
1997) y aquellos que usan inositol 1,4,5 trifosfato (InsPsR) para la liberacion de Ca®*
del reservorio (Ehrlich y Watras, 1988; Berridge y Irvine, 1989; Ilino, 1990). Estos
receptores se comportan como canales idnicos cuando se estimulan favoreciéndose el
flujo de Ca®" desde el reticulo sarcoplasmico al citosol. Existen evidencias de que los
RyR y InsP3R pueden estar localizados en regiones especificas dentro de las células y
variar de célula a célula. Por ejemplo el RyR esta presente en musculo esquelético,
pero en ovocitos de Xenopus solo se han encontrado InsPsR. En las células del
musculo liso vascular, existen ambos receptores, aunque éstos se pueden localizar en
un mismo reservorio o en reservorios separados (Tribe y col., 1994; Boittin y col,,
1999).

El RyR recibe este nombre por su gran capacidad de unir el alcaloide rianodina
que lo bloquea a concentraciones superiores a 10 M, mientras que a concentraciones
inferiores lo activa. Como bloqueantes de este receptor también se utiliza el rojo de
rutenio y el Mg®", que inhibe la liberacion de Ca** compitiendo con el sitio de union
de Ca** (Ehlrich y col., 1994). En los tltimos afios varios autores han propuesto el
cADP ribosa como un agonista fisiologico de estos receptores (Galione, 1993; Lee,
1993).

Aunque a concentraciones milimolares de Ca®" se pueden inhibir los receptores de
rianodina, éstos muestran una gran sensibilidad a la [Ca®"], una pequefia entrada de
Ca® a través de los canales de Ca®" voltaje dependientes localizados en la membrana
plasmética puede originar una liberacién masiva de calcio desde el reticulo
sarcoplasmico dando lugar al proceso denominado liberacion de calcio inducida por
calcio (CICR; Berridge, 1997). Un agente usado con frecuencia para estimular el RyR
es la cafeina, que incrementa-su sensibilidad al Ca®>" y actua comportandose como un
ligando que cuando se une al receptor aumenta el nimero y el tiempo de apertura de

los canales que liberan Ca®" al citosol (Rousseau y col., 1988; Guerrero y col.,1994).
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El otro receptor presente en el reticulo sarcoplasmico es el regulado por InsPs,
generado como consecuencia de la activacion, mediante hormonas o agonistas, de
receptores especificos presentes en la membrana plasmatica acoplados a una proteina
G (Fig. 3). La interaccion entre esta proteina con la fosfolipasa C (PLC) hidroliza el
precursor lipidico ligado a la membrana, el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PtdInsP,)
en inositol 1,4,5 trifosfato (InsP3) mas diacilglicerol (DAG). Estos dos segundos
mensajeros definen dos vias separadas, el DAG permanece fijado a la membrana
plasmatica y estimula la proteinaquinasa C responsable de la fosforilacion de
proteinas, mientras que el InsP; difunde libremente en el interior celular y activa su
correspondiente receptor del reticulo sarcoplasmico provocando la liberacion de Ca®*
al citosol. La respuesta de Ca*" a la union de InsPs; a su receptor es bifasica. En
ausencia de Ca®", el InsP; tiene poco efecto como agente liberador de Ca®*, mientras
que su maximo efecto se obtiene aproximadamente a una [Ca’"}; de 300 nM
(retroalimentacidon positiva); por encima de esta concentracidn, existe una
retroalimentacion negativa o inhibicion de la liberacion de Ca**. Estos dos
mecanismos pueden actuar secuencialmente, la retroalimentacién positiva aumentaria
la liberacién de Ca®* inicialmente entrando en juego a continuacién la
retroalimentacion negativa inhibiendo la liberacion de Ca®* (lino, 1990). La unién de

InsP; a su receptor puede ser inhibida por la heparina (Kobayashi y col., 1988).

1.2.2. Mitocondria

La mitocondria juega un papel importante en la sintesis de ATP y en la regulacion
del Ca®" intracelular en musculo liso (Smith, 1996). La membrana interna mitocondrial
estd caracterizada por la presencia de una cadena respiratoria formada esencialmente
por tres complejos enzimaticos que transportan los electrones desde el NADH hasta el
0, al mismo tiempo que bombean los protones desde la matriz mitocondrial hacia el
espacio entre las membranas internas y externas de la mitocondria. El transporte de
estos ultimos crea un gradiente electroquimico de H' a lo largo de la membréna
interna de la mitocondria, y el flujo de estos protones hacia la matriz, a favor de
gradiente, se emplea en la sintesis de ATP a través de la activacion de una ATP sintasa

(Alberts y col., 1994).
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Ademas de la cadena respiratoria la membrana interna de la mitocondria posee
sistemas de transporte de calcio que hacen posible el movimiento de este i6n a través
de ella estableciendo un ciclo entre el Ca®** citoplasmatico y el mitocondrial. El ciclo
comprende: a) un uniportador de Ca®*" que permite la entrada del idén siguiendo el
gradiente electroquimico (el interior de la mitocondria es eléctricamente negativo
debido al transporte activo de protones al citosol). La entrada de Ca®", en condiciones
fisiologicas, puede ser inhibida por Mg®" y artificialmente por rojo de rutenio; b) un
sistema de cotransporte Na*/Ca®". capaz de promover la salida electroneutra de los
iones Ca™™ (2 Na" por 1 Ca®"), que constituye el mecanismo mas importante de la
salida de Ca®* (véase Fig. 3) (Gunter y Gunter, 1994). Bajo condiciones fisioldgicas
estos mecanismos regulan la concentracién de Ca®* en la matriz mitocondrial y
permiten que cambios de la [Ca®*] en el citosol se reflejen en cambios de la [Ca®'] en
la matriz mitocondrial, lo cual es importante ya que el Ca’" regula una serie de
enzimas en la matriz mitocondrial que afectan a la velocidad de produccion de ATP.
Esta acumulacion de Ca®" por la mitocondria se previene con el uso del CCCP, un
protonoforo que disipa ¢l gradiente electroquimico de protones y provoca una
inhibicion de la produccion de ATP. Sin embargo, la inhibiciéon de la fosforilacion
oxidativa mediante la oligomicina, inhibe especificamente la sintesis de ATP sin
afectar al gradiente de protones (McCarron y Muir, 1999).

Experimentos realizados en la arteria pulmonar con el indicador fluorescente
rhod-2 mitocondrial, muestran que un incremento de la [Ca®"]; producido por la
aplicacion de cafeina es seguido por un aumento sostenido en la concentracion de Ca*"
mitocondrial (Drummond y Tuft, 1999). Otros resultados indican la participacion de la
mitocondria en la regulacién de la liberacién de Ca®* inducida por InsPs originada en
ovocitos de Xenopus (Jouaville y col., 1995). Al mismo tiempo se han descrito
mediante técnicas de imagen, que en células HeLa, existen interconexiones entre la
mitocondria y el reticulo endoplasmico (Rizzuto y col., 1998), lo cual refleja el papel

fisiologico que puede jugar la mitocondria en la regulacion del Ca®” intracelular.

1.3. Oscilaciones de la [Ca®*] citosélico
Los receptores del reticulo sarcoplasmico se comportan como canales

. . 2 . ,
intracelulares que liberan Ca®", los cuales pueden activarse autonomamente o cuando
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estan estimulados fisiologicamente. El reclutamiento de un grupo de eventos
elementales, generados sincronicamente, puede dar lugar a una sefial global de Ca®*
que inicidndose en una determinada region del citosol puede propagarse a lo largo de
la célula de manera regenerativa en forma de ondas de Ca’** (Bootman y Berridge,

1995).

1.3.1. Eventos elementales de Ca®* citosélico

Durante estos ultimos afios y con el desarrollo de las técnicas de imagen, se han
registrado en diferentes preparaciones sefiales de Ca’* elementales que representan la
liberacion de Ca** como consecuencia de la activacion de uno o un pequefio grupo de
receptores intracelulares de Ca’*. Cuando este fenomeno esta mediado por los
receptores sensibles a rianodina, los eventos elementales se denominan “sparks”, los
cuales han sido registrados, entre otras, en las células de musculo liso vascular
(Mironneau y col., 1996) y cardiaco (Cheng y col,, 1993). Algunos investigadores
establecen que los “sparks” estan compuestos de elementos mas fundamentales
denominados “quarks” (ver por ejemplo Lipp y Niggli, 1996). Cuando los receptores
involucrados en la génesis de estos eventos son los sensibles a InsP3, se les denomina
“puffs”, los cuales han sido registrados en los ovocitos de Xenopus. En este caso, los
elementos fundamentales se denominan “blips” (Yao y col., 1995), considerando que
éstos pueden representar la actividad de un sélo receptor de liberacion de Ca®*.

En los miocitos vasculares, la apertura de un pequefio grupo de receptores
sensibles a InsP; o a rianodina produce incrementos elementales y discretos de Ca®*
que son capaces de activar conductancias iénicas presentes en la membrana plasmatica
produciendo corrientes ionicas salientes (STOCs) o entrantes (STICs), dependiendo de
la naturaleza de los canales que se activan por el Ca’". Esta actividad eléctrica
originada como consecuencia de la liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico sera
descrita posteriormente (ver el apartado 3.1.1 en “Resultados”). La coordinacién de los
eventos elementales discretos puede causar unas elevaciones de Ca®" que incrementan
la excitabilidad de los receptores intracelulares y contribuyen asi a la generacion de

una sefial global de Ca** (Berridge, 1997).
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1.3.2. Espigas de Ca®" citosélico

Se han registrado oscilaciones espontaneas de Ca’™ citosolico en diferentes
preparaciones de musculo liso (Kawanishi y col., 1994; Salter y col.,, 1995; Urefia y
col.,, 1996; Wu y col,, 1996; ZhuGe y col., 1998). Estas oscilaciones también se han
registrado en musculo liso de la arteria pulmonar en respuesta a diferentes agentes
como el ATP, angiotensina II, serotonina, o la endotelina-1, (Hyvelin y col.,, 1988,
Guibert y col., 1996a; Guibert y col., 1996b; Yuan y col.,1997b) y en la linea celular
de musculo liso A7rS (Blatter y- Wier, 1992). En miocitos aislados de la arteria
pulmonar también se han registrado oscilaciones de las corrientes registradas con la
técnica de “patch-clamp” (Hogg y col., 1993b; Hartley y Kozlowski, 1997).

Las oscilaciones de la [Ca®*] citosolico o espigas de Ca>* son sefiales globales que
se generan como resultado de la liberacion sincronizada de Ca®* en un gran numero de
receptores intracelulares. La regulacion de la apertura y cierre de estos receptores
mediante el Ca’* produce un proceso regenerativo que convierte al citosol en un medio
excitable (Berridge, 1997). Estas espigas de Ca’" citosélico se han registrado en
miocitos de la vena porta con técnicas de imagen, las cuales han permitido determinar
el lugar de inicio de las espigas y comprobar que coincide con la localizacién de los
“sparks” de Ca®*, lo que muestra que la generacion y propagacion de una onda de Ca>"
en el citosol se debe a la activacion secuencial de los “sparks” (Mironneau y col,
1996).

En las células de musculo liso existen dos mecanismos que regulan la liberacion
de Ca** del reticulo sarcoplasmico. En algunas células, como en los miocitos de la
vena porta, la apertura de los receptores de los reservorios intracelulares esta acoplada
a un potencial de accion de la membrana plasmatica, donde la entrada de Ca®" a través
de los canales voltaje dependientes es posteriormente amplificada por el mecanismo
de CICR desde los almacenes intracelulares (Grégoire y col., 1993). Un proceso
similar ocurre en los miocitos cardiacos, donde la entrada de Ca®" a través de los
canales voltaje dependientes tipo L esta estrechamente acoplado al reticulo
sarcoplasmico (Lopez-Lopez y col., 1995). Otras preparaciones de musculo liso, por
ejemplo los miocitos de la arteria mesentérica, utilizan un proceso dependiente de
agonistas (Hashimoto y col.,, 1986). En este caso, la noradrenalina activa, mediante

una proteina G, la fosfolipasa C (PLC) y favorece la formaciéon de InsPs;, que
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interacciona con su receptor y libera Ca®* del reservorio. Este Ca’" activa los
receptores vecinos mediante el mecanismo del CICR (Somlyo y Somlyo, 1994).

En ambos casos, los receptores intracelulares regulan su propia actividad gracias
al mecanismo de CICR usando el Ca** como segundo mensajero y originando sefiales
complejas de Ca®” citosolico (Bootman y Berridge, 1995). Un modelo explicativo de
la generacion de una espiga de Ca** se muestra en la figura 4, donde se incluyen los
dos mecanismos descritos anteriormente. En el panel A parte izquierda, se representa
el registro de dos espigas de Ca’* que muestran tres fases bien diferenciadas. La
primera fase corresponde a un incremento gradual y lento de la [Ca®*] tras el cual se
produce una segunda fase mucho mas rapida en la que el Ca’" alcanza su valor
maximo. Una vez alcanzado el pico, la tercera fase corresponde con la recuperacion de
la concentracion de Ca®* hasta su valor inicial. La fase 1 (Fig. 4A) se debe a la entrada
de Ca*" a través los canales ionicos que activan un pequefio grupo de receptores
intracelulares liberando una pequefia cantidad de Ca’" que pueda representar un
“spark”. En el mismo esquema se representa otra posible via para la liberacion de Ca**
a través de la produccién de InsP; debida a la estimulacién de la PLC y la activacién
de los receptores de InsP3. La fase 2 de la espiga (Fig. 4B) determina el momento de la
amplificacion del incremento de Ca®* citosolico debido a la estimulacién por el Ca®*
liberado en la fase 1 mediante el mecanismo de CICR, o bien gracias a una
estimulacion repetitiva por el InsP3;. Estos estimulos provocan una liberaciéon masiva
de Ca® que se convierte en una sefial global y dan lugar al maximo valor alcanzado
por la [Ca®™] en el citosol. A partir de este momento, el i6n ejerce una
retroalimentacion negativa sobre los receptores intracelulares e inhibe asi su
liberacion. La puesta en marcha de las ATPasas de la membrana plasmatica o del
reticulo sarcoplasmico hacen que el nivel de Ca** recupere su valor de partida antes de
iniciarse la nueva espiga (Fig. 4C). Oscilaciones espontaneas de la [Ca®"] se han
registrado en ausencia de Ca>* y aunque la célula no este permanentemente expuesta al

agonista.
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Figura 4. Modelo explicativo de la generacion de las diferentes fases de una espiga de Ca*".

A. Pequeiia liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares (fase 1). B. Liberacion masiva de Ca**
gracias al mecanismo de CICR (fase 2). C. Puesta en marcha de proceso activo que disminuye la [Ca*]
citosolico (fase 3). (RS representa el reticulo sarcoplasmico).
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Las oscilaciones de Ca®* citosélico se han registrado también en el érgano
completo, tal como en los miocitos localizados en la pared de pequeiias arterias de la
cola de la rata. Estas oscilaciones de Ca* se han registrado como consecuencia de la
estimulacion eléctrica de las fibras del nervio simpatico que inerva el organo o en
miocitos sin e§timulacién exogena (lino y col,, 1994; Asada y col., 1999). Estas
observaciones indican que las oscilaciones de Ca®" citosolico pueden jugar un papel
importante en el control simpatico del tono vascular constituyendo un mecanismo
fisiologico importante para el control del flujo y la presion sanguinea.

Ademas de su importancia para la contraccion de las células de musculo liso, las
oscilaciones de Ca®" participan de forma importante en procesos fisiologicos diversos -
tales como la fertilizacion y el desarrollo de los ovocitos (Dawson, y col., 1999), la
modulacion neuronal y la plasticidad sinaptica (Foehring y Lorenzon, 1999) y la

expresion génica (Dolmetsch y col., 1998; Liy col., 1998).

2. Canales i6nicos regulados por Ca*

La diferencia de concentraciones idnicas a ambos lados de la membrana
plasmaética y sus permeabilidades determinan el potencial de reposo celular. La
expresion que relaciona estos parametros viene dada a partir de la ecuacidn de
Goldman, donde el potencial de membrana depende fundamentalmente de los

potenciales de equilibrio de los iones mas permeables.

Concentracion Concentracion Potencial
extracelular (mM) intracelular (mM) de equilibrio (mV)
K" 6 164 -85
cr 134 58 -21
Ca™* 1.7 100 (nM) 250
Na* 137 13 61

Tabla 1. Concentraciones idnicas y potenciales de equilibrio en musculo liso vascular

(modificado de Hughes, 1998).
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Una caracteristica importante de las células de muasculo liso, a diferencia de otras
preparaciones, se refleja en la alta concentracion de Cl intracelular (véase tabla 1) que
se debe a la actividad de transportadores de CI: el intercambiador CI/THCO;5 y el
cotransportador Na'-K"-CI". La alta [CI] intracelular determina que el potencial de
equilibrio para el CI' este entre -20 y -30 mV (Aickin, 1990). Este hecho ademas de la
alta perméabilidad al CI' hacen que el potencial de reposo de las células varie entre
—35 y 55 mV alejado del potencial de reversion de los canales de K™ (Yuan, 1997a;
Nelson y col, 1997, Bae y col,, 1999). En la arteria pulmonar, la relacion de
permeabilidades Pn./Px es de 0.22 (Casteels y col, 1977) y la relacion de
permeabilidades Px/Pc; es de 1:0.63-0.9 (Johansson y col., 1980).

membrana hiperpolarizada membrana despolarizada
canales de calcio cerrados canales de calcio abiertos
Ca?"

membrana

canal de potasio canal de cloro
activado por calcio activado por calcio
(hiperpolarizante) canal cationico (despolarizante)
regulado por calcio
(despolarizante)

Figura 5. Esquema representativo de los diferentes canales iénicos regulados por Ca™ y su
participacién en la modulacion del potencial de membrana.

La gran diferencia que existe entre los potenciales de equilibrio para el K™ y para
el Cl' da lugar a que cuando se activan los canales de K™ y de Cl° se produzcan
consecuencias electrofisiologicas variables (Somlyo y Somlyo, 1994). En el musculo

liso existe una amplia representacion de canales de K*, CI' y cationes regulados por

16



Introduccion

Ca®*, por lo que cambios en la [Ca®"}; (espontaneos o en respuesta a estimulos
fisiolégicos) pueden activar estos canales idnicos, lo que les confiere una participacion
importante en la fisiologia vascular (véase Fig. 5). La activacion de los canales de
potasio por Ca’* resultaria en una hiperpolarizacién, mientras que la activacién de los
canales de cloro por Ca™" induciria una despolarizacion del potencial de membrana, lo
| que provocaria una regulacion diferente de los canales de Ca®* voltaje dependientes y

por lo tanto del tono vascular.

2.1. Canales de cloro

Al contrario de lo que ocurre con otros tipos de células, la permeabilidad del i6n
CI' en las células de musculo liso vascular podria participar de una forma fundamental
en el control del potencial de membrana (Amedee y col., 1990). En los miocitos
vasculares se han descrito varios tipos de canales de CI': los voltaje dependientes
(Pusch y col., 1999), los activados por agonistas (Sun y col., 1992), los activados por
cambios de volumen (Yamazaki y col., 1998), y finalmente los activados por el Ca**
(Wang y Large, 1993; Clapp y col.,, 1996; Yuan, 1997a), que parecen ser los mas
abundantes en las células de musculo liso. Como bloqueantes de los canales de CI” se
usa el DIDS, el antracen-9-carboxilico o el 4cido niflimico.

Aunque parece ser que estos canales no juegan un papel importante en la
regulacion del potencial de reposo en miocitos de arteria pulmonar (Bae y col., 1999),
en los miocitos de arteria cerebral, la presion intravascular activa estos canales que
despolarizan la arteria y contribuyen por la tanto a la contraccidén (Nelson y col,
1997). La participacién de estas conductancias se pone también de manifiesto en la
contraccién en musculo liso asociada a determinados agonistas como la fenilefrina y
noradrenalina. La contraccién provocada por la aplicacién de la fenilefrina en anillos
de arterias pulmonares de la 2* a 4* ramas, tiene una fase inicial transitoria y rapida
(fasica) que corresponde con la liberacién de Ca®* del reticulo sarcoplasmico, seguida
de una fase més lenta (tonica) debida a la entrada de Ca’* a través de los canales de
Ca®* voltaje dependientes de la membrana plasmatica, lo que mantendria el estado de
contraccion del vaso. La aplicacion de los bloqueantes de los canales de Clc, inhibe el
segundo componente de la contraccidn, lo cual determina el papel que juegan estos

canales en la apertura de los canales de Ca** voltaje dependientes (Yuan, 1997a). En la
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arteria pulmonar, los eventos elementales de Ca®", los “sparks”, generados
espontaneamente, también activan corrientes entrantes denominadas “STICs”

originadas por la apertura de los canales de Clc, (Hogg y col., 1993b).

2.2. Canales de potasio

Los cambios de permeabilidad de la membrana plasmatica al K" constituyen
también un mecanismo fundamental en el control del potencial de membrana y del
tono del musculo liso vascular. Existen cuatro tipos de canales de K” en las células de
musculo liso: los voltajes dependientes (Kv) que se bloquean por el tetraetilamonio
(TEA), los canales activados por Ca** (Kc.) que se inhiben por la caribdotoxina (CTX)
y TEA, los rectificadores de entrada (Kir) que se bloquean por 4-aminopiridina (4AP)
y los canales sensibles a ATP (Karp) que se inhiben por la glibenclamida (Hughes,
1998; Farrugia, 1999).

La apertura de los canales de potasio induce la hiperpolarizacién de la membrana
y por lo tanto inhibe la entrada de Ca®* a través de los canales de Ca®* voltaje
dependientes favoreciendo la relajacion del vaso (Brayden y Neléon, 1992; Lee y
Earm, 1994). Recientemente, se ha descrito en miocitos de arteria pulmonar que los
“sparks” de Ca®* activan los canales de Kca que mantienen la célula hiperpolarizada,
con el consiguiente control del estado de relajacion del vaso (Bae y col., 1999). En
miocitos cerebrales, los “sparks” producen corrientes salientes espontaneas (STOCs),
c.lebido‘a‘ la apertura de canales de Kc,, regulando el potencial de membrana. El
bloqueo de los canales de Kca por CTX o TEA provoca la despolarizacion y la
contraccion en los anillos de arteria cerebral (Brayden y Nelson, 1992; Nelson y col,,
1995). Un efecto similar se obtiene cuando se bloquea la liberacion de Ca®* del
reticulo sarcoplasmico mediante una alta concentracion de rianodina. Por otro lado,
varios vasodilatadores (agonistas (-adrenérgicos, Oxido nitrico, etc) y farmacos
utilizados como agentes vasoactivos, también ejercen su accién aumentando la
probabilidad de apertura de los canales de potasio manteniendo la célula

hiperpolarizada (Thirstrup y col., 1997).
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2.3. Canales cationicos no selectivos

Ademas de los canales cationicos inespecificos acoplados a una proteina G,
descritos anteriormente en el apartado 1.1.1, existen en la membrana plasmatica otros
canales catiénicos no selectivos pero regulados por Ca**. Por ejemplo, en los miocitos
de vena porta la subida de Ca™" intracelular en respuesta a acetilcolina y noradrenalina
activa canales cationicos que conducen mayoritariamente Ca’™ frente a otros iones
como el Na™ (Loirand y col., 1991). Se ha descrito la presencia de canales catiénicos
inespecificos no selectivos, los. cuales originan corrientes despolarizantes que
conjuntamente con las hiperpolarizaciones producidas por los canales de Kc,, regulan

el potencial de reposo de los miocitos de la arteria pulmonar (Bae y col., 1999).

3. Diferencias fisioldgicas regionales y longitudinales en miocitos vasculares

Las caracteristicas funcionales de los miocitos arteriales dispersos varian no sélo
entre diferentes territorios vasculares, sino dentro de un mismo territorio, entre
miocitos de conduccién (procedentes de arterias gruesas) o de resistencia (procedentes
de arterias finas). Con técnicas electrofisiologicas se han descrito diferentes respuestas
a endotelina-1 (ET-1) entre los miocitos aislados de las ramas distales de arteria
pulmonar y en aorta. En los primeros la ET-1 activa oscilaciones despolarizantes del
potencial de membrana asociadas al flujo de CI', mientras que en aorta ademas de
estos canales parecen participar corrientes cationicas no selectivas (Salter y col., 1995;
Bakharamov y col., 1996).

Con métodos inmunolégicos y morfoldgicos se han encontrado al menos tres
poblaciones de células en la arteria pulmonar, las cuales son fenotipicamente distintas
en adulto y durante el desarrollo (Frid y col, 1994). Asi mismo los segmentos
arteriales extrapulmonares son mas sensibles a agonistas 3-adrenergicos mientras que
los segmentos intrapulmonares parecen ser mas sensibles a los agonistas a-
adrenergicos (Kolbeck y Speir, 1987). En estas arterias se ha encontrado una
distribucion asimétrica de la densidad de canales de Ca®" voltaje dependientes y de los
canales Kc,. Los primeros estan mas localizados en los miocitos de resistencia
(Franco-Obregén y Lopez-Barneo, 1996), mientras que los segundos predominan

fundamentalmente en los miocitos de conduccion (Albarwani y col., 1995; Archer y
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Recientemente se han descrito en arteria mesentérica canales de Ca’*" voltaje
dependientes insensibles a nifedipina que predominan fundamentalmente en las ramas
de la arteria (Morita y col., 1999).

Diferente regulacion del flujo sanguineo arterial también se produce cuando
disminuye la presion parcial de oxigeno (PO;). En las arterias sistémicas, de
conduccién y las ramas primarias de la arteria pulmonar el efecto de hipoxia se
caracteriza por una vasodilatacion que favorece el flujo sanguineo. Sin embargo, en las
ramas mds finas de la arteria pulmonar, la disminucién de la PO, induce una
vasoconstriccion, desviando el flujo sanguineo a territorios mejor ventilados (véase

Fig. 6).

vasodilatacion
ipoxica

alvéolo pulmonar

arteria de resistencia o
vasoconstriccion

\ hipoxica
arteria de conduccidn
hipoxia

Figura 6. Esquema representativo de la repuesta vasomotora de la arteria pulmonar a hipoxia.

Estas diferencias de respuestas a hipoxia parece que esta relacionada con la
regulacién diferencial por hipoxia de los canales de K* y de Ca** voltaje dependientes
en los miocitos de arteria pulmonar. Como ha sido descrito, los miocitos de resistencia
contienen los canales de potasio con rectificacion retardada (Kpgr) sensibles a O, y una
gran densidad de canales de Ca’" tipo L en comparacion con los miocitos de
conduccion donde predominan los canales K¢, (Archer y col., 1996; Franco-Obregén

y Lopez Barneo, 1996). Ademas hipoxia puede potenciar la actividad de los canales de
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Ca*" en los miocitos de resistencia mientras que inhibe la actividad de los mismos en
los miocitos de conduccion (Franco-Obregén y Lopez Barneo, 1996; Bakhramov y
col., 1998). Debido a todo esto, la hipoxia inhibe la corriente de K*, incrementa la
entrada de Ca®* y aumenta la [Ca®*] citosdlico en los miocitos de resistencia, lo que
induce la vasoconstriccion de las pequeiias arterias intrapulmonares (Post y col., 1992;
Archer y col., 1996; Ureiia y col., 1996). Sin embargo, en los miocitos de conduccion
la falta de los canales de Kpgr sensibles a O, y la inhibiciéon de los canales de Ca®* por
hipoxia son posibles mecanismos que causan la vasodilatacion descrita en estos
miocitos (Archer y col., 1996; Franco-Obregon y Lopez Barneo, 1996; Bakhramov y
col., 1998).

El estudio por lo tanto de la diversidad longitudinal de los miocitos vasculares
referente a la homeostasis de la [Ca®"]; y a la actividad eléctrica aborda un concepto
que puede ser importante para explicar la regulacion del tono vascular de importancia

fisiologica y fisiopatologica evidente.
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OBJETIVOS

Como se indico en “Introduccion”, los niveles de Ca** intracelular ([Ca®'])
determinan de forma critica el estado de contraccion del musculo liso vascular. Por lo
tanto, es de importancia fundamental el estudio de los mecanismos que regulan la
homeostasis de la [Ca®"); y la forma en que los cambios en los niveles citosélicos del
ion afectan a las conductancias ionicas presentes en la membrana de los miocitos
arteriales. La fisiologia celular de las fibras musculares lisas vasculares es
relativamente poco conocida y, concretamente, existe muy poca informacion acerca de
la uniformidad a lo largo del territorio vascular (desde arterias gruesas a las arteriolas)
de las respuestas celulares a los difere'ntes agentes vasoactivos. El objetivo general de
este trabajo ha sido el andlisis de la fisiologia celular en miocitos aislados del arbol
arterial pulmonar, prestando atencion especial a las diferencias longitudinales, es decir
a las variaciones que existen entre los miocitos de conduccion (localizados en el
tronco arterial pulmonar y ramas primarias) y de resistencia (localizados en ramas

terciarias y cuaternarias). Los objetivos especificos han sido los siguientes:

1. Estudio de las oscilaciones de la [Ca®'];, bien espontaneas o inducidas por agonistas,

y de la regulacién de su frecuencia y amplitud por los cambios del nivel basal de Ca*".

2. Caracterizacion de la participacion de los reservorios intracelulares de calcio en la

génesis y regulacion de las oscilaciones de la [Ca®*);.
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3. Andlisis de las diferencias en la génesis de las oscilaciones de la [Ca®]; en los
miocitos pulmonares dependiendo de su localizacion a lo largo del arbol vascular

pulmonar (miocitos de resistencia y de conduccion).

4. Estudio de la regulacion diferencial por el AMPc de las oscilaciones en los miocitos

de resistencia y de conduccion.

5. Estudio de las corrientes idnicas transmembranarias reguladas por las oscilaciones
de la [Ca®*]; en los diferentes tipos de miocitos pulmonares. Caracterizacion de los
canales de CI" y K" de la membrana activados por el Ca’®" y determinacion de la

importancia fisiolégica de éstos.
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MATERIAL Y METODOS

1. Preparacion de las células

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron células aisladas de musculo liso de la
arteria pulmonar de conejo, procedentes del tronco (arterias de conduccion) o de la 3% y
4° ramas (arterias de resistencia). Las arterias se extrajeron del pulmén derecho o izquierdo
y se trataron enzimaticamente para obtener los miocitos que posteriormente se utilizaron

en los experimentos.

1.1. Cirugia y obtencidn de la arteria pulmonar

Los conejos utilizados eran albinos de la cepa “New-Zeeland” de 1 a 2 Kg de peso.
Se sacrificaron mediante una sobredosis de pentobarbital sédico (120 mg/Kg) inyectado
en la vena marginal de la oreja. Tras la extraccion del pulmoén, éste se introdujo
rapidamente en el medio fisioldgico “Hank” a 4°C (en mM): CINa 125, CIK 5.36, COsHNa
15.5, PO4HNa, 0.34, PO4H,K 0.44, Glucosa 10, Sacarosa 1.45, Hepes 10. pH=7.3, a
20°C ajustado con NaOH. La arteria se separ6é del tejido pulmonar con las pinzas,
procurando tocarla lo menos posible. Desde la parte ventral hacia la dorsal del pulmoén se
separ6 primero la vena pulmonar, a continuacion el bronquio, que es mas grueso y mas
blanco, y al final se retird el tronco de la arteria junto con sus pequefias ramificaciones en

las que se divide a lo largo del pulmén,
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1.2. Tratamiento enzimatico y dispersion celular

Una vez extraida la arteria del pulmon, se elimind de su cara externa e interna la
adventicia y el endotelio respectivamente. A continuacion se corto en pequefios trozos de
2-3 mm que se guardaron durante unas 14 horas a 7°C en solucién “Hank” con 0.5 mg/ml
de papaina, 0.2 mg/ml de colagenasa tipo A y 0.16 mg/ml de albiimina bovina. A veces
se uso un protocolo mas rapido para dispersar las células, consistente en guardar la arteria
en concentraciones mas altas de enzimas (1.2 mg/ml de papaina, 0.8 mg/ml de colagenasa
tipo IA y 0.16 mg/ml de albimina bovina) a 7°C durante 6 horas. En cualquier caso, tras
el periodo de incubacion con las enzimas el tejido se disperso en 1 ml de “Hank™ con
enzimas a 37°C durante 15 min mediante un agitador mecénico. Cuando se detectaron las
primeras células, se transfirieron a una solucion con 10 mg/50 ml de albimina bovina
disuelta en “Hank” a 37°C y se disperso el tejido usando pipetas Pasteur de vidrio cuyas
puntas habian sido pulidas previamente con fuego para no daiiar las células. La dispersion
celular obtenida se depositd sobre unos cubres de vidrio, colocados en el interior de placas
de Petri. Con anterioridad, los cubres de vidrio fueron lavados en 4cido clorhidrico a 37°C
durante 2 horas y sonicadds en una solucidn de etanol. Posteriormente se lavaron con agua
desionizada y se trataron con poli-L-lisina (1 mg/ml en 0.15 M Trizma, pH = 8.5), un
substrato que favorece la adhesion de las células al vidrio. Transcurridos diez minutos, las
células sembradas estaban adheridas a los cubres y se podian utilizar para los registros
experimentales.

En este trabajo se estudiaron células de diferentes formas y tamafios, alargadas, semi
alargadas y redondas. Para desestimar la posibilidad de que algunas de las células
estudiadas pudiesen ser otras que las de musculo liso, se realizo un test inmunocitoquimico
con un anticuerpo especifico contra la a-actina de las células de musculo liso. Este test
consiste en incubar las células dispersadas de la arteria con el anticuerpo, observandose al
final de la reaccion y gracias a un sistema de revelado, un precipitado de color marrén en

las células donde el anticuerpo reconoce a los filamentos de a-actina.
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Figura 7. Fotografias de miocitos de resistencia (A) y de conduccion (B) marcados con el anticuerpo contra
la at-actina. C. Fotografia de miocitos a los que no se aplico el anticuerpo (control negativo).
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El revelado obtenido de la dispersion de las arterias de conduccidn y de resistencia
mostrd unas células, de diferentes tamafios y formas, marcadas con el anticuerpo
presentando un color marrdn. Para asegurarse de la especificidad de la reaccion, se llevo
a cabo un control negativo, que consistid en seguir el mismo protocolo con la Unica
excepcion de no incubar las células en presencia del anticuerpo. En este caso no se vieron
células marcadas, lo que confirmd que las células que se marcaron en presencia del
anticuerpo eran de musculo liso.

En la figura 7 se representa un ejemplo de miocitos de resistencia (panel A) y de
conduccion (panel B) marcados con el anticuerpo de la a-actina. Obsérvese como tanto
las células alargadas como las contraidas muestran un color marrén. La figura 7C muestra
un ejemplo representativo de miocitos de conduccion, a los que se hizo el control negativo.

En este caso no se observan células tefiidas de color marréon como en los casos anteriores.

2. Técnicas de registro

En este proyecto se midi6 la [Ca®"); tanto en células no dializadas como en células
dializadas, usando para ello un indicador fluorescente, que incluido en el citosol, emite una
intensidad de fluorescencia que depende de la [Ca®"];. En otra serie de experimentos se
registraron los cambios en la actividad eléctrica de estos miocitos (corrientes idnicas

transmembranarias o potencial de membrana) originados por los cambios en la [Ca®]s.

2.1. Medida de la [Ca®"] citosélico mediante técnicas microfluorimétricas
2.1.1. Uso del Fura-2 como indicador fluorescente

El marcador que se ha utilizado para la medida de la [Ca®"]; ha sido el Fura-2
(Molecular Probes, EE.UU.). Este indicador fluorescente es un derivado del quelante de
Ca® EGTA, cuya intensidad de fluorescencia emitida depende de la [Ca**]. La unién del
Ca®" al Fura-2 se hace con mas afinidad que con otros iones divalentes como el Mg* y no
se une a cationes monovalentes (Grynkiewicz y col., 1985).

La figura 8 muestra el espectro de excitacion del colorante en el que se observa como
para una longitud de onda (A) de excitacion de 360 nm, la fluorescencia emitida por el

mismo no depende de la [Ca®*] (punto isosbéstico). Cuando la A es superior a este valor,
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los incrementos de la [Ca®"] se acompafian de disminucion en la intensidad de fluorescencia
emitida. Al contrario ocurre cuando la A de excitacion es inferior a 360 nm. En cualquier

caso, la A de emision del colorante es cercana a 510 nm.

Intensidad emitida (510 nm)

250 300 350 400 450
A de excitacion (nm)

Figura 8. Espectro de excitacion del Fura-2 a concentraciones crecientes de Ca**,

Se representa la fluorescencia emitida a 510 nm frente a la longitud de onda de excitacion. Las dos flechas
hacen referencia a las longitudes de ondas de los filtros de excitaciéon empleados en nuestro sistema (A = 360
nm y Ag = 380 nm).

Una caracteristica importante del Fura-2 es la posibilidad de obtener el cociente entre
las intensidades de ﬂuofescencia emitidas a partir de dos longitudes de onda de excitacion.
Esto permite eliminar determinados efectos asociados a cambios en el contenido del
indicador en el interior de la célula asi como a efectos experimentales no deseados.
Ademds, el Fura-2 tiene un coeficiente de extincion y rendimiento cudntico elevados lo que
permite obtener intensidades altas de fluorescencia usando pequefias concentraciones de
indicador (Grynkiewicz y col., 1985). El Fura-2 tampoco presenta un fotoblanqueo muy
acusado pudiéndose conseguir registros estables de larga duracién (Becker y Fay, 1987).
La figura 9 muestra un registro tipico de 23 min de duracion de una célula que generaba
oscilaciones de Ca” esponténeas, en el que se aprecia un lento decrecimiento de la
fluorescencia emitida por el colorante cuando se excita con las dos longitudes de ondas
(Fs60 y F3s0) debida al fotoblanqueo de las seiiales, pero apenas afecta a la sefial Fag0/F3s0

que es la que posteriormente se utilizara para la determinacion de la [Ca*'];.
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Figura 9. Registro de la fluorescencia emitida por una célula de musculo liso cargada con Fura-2 y excitada
con las longitudes de onda de 360 y 380 nm. La fluorescencia se expresa con unidades arbitrarias (U.A).

El indicador Fura-2 sé puede presentar en dos formas, una permeable a través de la
membrana plasmatica y otra forma salina impermeable. La forma acetoximetil éster del
colorante (Fura-2 AM), le permite pasar a través de la membrana plasmatica, para que las

_esterasas intracelulares lo desesterifiquen quedando el producto fluorescente dentro del
citosol. No obstante, en algunos tejidos la hidrolisis de la forma éster de la molécula es
incompleta (Scanlon y col., 1987) y el colorante se compartimentaliza en organulos
intracelulares (Highsmith y col., 1986; Oakes y col., 1988). El Fura-2 AM se preparo
disolviendo 1 mg del colorante en 1 ml de acetona y se distribuy6 en viales de 50 pl que
se introdujeron en una centrifuga de vacio hasta que se evapor? la acetona, posteriormente
los viales se almacenaron a la temperatura de —20°C hasta su uso. Para la inclusion del
colorante en el citosol, los miocitos se incubaron a temperatura ambiente, durante 30 min,
en solucién externa estandar con Fura-2 AM a una concentracion de 2.5 pM. Para
conseguir esta concentracion se afladieron a 5 mi de solucion estandar, donde se siembran
las células, 1.5 ul de la solucidn obtenida tras afiadir 10 ul de DMSO a los viales.

Cuando se utilizd la forma salina del Fura-2 para medir la [Ca2+]i, se utilizaron

microelectrodos para cargar las células con el colorante. De esta forma se evita el
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problema de hidrolisis parcial de la molécula que puede ocurrir cuando se introduce en el
citosol en su forma éster. Para su preparacion, se afiadieron 120 ul de H,O desionizada a
1 mg de Fura-2 sai y el volumen restante se reparti6 en 24 viales. El colorante quedé a una

concentracion de 10 mM y se guard6 a 4°C hasta su uso.

2.1.2. Calibracion "in vitro'" e "in vivo"

La determinacion de la [Ca*"; se ha llevado a cabo a partir de la expresion:

R‘Rmin
[Ca”]i;=Kpp — (1)
Rméx'R

donde R representa el cociente de las intensidades emitidas por el colorante cuando se
excita con las longitudes de onda de 360 y 380 nm, Rpin ¥ Rmix Son los valores de R en
ausencia y con una concentracion saturante de Ca* respectivamente. Kp es la constante
de disociacion de la union Fura-Ca®" y B es el cociente de las intensidades de fluorescencia
para excitacion a 380 nm 6btenido con las soluciones 0 Ca®* y a concentracion saturante

de Ca*" (Grynkiewicz y col., 1985). Si Kg=Kp x B la expresion anterior queda como:

I{‘lzmin
[Ca™i=Kg —— 2
Rma’\x"R

El valor de R se determina durante el experimento, pero los valores de Ruin, Rmix ¥ Kg
se calculan en la calibracion del sistema. Este proceso se puede hacer utilizando pequefios
voliumenes de soluciones semejantes a las del medio intracelular (calibracion “in vitro”),
o bien dializando las células con soluciones internas (calibracion “in vivo”). Cualquiera de
las dos calibraciones se debe hacer periddicamente, ya que las caracteristicas del sistema
de registro cambian a lo largo del tiempo, y por lo tanto sus constantes de calibracion.

La calibracion “in vitro” se Hevo a cabo utilizando tres soluciones cuyas
composiciones, expresadas en mM, se muestran en la tabla 2. En todas ellas el pH se ajustd
cuidadosamente a 20°C a 7.2. En cada caso se coloco sobre la camara de registro una gota

de 2 pl de estas soluciones a las que previamente se habia afiadido 5 pM de Fura-2 sal. En
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primer lugar se enfoco el borde de la gota y se desplazo el campo de vision a una zona sin
solucion y se cancelo la autofluorescencia. A continuacién se movié la gota al campo de
vision y se registraron las fluorescencias Fieo y F3s0, cuyo cociente nos proporcioné los
valores de los parametros Rumin ¥ Raix cuando las soluciones que se emplearon fueron las
de 0 Ca® o Ca” saturante respectivamente. Para la obtencién de Kg se procedié
igualmente con una gota de la solucion con [Ca®"] conocida (290 nM, tabla 2). Este valor
se sustituye en la parte izquierda de la igualdad (2) y conociendo R para esta concentracion
de Ca®", asi como los valores Ruin ¥ Rmix Obtenidos previamente, se determina Kg. Los
valores resultantes de la calibracion “in vitro” en nuestro sistema fueron: Ry, = 0.22 £

0.02 (0=3), Rypax = 4.95 £ 0.27 (n=3) y K¢ = 1787 nM.

Ca® saturante 0 Ca™ 290 nM Ca™
CIK 130 130 130
CLCa 10 - 0.66
CLMg 1 1 ]
Hepes 5 5 5
EGTA - - 10 1

Tabla 2. Soluciones con diferentes concentraciones de Ca”* utilizadas en la calibracidn “in vitro™.
A todas las soluciones se afiadio 5 uM Fura-2 sal. Los valores se expresan en mM.

La calibracion “in vivo” se realizo con objeto de tener en cuenta los fendomenos que
ocurren en el citosol (hidrdlisis incompleta, viscosidad del citosol, etc), que no se
consideraron con la calibracién anterior y que pueden llevar a errores en la estimacion de
la [Ca*'}; (Almers y Neher, 1985; Poenie, 1990). Esta calibracion se puede llevar a cabo
con ionomicina, que es un antibidtico que forma poros en la membrana celular y equilibra
el Ca*" intracelular con el contenido de la solucion externa (Thorn, 1995). En nuestro caso,
la calibracion “in vivo” se realizé usando un electrodo para introducir la solucion interna
cargada con Fura-2 en su forma salina. Este método, que sera descrito con mas detalles

en el apartado 2.2.1, consiste en acercar un electrodo de vidrio a la membrana y hacer un
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sello estable de alta resistencia entre el electrodo y la membrana plasmatica. En este
momento se cancela manualmente la autofluorescencia en el controlador para compensar
la luz ambiental, la de la célula, la de la punta de la pipeta y la del sistema de registro. A
continuacion, aplicando una presién negativa, se rompe el sello y el contenido del
electrodo difunde al interior de la célula. Las tres soluciones usadas en esta calibracion se
muestran en la tabla 3 y son similares a las soluciones internas utilizadas en los
experimentos cuando se dializaron las células, a las que se ha afiadido 5 uM de Fura-2 sal

(Almers y Neher, 1985; Pacaud y Bolton, 1991).

Soluciones
1 2 3
CIK 130 130 130
Ditris-fosfocreatina 5 5 5
Hepes 5 5 5
CkkMg 1 1 1
ATP | 4 4 4
CLCa - 6 -
EGTA 10 3 -

Tabla 3. Soluciones internas de registro utilizadas para la calibracién “in vivo”. A todas las
soluciones se afiadié 5 uM de Fura-2 sal. Los valores se expresan en mM.

La figura 10 muestra el curso temporal de las sefiales registradas en el proceso de
obtencion de los tres parametros de calibracion. Para la determinacion de éstos, se tomaron
los valores de las fluorescencias Fss y Fsgo al final de cada registro cuando estaban
estacionarios y se calculé el cociente R correspondiente a las soluciones usadas con
diferentes concentraciones de Ca>". La figura 10A representa las sefiales registradas para
obtener R cuando se utilizd la solucion 1 (tabla 3). Obsérvese codmo aumentaron
progresivamente las fluorescencias Fsso y Fs0, cuando el colorante difunde en el citosol
tras la aplicacion de presion negativa en la pipeta para romper la membrana celular. La

determinacion de Ry se llevd a cabo de manera similar pero con la solucion 2 (tabla 3),
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mediante un “buffer” de Ca®" con una concentracién aparente de 290 nM, suponiendo una
Kp para el EGTA a pH = 7.2 de 150 nM (Fig. 10B). Ry se obtuvo con la solucién 3
(tabla 3) cuando se produjo un gran aumento del gradiente electroquimico a Ca®" mediante
la hiperpolarizacion de la membrana desde un potencial de membrana de -50 mV hasta -
200 mV (Kim y col., 1998). La Ry se determind al final del registro en la fase estacionaria

que se consigue al cabo de unos 5 min (Fig. 10C).

: Fggo (nm)

F3s0 (nm)

- \ 1 min

B F3g0 (nm)

F 360 (nm)

s\c- W
\ 1 min

C Hiperpolarizacién a -200 mV

Rnax l Fsgo (nm)

4 .
LN YO S S
o AT R b, N o4, cads
_,.,ﬁ"' oot At L T N

F330 (nm)

\ 1 min

Figura 10. Determinacion de los pardmetros de la calibracion “in vivo” en células dializadas. Las sefiales
representan la fluorescencia emitida por el marcador fluorescente (expresada con U.A.) para la longitud de onda
de excitacion indicada. Abreviatura: s, momento cuando se establece el sello entre la pipeta y la membrana
celular; ¢, cancelacion de la autofluorecencia; a, momento de apertura de la célula y la difusién del Fura al
citosol.
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Una vez obtenidos estos tres parametros, se puede calcular Kg utilizando la expresion
(2), haciendo R =Ry y [Ca®']; = 290 nM. Los valores de los parametros de la calibracion
“in vivo” obtenidos en nuestro sistema son: Ry, = 0.18 £ 0.005 (n=4), Ruix =3.45 £ 0.21
(n=4) y Kg = 1801 nM.

La comparacién de la [Ca®]; obtenidas utilizando la expresion (2) para valores
arbitrarios de R y con los parametros de la calibracién “in vivo” (eje de ordenadas) e “in
vitro” (eje de abscisas) se muestra en la figura 11. El ajuste entre ambas se ha llevado a
cabo mediante la expresion cuadratica de 2° orden, f(x) = 7.35.10™ x> + 0.75 x + 64.60,
con un coeficiente de correlacion r* = 0.99. Para un mismo valor de R, la [Ca®"] con los
parametros obtenidos con la calibracion “in vivo” es 1.24 a 1.7 veces superior a la
determinada con los de la calibracién “in vitro”. Resultados similares han sido descritos por
otros autores, donde los valores de la [Ca®"}; calculados con la calibracién “in vivo™ eran
cercanos al doble de la estimada a partir de la calibracion “in vitro”. Esta diferencia puede
ser debida al efecto de las condiciones citoplasmaticas (por ejemplo la viscosidad) sobre
las propiedades del Fura-2, (Agustine y Neher, 1992). En nuestro caso se han utilizado los

resultados de la calibracién “in vivo” para determinar la [Ca’"); a partir de la expresion (2).
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I I I l l I I
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calibracion “in vitro” ([Ca*'] en nM)

Figura 11. Diagrama comparativo de los valores de la [Ca>"] obtenidos con la calibracién “in vitro” ¢ “in
Vivo”.
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2.2. Registros electrofisiolégicos

En el presente trabajo, ademas de la medida de Ca®* citosélico en células aisladas se
consideré importante conocer la actividad eléctrica que acompafiaba a los cambios
intracelulares de la [Ca®]. Por ese motivo se hicieron experimentos electrofisioldgicos
usando el amplificador EPC-7 (List Electronics, Alemania) para la medida de corrientes
i6nicas en modo de fijacidn de voltaje (“voltage-clamp”), o la determinacion del potencial

de membrana en modo de fijacion de corriente (“current-clamp”) (Hamill y col., 1981).

2.2.1. Técnica de fijacion de voltaje

En la figura 12A se muestra un esquema del dispositivo electronico empleado en la
técnica de “patch-clamp” en el modo de fijacion de voltaje (“voltage clamp™), usado para
registrar la corriente i6nica a través de la membrana (I,,), a partir de una sefial de entrada
(Vwes) que controla el potencial de la pipeta (V,). La sefial de salida V,, obtenida de un

convertidor corriente/voltaje (I/V), permite determinar I, a partir de la expresion:

Im = "(Vref = Vs) / I{r

donde R, = 500 MQ), es la resistencia de retroalimentacion del convertidor corriente-
voltaje. Al inicio del experimento se aplica en V¢ un pulso de 10 mV de amplitud y 10 ms
de duracién que origina la sefial V. Esta sefial, que se monitoriza en un osciloscopio,
presenta dos transiciones al inicio y al final del pulso, como consecuencia de los
componentes capacitativos del sistema cuando el electrodo se encuentra fuera del bafio que
contiene los miocitos (Fig. 12A). Cuando se introduce el electrodo en el bafio (Fig. 12B),
se cierra eléctricamente el circuito entre el electrodo de registro y el electrodo de
referencia (E.¢), generandose una corriente. A partir de la amplitud de V; y de los demas
parametros conocidos, se puede determinar la resistencia del electrodo mediante la

expresion:

Vref X Rr

Vs = Vref
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Figura 12. A. Esquema del dispositivo general de registro, modo fijacién de voltaje. B, C y D representan los
diferentes pasos seguidos hasta llegar a la configuracién de célula completa (véase texto para mas detalles).
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Una vez en el bafio y gracias a un micromanipulador se procede a la aproximacion del
electrodo a la célula aplicando al mismo tiempo una presion positiva al interior de la

micropipeta para evitar que se ensucie la punta.

, ipeta
célula de pip
musculo liso
. r . . 2+ . .y
corriente macroscopica incremento de Ca” y activacion
fijacion de voltaje de la corriente transmembranaria

A B

Vm=-40 mV
10 mV 1000 -
2
-80mvV — :
1 ! s
ICa A

‘ 500 pA

Im (pA)

5 ms

Figura 13. Registros obtenidos con la configuracion de célula completa en el modo de fijacion de voltaje.
A. Registro de una corriente macroscopica de Ca®* tras la despolarizacion del potencial de membrana desde
-80 mV hasta 10 mV (solucién interna “en mM” 130 Cs™, S EGTA, 5 BAPTA // solucién externa “en mM”
10 Ba®, 140 NaCl, 2.7 KCI). B. Registro simultineo de la [Ca®"]; y de la corriente a un potencial de —40 mV
(solucién interna 2, tabla S // solucién externa esténdar, tabla 4).

Cuando se establece el contacto con la célula, configuracion de “cell-attached”, se

produce una resistencia llamada resistencia del sello que se refleja en el osciloscopio como
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una disminucion en la amplitud de la sefial de salida V; (véase Fig. 12C,1). A continuacion,
se cancelan las transiciones capacitativas manualmente en el amplificador como se muestra
en la figura 12C,2. En la siguiente fase se rompe el sello aplicando una presion negativa
al interior de la micropipeta consiguiendo la configuracion de célula completa “whole-cell”,
que se corresponde con un aumento en los componentes capacitativos de la sefial V; (Fig.
12D). Esto permite el acceso al interior de la célula y en pocos segundos el contenido del
citoplasma se homogeniza con el contenido de la solucidn interna de la micropipeta. A
partir de esta situacion, y tras la cancelacion de los componentes capacitativos, se pueden
llevar a cabo los experimentos de fijacion de voltaje, donde el cambio en V¢ provoca los
correspondientes cambios en el potencial de membrana y genera corrientes como
consecuencia del flujo de iones a través de toda la membrana plasmatica.

La figura 13A muestra un registro tipico de una corriente idnica macroscdpica
asociada al flujo de Ca®" a través de los canales de Ca** voltaje dependientes en una célula
de musculo liso pulmonar. Esta corriente se consiguio tras aplicar un pulso despolarizante
de 10 ms desde —80 hasta 10 mV. La figura 13B muestra un registro continuo de corriente
generada en un miocito puimonar cuando se produce un cambio en la [Ca®"] intracelular
manteniendo fijo el potencial de membrana a -40 mV. En este caso, la corriente registrada
muestra dos componentes de sentidos opuestos, el primero componente entrante coincide
con el principio de la subida de la [Ca®"];, mientras que el componente saliente se pone de

manifiesto cuando el Ca®" alcanza niveles mayores.

2.2.2. Técnica de fijacion de corriente

El modo de fijacion de corriente (“current clamp”) permite registrar el potencial de
membrana manteniendo a cero la intensidad de corriente mediante la retroalimentacion
entre la sefial V, y el potencial de la pipeta V,, creandose un seguidor de voltaje de alta
impedancia como se muestra en la figura 14A. Una variante de esta configuracion es el
modo CC+COMM (fijacién de corriente + comando). En este caso, la aplicacion de una
sefial V; hace que la corriente no se mantenga a cero, midiéndose como antes el potencial

de membrana que se presenta en la salida Vcomw del amplificador.
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Figura 14. A. Esquema general del dispositivo de registro en modo de fijacién de corriente. B. Registro
simultaneo de las oscilaciones de Ca®* y los cambios del potencial de membrana. La flecha indica el momento
de inyeccion de corriente en el modo de CC+COMM.

En nuestros experimentos la inyeccion de corriente se hizo manualmente usando la
seflal Vo del amplificador. Los pasos para establecimiento del sello y la configuracion de
célula completa son idénticos a los descritos en el apartado anterior 2.2.1 (véase Fig. 12A-

D). La figura 14B muestra el registro de los cambios en el potencial de membrana como
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consecuencia de las transiciones espontaneas de la [Ca>"]; Obsérvese que partiendo
inicialmente de un potencial de membrana de —25 mV y corriente nula, los cambios en la
[Ca®"); producen exclusivamente cambios en el potencial de membrana sin afectar la
corriente. La flecha representa el instante en que se inyecta corriente, produciéndose un
cambio en el potencial de membrana hacia valores cercanos a 0 mV. A continuacidén
cualquier cambio en la [Ca®*]; de nuevo produce cambios exclusivamente del potencial de

membrana.

2.2.3. Soluciones de registro

En este trabajo se han usado diferentes soluciones externas para bafiar las células y
soluciones internas, que colocadas dentro de la micropipeta de registro, permiten dializar
el interior de los miocitos.

La caracterizacion farmacologica de las conductancias ionicas, asi como el estudio de
la liberacion de calcio de los almacenes intracelulares, se realizo afiadiendo distintos
farmacos a estas soluciones, cuya preparacion y concentracion se citara a lo largo del texto
y en los pies de las figuras. Las sales, enzimas, albumina y demas productos eran de la casa

comercial (Sigma, EE.UU.).

Estindar 0 Ca™ 30K
CINa 140 140 110
CIK 2.7 2.7 30
CLCa 2.5 0 2.5
Cl:Mg 1 4 1
Hepes 10 10 10
EGTA - 0.5 -

Tabla 4. Composicion de las soluciones externas de registro (en mM).

Las soluciones externas de registro empleadas durante los experimentos, se resumen
en la tabla 4. Los valores se dan en mmol/litro y el pH = 7.4 ajustado con NaOH a 20°C.

La osmolalidad de estas soluciones oscilaba entre 280 y 300 mOsmol/Kg y se midi6 en un
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osmometro de presion de vapor (Wescor, EE.UU). La medida de estos parametros se
repitié cuando se afiadio algun producto a la solucion.

Por otro lado, las soluciones internas fueron usadas para llenar la pipeta de registro
cuando se hicieron experimentos dializando las células. En la tabla 5 se muestra la
composicion de las soluciones, las cuales se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.
Antes de usarlas se afiadio el ATP y 0.05 mM Fura-2 sal y luego se ajusto elpHa 7.2 a
20°C. La osmolalidad de las soluciones oscilaba entre 260 y 270 mOsmol/Kg.

Soluciones
1 2 3 4
Ac. Aspartico-K 110 89 - -
CIK 20 41 130 -
Cl:Mg 1 1 - -
Hepes 5 5 5 10
Ditrisfosfocreatina S S 5 -
ATP 4 4 4 4
CINa - - - 10
CICs - - - 120
Ec (mV) -49.3 -31 -3.2 -3.2
Ex (mV) -99 -99 -99 -

Tabla 5. Composicion de las soluciones intemmas de registro (expresadas en mM) y los
correspondientes potenciales de equilibrio de los iones Cl'y K™ determinados a 25°C.

En estas soluciones se alteraron las [CI'] o [K"], con objeto de cambiar el potencial
de equilibrio para estos iones y estudiar el potencial de reversion de las conductancias
presentes en la membrana plasmatica. Los potenciales de equilibrio para el Cl" (Eq) y para
el K (Ex) entre la solucidn externa estandar (tabla 4) y las distintas soluciones internas

(tabla 5) se calcularon a partir de la ecuacién de Nernst:
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RT [X]e
In
zF [X],

Ex=

donde R es la constante de los gases, T es la temperatura en °K, z es la carga del ion, F es
la constante de Faraday, [X]. es la concentracion del i6n en el medio externo y [X]; es su
concentracion en el medio interno. El factor RT/F es igual a 25.69 mV a la temperatura

de 25°C.

2.2.4. Fabricacién de los electrbdos de registro

Los microelectrodos se fabricaron a partir de capilares de vidrio usados para la
determinacion del hematocrito (Hirschmann Laborgerdte, Alemania). El vidrio se estird
por calentamiento en dos fases en un estirador vertical (List Electronics, Alemania)
obteniéndose dos electrodos de puntas muy finas con resistencia entre 3 y 5 megaohmios.
Después del estiramiento, los electrodos se pulieron con un arco de platino incandescente,
lo que les permiti6 tener una superficie bastante lisa y regular en la punta, lo cual favorecio

la formacion de los sellos de alta resistencia.

2.2.5. Medida del potencial de unién liquida

El potencial de unién liquida generado entre las diferentes soluciones internas y la
solucién externa estandar se midi¢ para determinar el error cometido cuando se registrd
la corriente o potencial de membrana. Para medirlo se usaron puentes de agar-CLK 3M
como electrodo de referencia. El puente de agar consiste en una pipeta rellena con una
solucion 3M CLK geleficada por el agar, a la que se introduce un hilo de plata clorurada.
El potencial de unién se midié con los electrodos bien clorurados, cuando la lectura del
amplificador de “patch-clamp” es estable y siendo el puente la Gnica conexion entre la
tierra y el bafio (Benedek y Villars, 1979; Ortega-Saenz, 1998).

El primer paso para medir el potencial de union, consiste en llenar el bafio y la pipeta
con la solucién interna, luego se conecta el amplificador en modo de fijacion de corriente
y se ajusta la lectura del amplificador a cero (Fig. 15A). A continuacion se cambia la
solucién del bafio por la soluciéon externa (Fig. 15B), en este momento se registra en el

amplificador un valor estable que sera el valor de la diferencia de potencial de la unién
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liquida entre la solucion interna y la solucion externa. Los valores de los potenciales de
unidn entre la solucidn estandar (tabla 4) y las internas 1, 2, 3 y 4 (tabla 5) fueron 8.9 mV,
7.3 mV, 3.5mVy 3.5 mV respectivamente. Los datos que se presentan en este trabajo no

han sido corregidos por estos valores.

A

) hilo de plata clorurada
hilo de plata

clorurada puente de agar
3M CIK

solucion interna

solucidn interna

S I NN AN
LT solucioniexternal,

EINE B
Aol il

3
]

Figura 15. Esquema explicativo del protocolo para la medida del potencial de unién liquida entre dos
soluciones de composicion idnica distinta.

3. Dispositivo experimental empleado para la medida de la [Ca®] citosélico y
de la actividad eléctrica

Los experimentos se realizaron sobre un microscopio invertido (Zeiss, Alemania)
equipado con Optica convencional para epifluorescencia (Fig. 16). Las células se excitaron
mediante la radiacion emitida desde una lampara de xenén (1) (Osram XB075 W,
Alemania) atravesando primero un filtro de vidrib antitérmico Schott UG1 (2) que
selecciona los fotones con longitud de onda entre 300 y 400 nm. La seleccion de las dos
longitudes de excitacion, se realizé con los filtros SWP 357 y BP 380 montados en una
rueda que giraba a 5 r.p.s. (3). De esta forma se consiguieron las longitudes de onda

cercana a 360 nm y de 380 nm. La via seguida por la radiacion excitadora se muestra en
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la figura 16 con linea continua. Esta radiacion incide sobre la célula a estudiar a través de
un objetivo Plan-Neofluar 40X, AN 0.75 (4). La fluorescencia emitida por el colorante
(linea discontinua), con longitud de onda cercana a los 510 nm, se detecta mediante un
tubo fotomultiplicador (5) tras ser desviada de su trayectoria en el microscopio y pasar por
el espejo dicrdico BSP 430 inclinado 45° respecto al haz incidente (6) y por el filtro de
emision LWP 470, (filtro horizontal en posicion 6). La seleccion definitiva de la radiacidon
con longitud de onda cercana a 510 nm se realizé con el filtro SWP 540, situado a la
entrada del fotomultiplicador (7). Dos diafragmas colocados en las posiciones 8 y 9

permitieron seleccionar la zona de excitacion y la célula objeto de estudio respectivamente.

N
controlador §

5
=7\
S N I I
R “{___6” 4"1 8 2
A 4 3

Figura 16. Esquema representativo del dispositivo experimental usado para medir la [Ca®*] intracelular y la
actividad eléctrica de los miocitos pulmonares (ver texto para mas detalles).
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La sefial eléctrica del fotomultiplicador se introdujo en el controlador (Luigs y
Neumann, Alemania) que separa las dos sefiales que corresponden con las dos longitudes
de onda de excitacion y las presenta en dos canales de salida, las cuales se digitalizan
continuamente (C A-D) con un intervalo entre puntos de 600 ms, en una tarjeta de
adquisicion (Indec, EE.UU.) controlada mediante un ordenador (IBM PS/230, Reino
Unido). Como se ha descrito anteriormente, la [Ca>']; se determina a partir de la relacién
de estas dos sefiales y las constantes de calibracion del sistema. Estas tres sefiales se
representaron continuamente en la pantalla del ordenador y se almacenaron para su
posterior analisis. En los experimentos donde se utilizaron células dializadas, ademas de
las sefiales anteriores se registraron la corriente idnica (I,) o el potencial de membrana
(Vm), dependiendo del modo de trabajo del amplificador EPC-7. Estas cinco sefiales se
representaron continuamente en la pantalla del ordenador con un intervalo entre puntos
de 300 ms y eventualmente se almacenaron para su posterior analisis. Un convertidor
digital-analégico (C D-A), proporciond la sefial V. para controlar el potencial de
membrana en la configuracion de fijacion de voltaje. El osciloscopio permitia visualizar la

calidad del sello a lo largo del experimento.

4, Proceder experimental y analisis de resultados

Los miocitos se colocaron en la cdmara de registro de unos 0.5 ml de capacidad y se
expusieron continuamente a una solucion externa. Un conjunto de llaves de paso permitia
cambiar la solucion que bafiaba las células, y que en todo momento era succionada de la
camara de registro mediante una bomba de vacio.

El primer grupo de experimentos se hizo en células no dializadas y cargadas con Fura-
2 AM. La medida de la [Ca®]; se hizo seleccionando con el microscopio la célula deseada,
previa cancelacion de la autofluorescencia con el controlador excitando una zona del cubre
libre de células.

Para realizar los experimentos en células dializadas, se colocaron las células en la
camara de registro y se situd el electrodo con la solucion interna en el “head-stage” del
amplificador de “patch-clamp”, de forma que el hilo de plata clorurada conecte la solucién
interna con la entrada negativa del convertidor I/V (véase Fig. 12A). Con la ayuda de un

micromanipulador se introduce la micropipeta en el bafio y se acerca a la célula, ejerciendo
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una suave presion positiva constante para evitar que se ensucie la punta de la micropipeta.
Al hacer contacto la pipeta con la superficie celular se hace una leve presion negativa
observandose un aumento de la resistencia que alcanza valores de gigaohmios y
estableciendo el sello. A continuacion se cancela la autofluorescencia en el controlador, que
se debe al indicador contenido en la solucidn interna del electrodo, la autofluorescencia de
la célula y la fluorescencia emitida por el sistema (soluciones, componentes Opticos etc.).
Para conseguir la configuracion de célula completa, se ejerce una ligera succion que
conduce a la ruptura del area de la membrana delimitada por la pipeta, accediéndose al
interior de la célula. De esta manera, el citosol celular se equilibra con la solucion de la
pipeta, mientras que el exterior de la célula queda en contacto de la solucion del bafio. Todo
esto se monitoriza mediante un cambio en los componentes capacitativos de la sefial
representada en el osciloscopio, debido al aumento de la superficie de la membrana celular
(véase Fig. 12).
Los datos se dan como media + desviacidn estandar y fueron comparados usando la
"t" de Student y las diferencias fueron consideradas significativas a P<0.05. Los

experimentos se realizaron a temperatura ambiente (~22°C).
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RESULTADOS

Los resultados que se exponen en este trabajo se han dividido en cuatro apartados (1
al 4). En los dos primeros se describe el estudio realizado sobre la regulacion de las
oscilaciones de la [Ca] citosolico ([Ca®];) en los miocitos del arbol arterial pulmonar.
Estos experimentos se llevaron a cabo determinando la [Ca®]; con técnicas
microfluorimétricas en células aisladas, principalmente sin dializar, procedentes bien de
arterias de gran diametro (de conduccion) o de arterias finas (de resistencia). Generalmente
se utilizaron células que oscilaban espontaneamente, aunque en determinadas ocasiones
las oscilaciones fueron provocadas. Se disefiaron experimentos que permitieron identificar
el origen intra o extracelular de los cambios en la [Ca®'];, utilizando para ello agentes
reguladores de la entrada de Ca”" del medio extracelular y de los mecanismos de liberacion
y de recaptacion del Ca®* por el reticulo sarcoplasmico (RS) y la mitocondria. En los
apartados 3 y 4 se presentan los resultados experimentales obtenidos cuando se utilizan
conjuntamente técnicas microfluorimétricas y electrofisiologicas para determinar la
actividad eléctrica asociada a los cambios en la [Ca*'];. Los experimentos se realizaron en
la configuracion de célula completa con la técnica de “patch-clamp” y se midi6 la [Ca®'};
simultaneamente con la corriente idnica transmembranal o el potencial de membrana. Los
canales iOnicos presentes en la membrana plasmatica se identificaron utilizando agentes
bloqueantes o determinando el potencial de equilibrio en diferentes condiciones idnicas

intra y extracelulares.
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1. Oscilaciones de calcio en los miocitos arteriales pulmonares

Los miocitos arteriales pulmonares dispersos muestran oscilaciones espontaneas y
mantenidas de los niveles de Ca®" intracelular. Aunque los mecanismos que provocan estas
oscilaciones no se conocen con detalle, se sabe que se originan fundamentalmente por la
liberacién transitoria de Ca® de los almacenes intracelulares y que se modulan, en
frecuencia y amplitud, por la entrada de calcio del medio extracelular, el potencial de
membrana y otras maniobras experimentales (Girad y Clapham, 1993; Franco-Obregén y

col., 1995; Prakash y col., 1997).

1.1. Oscilaciones espontineas o inducidas en la [Ca®"] citosélico

Se han registrado cambios espontaneos de la [Ca®"]; en una poblacién de 440 células
de musculo liso arterial pulmonar, que en algunos casos persistieron hasta 90 min con
amplitud casi constante. Un ejemplo ilustrativo de oscilaciones esponténeas se muestra en
la figura 17. El panel A representa una secuencia de oscilaciones espontaneas, donde “a”
es la amplitud de la espiga de Ca®", “b” el nivel basal de la [Ca®'];, e “i” el intervalo entre
las oscilaciones, a partir del cual se puede calcular la frecuencia (frecuencia = 1/i). Los
valores promedios del nivel basal de la [Ca*'];, la amplitud y frecuencia de las oscilaciones
se muestran en la tabla 6.

La espiga de Ca”" sefialada con un asterisco, se muestra ampliada en la figura 17B
donde se representan las distintas fases de las que consta una oscilacion de Ca®" tipica. La
fase 1, que se denomina pie de la oscilacion, se caracteriza por un incremento lento de la
[Ca®];. Esta fase generalmente se registra tanto en presencia como en ausencia de Ca**
extracelular, lo que indica que puede deberse a una pequefia fuga de Ca®* de los almacenes
intracelulares (Tino y col., 1994). El Ca** liberado en la primera fase puede inducir un
aumento de la excitabilidad del reservorio disparando la liberacion rapida de Ca®
representada por la fase 2. La fase 3 refleja la recuperacion del nivel basal de Ca®* debido
a la participacion de procesos activos que bombean el i6n hacia el medio extracelular o lo
recaptan en los almacenes intracelulares, tras lo cual se repite el proceso (ver Berridge,

1993 y Fig. 4 en “Introduccion”).
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Figura 17. Oscilaciones espontaneas de la [Ca®"]; en células de musculo liso vascular. A. Registro de
2+

oscilaciones espontaneas de la [Ca®']; donde “a” representa la amplitud de la espiga, “b” el nivel basal de Ca
e “i” el intervalo entre las espigas. B. Representacion a diferente escala de la espiga de Ca®* sefialada con
asterisco en el panel A. Los numeros indican las diferentes fases de la espiga (ver texto para mas detalles).

En los miocitos que no presentaron oscilaciones espontaneas (células silentes), las
espigas de calcio se generaron en muchas ocasiones por la estimulacion con agonistas.
Independiente de su localizacion, la aplicacion extracelular de ATP provocd oscilaciones
en el 58% de las células estudiadas (n=64; Fig. 18A); la cafeina generd oscilaciones en el
11% de los miocitos (n=36; Fig. 18B) y la noradrenalina indujo oscilaciones en el 44% de
las células (n=25; Fig. 18C). Obsérvese como en todos los casos las oscilaciones persisten

durante varios minutos tras el lavado del agonista.
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Figura 18. Oscilaciones de la [Ca*"); inducidas por ATP (A), cafeina (B) y noradrenalina (C).

1.2. Los niveles basales de la [Ca®"] citosélico regulan la amplitud y frecuencia
de las oscilaciones

Con objeto de estudiar los factores que regulan las caracteristicas de las oscilaciones
de Ca®, tales como amplitud y frecuencia, se realizaron experimentos en los que se
favorecio la entrada del ion del medio extracelular, despolarizando la membrana mediante
una solucién externa de alta [K'], o se limito la entrada del ion eliminando el Ca®" del

medio extracelular. La figura 19A muestra el efecto de una solucién de 30 mM K sobre
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las oscilaciones espontaneas. La apertura de los canales de calcio voltaje dependientes,
como consecuencia de la despolarizacion originada por esta solucion (Franco-Obregdn y
col., 1995), provoca un incremento del nivel basal de la [Ca®'] representado por la linea
de puntos. Como consecuencia de este efecto se produce una disminucién marcada de la

amplitud e incremento de la frecuencia de las espigas.

Soluciones [Ca®*] basal Amplitud Frecuencia
(nM) (nM) (oscilaciones/min)
Estandar 113 £ 96 (n=34) 200 = 110 (n=36) 3.1 +£1.8(n=33)
30K 130 + 90 (n=9)* 105+ 81 (n=9)* 5.5 +3.8 (n=7)*
0 Ca® 90 £ 84 (n=25)* 249 + 110 (n=24)* 1.7 £0.8 (n=26)*

Tabla 6. Caracteristicas de las oscilaciones de la [Ca”"]; en condiciones experimentales estandar y
cuando se altera la entrada de Ca® desde el medio extracelular. Los valores se muestran como la
media + desviacion estandar y en paréntesis el numero de células estudiadas. * valores
significativamente diferentes con respecto a los valores obtenidos en la solucion estandar (test de la
“t” de Student, p<0.05).

El efecto de la solucion externa sin calcio se estudié en 36 células. En 11 casos se
produjo la interrupcion de las espigas al cabo de 1 min, mientras que en las 25 células
restantes el efecto observado fue la disminucion del nivel basal de Ca*", lo que dio lugar
a una reduccion de la frecuencia, y generalmente, aumento la amplitud de las oscilaciones
(Fig. 19B). Los valores promediados de la amplitud y frecuencia de las oscilaciones en
presencia de 30 mM K y tras la eliminacion del Ca®* del medio externo se muestran en la
tabla 6. La variacion relativa de la frecuencia y de la amplitud de las oscilaciones,
producidas por las maniobras experimentales descritas anteriormente, se representa frente
a la variacion de la [Ca®"] basal en las figuras 19C y 19D respectivamente.

Estos diagramas muestran que los incrementos en la [Ca®'] producen aumentos de la
frecuencia de las espigas (Fig. 19C) y una disminucion en la amplitud de las mismas (Fig.
19D), mientras que la disminucion de la [Ca®"] provoca efectos opuestos. Por lo tanto, la

entrada de Ca”" a través de la membrana es un factor importante en la regulacion de las
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oscilaciones citosélicas del ion. En otras preparaciones de musculo liso donde se han
registrado espigas de Ca’" intracelular, también se ha observado la regulacién de la
amplitud y frecuencia de las mismas por el flujo de Ca®* trasmembranario (Blatter y Weir,

1992; Berridge, 1993; Franco-Obregén y col., 1995; Prakash y col., 1997).
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Figura 19. Modulacién de las oscilaciones de la [Ca®]; por el flujo de Ca®* a través la membrana plasmatica.
Ay B representan las variaciones de la amplitud y frecuencia de las oscilaciones por cambios en la entrada
de Ca®* desde el medio extracelular. En C y D se muestran los ajustes de la variacién de la frecuencia y
amplitud de las oscilaciones frente a los cambios en la [Ca**]; citosélico. Los resultados se han obtenido del
analisis de 24 células.
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1.3. El reticulo sarcoplasmico participa de forma fundamental en la génesis de
las oscilaciones de la [Ca®'] citosélico

Como se indico anteriormente, la eliminacion de Ca®* del medio externo generalmente
no interrumpio las oscilaciones de Ca®" citosolico y la aplicacién extracelular de algunos
agonistas (como el ATP, cafeina o noradrenalina) indujo la génesis de oscilaciones en
células silentes (véase Fig. 18). Estas observaciones sugerian que las oscilaciones tienen
un origen fundamentalmente intracelular (de reservorios localizados en el reticulo
sarcoplasmico y/o la mitocondria), por lo que se disefiaron experimentos para determinar
de forma precisa su origen.

Existen evidencias experimentales que sugieren la participacion de la mitocondria en
la regulacion de las oscilaciones de Ca®" citosolico inducido por InsP; en ovocitos de
Xenopus (Jouaville y col., 1995) asi como una estrecha relacion espacial entre el reticulo
sarcoplasmico y la mitocondria en células HeLa, llegando a contactar los dos organelos en
algunas localizaciones (Rizzuto y col., 1998; Duchen, 1999). Para estudiar la participacion
de la mitocondria en la generacion de las oscilaciones de Ca”™* citosolico se realizaron
experimentos en los que se inhibio la liberacion y la recaptacion de Ca™ en la mitocondria
mediante agentes farmacologicos. La exposicion de los miocitos durante 3 min a rojo de
rutenio, un inhibidor del uniportador de Ca®", no produjo un efecto apreciable sobre las
espigas en la mayoria de las células estudiadas, aunque en algunos casos (en 2 células de
10) se observd un bloqueo completo en la actividad oscilatoria de Ca®*. Se hicieron
también experimentos en miocitos dializados con solucion interna de registro conteniendo
40 puM de rojo de rutenio. En estas condiciones se registraron oscilaciones espontaneas en
4 células, con caracteristicas semejantes a las registradas en células sin dializar (Fig. 20A).
El mecanismo de extrusion de Ca>* por la mitocondria en el que participa el intercambiador
Na'/Ca®", parece no participar tampoco en la generacion de las oscilaciones, ya que la
solucion interna de registro utilizada no contenia Na'. La utilizacion del protonoforo
CCCP a una concentracion de 2.5-5 uM, que disipa los gradientes de protones y eléctrico
en la mitocondria, produjo el bloqueo irreversible de las espigas de Ca®* en todas las
células estudiadas (n=9). Como se muestra en la figura 20B, su efecto generalmente se
caracterizo por un enlentecimiento de la segunda fase de la espiga que corresponde a la

fase de recaptacion del Ca®" citosolico. La interrupcion de las oscilaciones por el
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protondforo puede ser debido a la produccion de radicales libres o al descenso de ATP,
ya que la aplicacion externa de 2 pg/ml de oligomicina, inhibidor de la fosforilacion
oxidativa y de la sintesis de ATP, también produce la interrupcion de las oscilaciones en

el 70% de los casos estudiados (n=6).
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Figura 20. Papel de los almacenes intracelulares de Ca®* en la generacion de las oscilaciones. A. La
inhibicién del uniportador de la mitocondria, tras la dilisis durante 20 min de la célula con una solucion
interna que contiene rojo de rutenio, no previene la generacién de las oscilaciones de la [Ca®']. B. La
disipacién del gradiente de protones de la mitocondria por el CCCP bloquea irreversiblemente las
oscilaciones. C. Interrupcion de las oscilaciones mediante la inhibicién de la ATPasa célcica del reticulo
sarcoplasmico por la tapsigargina.
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El papel desempefiado por el reticulo sarcoplasmico en la actividad oscilatoria se puso
de manifiesto utilizando tapsigargina, un inhibidor de la recaptacion de Ca®* en el reticulo
sarcoplasmico por la ATPasa célcica (Thapstup y col., 1990; Sagara, y col., 1991). Como
se muestra en la figura 20C, la aplicacion externa de tapsigargina provoco la subida de
Ca®" entre las espigas y bloqueo irreversiblemente las oscilaciones en menos de 1 min en
todas las células estudiadas (n=5). Obsérvese como la aplicacion posterior de cafeina, que
libera Ca”" del reticulo sarcoplasmico activando el receptor para rianodina, no produjo
incremento de Ca®", lo que sugiere que, tras el tratamiento con tapsigargina, el reservorio

se encontraba vacio.

1.4. Estudio e identificacion farmacologica de los receptores regulados por
InsP; o rianodina en los miocitos de la arteria pulmonar

La liberacion de Ca®* desde el reticulo sarcoplasmico se puede llevar a cabo mediante
la activacion de dos tipos de receptores, el receptor sensible al inositol 1,4,5-trifosfato
(InsPs) (Berridge y Iwing, 1989) y el receptor sensible a rianodina, que a su vez se activa
por el Ca®* intracelular (Fleischer y col., 1985). Estos procesos se conocen como el IICR
“liberacion de Ca®* inducida por InsP;” y el CICR “liberacion de Ca®* inducida por Ca*”.

El receptor para rianodina se estudio utilizando cafeina, que produce su activacion
aumentando su sensibilidad a Ca®>* (Endo, 1977; Yamamoto, 1991). La respuesta a cafeina
generalmente produjo una liberacion de Ca®* que se caracterizé por una fase inicial rapida
seguida por una fase de recaptacion mas lenta que generalmente se mantenia mientras que
la cafeina estuviese presente (Fig. 21A). Como se indico anteriormente la cafeina fue
también capaz de generar oscilaciones de Ca®* en células silentes (ver Fig. 18B).

El receptor sensible a cafeina se caracteriza por su gran afinidad a la rianodina, una
toxina que a concentraciones superiores a 10 pM, se une al receptor y lo mantiene en un
estado abierto irreversible (Fleischer y col., 1985). El efecto inhibidor de la rianodina es
dependiente de su uso, es decir, no ejerce efecto mientras no se estimule el receptor
(Rousseau y col., 1987). En la figura 21A se muestra que la aplicacion externa de 20 yM
rianodina durante 6 min, entre dos estimulos de cafeina, no produjo el bloqueo esperado
sobre la sefial de Ca™*. Sin embargo, cuando la exposicion a cafeina se hizo en presencia

de rianodina, se observd una disminucion de la amplitud de la sefial generada por
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aplicaciones sucesivas de cafeina (Fig. 21B). Notese que el bloqueo se observa con solo
3 min de exposicion a rianodina. Para estudiar con mas detalle el efecto de la rianodina
sobre la liberacion de Ca®* provocada por la cafeina, se llevaron a cabo experimentos
aplicando repetidamente, cada 2 min, 10 mM de cafeina en ausencia y presencia de

rianodina.
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2507 cafeina 2 mM rianodina 20 pM cafeina
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B rianodina 20 pM
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400 cafeina 10 mM _cafeina
2 300-
& o 200
O,
100
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1 min

Figura 21. Efecto de la aplicacion extracelular de rianodina (20 uM) sobre la liberacion de Ca®* producida por
cafeina (2-10 mM). A. La rianodina no inhibe la liberacion de Ca®* mientras no se active el receptor. B. El efecto
bloqueante de la rianodina se produce cuando est4 presente durante la activacion de su receptor.

La figura 22A muestra las respuestas de amplitud similar que se registraron tras el
estimulo repetido con cafeina y en ausencia de rianodina. La aplicacion de este protocolo
experimental a la misma célula pero en presencia de rianodina, proporcion6 incrementos
de la [Ca>]; con amplitud decreciente, quedando el reservorio sin Ca®* tras la cuarta

aplicacion de cafeina (Fig. 22B).
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Figura 22. Efecto de la rianodina (20 tM) sobre la liberacién de Ca®* del reticulo sarcoplasmico inducida por
cafeina (10 mM). A. Espigas de Ca** de similar amplitud generadas por la aplicacion repetitiva de cafeina. B.
Disminucién de las respuestas a cafeina en presencia de rianodina. C. Representacion del promedio de la
[Ca®']; normalizada frente a las sucesivas aplicaciones de cafeina en solucion estdndar (tridngulos) y en
presencia de rianodina (circulos). Los valores obtenidos en presencia de rianodina se ajustan a una regresion
lineal de segundo orden con un coeficiente de correlacion r’ = 0.99.
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En la figura 22C se representa el promedio normalizado, respecto al valor maximo,
de la amplitud de la oscilacion de [Ca**] en varias células frente al nimero de la aplicacion
de cafeina, en solucion externa estandar y en presencia de rianodina. La respuesta a cafeina
en la primera solucion (triangulos) apenas varia con las sucesivas aplicaciones, mientras
que la respuesta a cafeina en presencia de rianodina (circulos) va disminuyendo de
amplitud con la estimulacion repetida.

El estudio de los receptores del reticulo sarcoplasmico sensibles al InsP; se llevo a
cabo mediante la aplicacion externa de ATP, agonista de los receptores P,-purinérgicos,
que gracias a la produccion del segundo mensajero InsP; provoca la movilizacion de Ca**
de los reservorios intracelulares (Dubayk y El Moatassim, 1993). La exposicion de los
miocitos de la arteria pulmonar a ATP, produjo generalmente un incremento rapido de la
[Ca®"], tras cuya recuperacion se iniciaron las oscilaciones (ver Fig. 18A). Este efecto
también se registrd en ausencia de Ca’" externo, aunque tras quitar el estimulo, las
oscilaciones persistieron durante menos tiempo que cuando el Ca®* estuvo presente en el
medio extracelular (Fig. 23A).

Ya que los miocitos vasculares pulmonares contienen receptores para rianodina e InsPs,
estudiamos si la rianodina podia interferir con el receptor sensible a InsP;. En este caso,
la liberacion de Ca®* generada por la aplicacion extracelular de ATP, que supuestamente
activa el receptor para InsP;, deberia afectarse en presencia de rianodina. La figura 23B
muestra un registro en el que el ATP generd oscilaciones de Ca®* que aparentemente no
se afectaron por la rianodina, lo que sugiere que su accién en nuestra preparacion es
bastante selectiva sobre el receptor para rianodina como ha sido descrito por otros autores
(Ehrlich y Watras, 1988, Iino y col., 1988). La participacion de la via del InsP; sobre la
liberacién de Ca®" de los almacenes intracelulares se puso de manifiesto con la interrupcion
de las espigas de Ca’" generadas por ATP cuando se inhibio la fosfolipasa C con U-73122
(Smith y col., 1990) (véase Fig. 23C).

Los datos indican que los miocitos procedentes de la arteria pulmonar pueden exhibir
oscilaciones de Ca®* espontaneas o inducidas por la aplicacion extracelular de ATP, cafeina
o noradrenalina y que se generan aunque el medio extracelular no contenga Ca”’. Esto
sugiere que las oscilaciones se originan por un oscilador citosolico y que la entrada de Ca*

del medio extracelular no es fundamental para la génesis de las mismas, aunque participe
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en la regulacion de la amplitud y frecuencia. Por otra parte, la mitocondria no parece tener
un papel relevante en la produccion de las oscilaciones aunque la liberacion y recaptacion
del i6n por el reticulo sarcoplasmico son fundamentales para su producciéon y
mantenimiento. Asi mismo, el reticulo sarcoplasmico de los miocitos pulmonares contiene
los receptores sensibles a rianodina y a InsP; y la liberacién de Ca** mediada por ambos
receptores se activa mediante la aplicacion de cafeina y ATP y se bloquea por rianodina

y U-73122 respectivamente.

A 0 Ca*, 0.5 EGTA
ATP 1 mM

400
300
200

100 7
0_

[Ca™'); (nM)

30s

B ) rianodina 20 pM
ATP 2 mM

30s

ATP 500 uM

U-73122 100 nM

1 min

Figura 23. La aplicacion extracelular de ATP (0.5-2 mM) induce oscilaciones de la [Ca®]; mediadas porel
receptor sensible a InsPs. A. Oscilaciones de Ca®* generadas por 1 mM ATP en ausencia de Ca®" extracelular.
B. El ATP (2 mM) induce oscilaciones de Ca®* aunque la rianodina este presente. C. La inhibicién de la
fosfolipasa C por la aplicacion del U-73122 (100 nM) interrumpe las oscilaciones inducidas por ATP (0.5

mM).
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2. Diferencias longitudinales en la generacién de las oscilaciones de calcio en
miocitos del arbol arterial pulmonar

En el apartado anterior se ha mostrado la asociacion que parece existir entre las
oscilaciones de Ca®* y la liberacion del ion del reticulo sarcoplasmico. En este apartado se
estudio si los receptores responsables de la liberacion de Ca®* al citosol (sensibles a InsP3
y a rianodina) participan de forma diferencial en la génesis de las oscilaciones en los
miocitos localizados en regiones distintas del arbol arterial pulmonar. Para este fin, se
estudiaron separadamente los miocitos procedentes de arterias de conduccion (tronco y
ramas primarias) y los miocitos de resistencia (dispersados de ramas terciarias y
cuaternarias), exponiéndose a la misma concentracion de rianodina y U-73122. Los
resultados obtenidos indican que los efectos dependen de la localizacion longitudinal de

los miocitos.

2.1. Las oscilaciones espontaneas de Ca®" de los miocitos de resistencia estin

mediadas fundamentalmente por el receptor para rianodina

Las oscilaciones de Ca>" que presentaban los miocitos de resistencia mostraron en
general una gran sensibilidad a rianodina y poca sensibilidad al U-73122. La aplicacion
extracelular de 20 pM rianodina bloque¢ irreversiblemente las oscilaciones espontaneas
en 18 de los 21 miocitos de resistencia estudiados, en menos de 6 minutos (tiempo
suficiente para bloquear las oscilaciones mediadas por el receptor para rianodina, véanse
Fig. 22B y Fig. 24A).

Para estudiar la participacion del receptor para InsPs en la generacion de las espigas
de Ca™, se realizaron experimentos aplicando 400 nM de U-73122 al medio extracelular
para interferir sobre la formacion de InsP; mediada por la fosfolipasa C. Como se muestra
en la figura 24B, el efecto del U-73122 sobre las oscilaciones espontaneas de Ca®* en 5 de
los 6 miocitos de resistencia estudiados, no es tan dramatico como el de la rianodina, ya
que aunque generalmente disminuyé débilmente la frecuencia de las oscilaciones, no llego
a interrumpirlas como lo hizo la rianodina. La ausencia de respuesta a cafeina y ATP al
final del registro sugiere que tanto el U-73122 como la rianodina han actuado sobre los

mecanismos de liberacion de Ca®* mediados por el InsP;R y el RyR respectivamente.
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Figura 24. Participacion de los receptores para rianodina en la generacion de las oscilaciones esponténeas
de Ca®* en los miocitos de resistencia. A. Interrupcion de las espigas de Ca>* por la aplicacion extracelular
de 20 uM rianodina. B. Ausencia de efecto de la inhibicién de la fosfolipasa C sobre las oscilaciones de Ca®*
¢ inhibicién por la rianodina de las oscilaciones. C. Las oscilaciones inducidas por ATP no se bloquean por
el U-73122 (400 nM) mientras que la rianodina interrumpe las oscilaciones.
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Un efecto cualitativamente similar se obtuvo en las oscilaciones inducidas por la
aplicacion extracelular de ATP (Fig. 24C). En 2 de los 3 miocitos de resistencia
estudiados, el U-73122 no interrumpid las oscilaciones, mientras que la rianodina las
bloqued en todos los casos (n=6). Este ultimo efecto de la rianodina fue observado aunque
su aplicacion se efectuara en presencia de ATP.

También se hicieron experimentos dializando las células con heparina, para bloquear
el receptor para InsP; (Supattapone y col., 1988), obteniéndose que 14 de los 17 miocitos
de resistencia dializados con 100 pg/ml presentaron oscilaciones de Ca®" espontaneas,
mientras que a concentraciones mayores (3 mg/ml) no se registraron oscilaciones en las
8 células estudiadas (datos no mostrados).

Estos datos indican que en la mayoria de los miocitos de resistencia las oscilaciones
espontaneas de Ca”" y las inducidas por agonistas (ATP y otros) parecen estar mediadas

fundamentalmente por el receptor para rianodina.

2.2. Las oscilaciones espontineas de Ca’* en los miocitos de conduccién estin
mediadas fundamentalmente por el receptor para InsP;

Siguiendo el mismo criterio utilizado con los miocitos de resistencia, se estudi6 el
efecto de la rianodina y del U-73122 sobre las espigas espontaneas de Ca®" y las inducidas
por ATP en los miocitos de conduccion. Los resultados obtenidos fueron opuestos a los
anteriores, ya que la aplicacion de 20 uM rianodina durante 6 minutos no interrumpio las
oscilaciones espontaneas en 18 de los 22 miocitos de conduccion estudiados. En la figura
25A se muestra un registro que ilustra como la aplicacion externa de rianodina durante mas
de 12 minutos no interrumpio las espigas de Ca>". Sin embargo, la aplicacion del inhibidor
de la fosfolipasa C interrumpe las oscilaciones espontaneas en todos los miocitos de
conduccién estudiados (n=10). La figura 25B muestra este efecto diferencial de la
rianodina y del U-73122 sobre las oscilaciones espontaneas en una misma c€lula.
Obsérvese que las oscilaciones permanecen aunque la rianodina esta presente, mientras que
se bloquean en presencia del inhibidor de la fosfolipasa C, siendo este resultado opuesto

al descrito en los miocitos de resistencia (véase Fig. 24B).
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Figura 25. Participacién del receptor para InsP; en la generacion de las oscilaciones de Ca** en los miocitos de
conduccion, A. Oscilaciones espontaneas de la [Ca®*]; en un miocito de conduccion que no se afectan por la
aplicacién de 20 uM rianodina. B. Ausencia de bloqueo de las oscilaciones de Ca®* por rianodina y su inhibicién
por el U-73122 (400 nM). C. Inhibicion de las oscilaciones generada con ATP (1 mM) por la aplicacién del U-
73122 (izquierda). Resistencia a rianodina de las oscilaciones de Ca®* inducidas por 2 mM ATP (derecha).
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El efecto del U-73122 y la rianodina sobre las oscilaciones de Ca®* generadas por ATP
es cualitativamente similar. La figura 25C izquierda, muestra un registro donde el U-73122
bloquea las oscilaciones (n=3), mientras que la aplicacion de rianodina al menos durante
6 minutos apenas afecta las oscilaciones en 10 de los 11 miocitos estudiados (Fig. 25C
derecha), al contrario que ocurre con los miocitos de resistencia (véase Fig. 24C).

En estos miocitos, la aplicacion de heparina interna (100 pg/ml) determiné que las
oscilaciones estuvieron ausentes en las 4 células estudiadas.

Estos resultados sugieren que, contrariamente a lo que ocurre con los miocitos de
resistencia, en la mayor parte de los miocitos de conduccion el receptor para InsP; parece

ser el responsable fundamental en la generacion de las oscilaciones de la [Ca”'];.

2.3. Regulacion diferencial por el AMPc de las oscilaciones de Ca®* citosélico

en los miocitos de conduccion y de resistencia

La aplicacion de cafeina a concentraciones iguales o superiores a 1 mM inhibid

mayoritariamente las oscilaciones de Ca>* en 7 miocitos de conduccién de los 8 estudiados.
Este efecto podria estar a’sociado al incremento del AMPc¢ debido a la inhibicion de la 5,
3’-fosfodiesterasa (Butcher y Sutherland, 1962) o bien a la modulacién negativa del
receptor para InsP; (Parker y Ivorra, 1991). Para determinar si el efecto de la cafeina
estaba mediado por la fosfodiesterasa se utilizé otro inhibidor de esta enzima como la
teofilina (Butcher y Sutherland, 1962). La teofilina (1mM) produjo un efecto similar al que
se observo con la aplicacion de cafeina, bloqueando las oscilaciones en 7 de los 9 miocitos
de conduccidn estudiados. Un ejemplo de la respuesta de los miocitos de conduccion a los
inhibidores de la fosfodiesterasa se representa en la figura 26. Las aplicaciones de la
teofilina y cafeina provocaron en menos de 1 min un bloqueo reversible de las oscilaciones
(Fig. 26A), acompaiiado generalmente de la reduccion de la concentracion de Ca®* basal.
Obsérvese que, como se describio anteriormente, (ver Fig. 25), la rianodina, tras 12 min
de aplicacion al medio externo, apenas afecté a las oscilaciones, lo que sugiere la
participacion del receptor para InsP; en la generacion de estas espigas de Ca”".

Un efecto sobre las oscilaciones cualitativamente similar al de la teofilina o cafeina se

obtuvo por el incremento de AMPc producido tras la activacion de la adenilatociclasa por
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la forskolina. En este caso también se observo un bloqueo reversible de las oscilaciones de
Ca®* en 9 de las 10 células estudiadas (ver Fig. 26B).

Por lo tanto, los exp'erimentos realizados en miocitos de conduccion indican que en
las oscilaciones registradas en estas células el receptor para InsP; participa de una forma
fundamental, y que el AMPc inhibe Ia liberacion de Ca** mediada por este receptor, tal
como ha sido descrito previamente sobre la liberacion de Ca”" inducida por carbacol en
células de mitsculo liso (Ding y col., 1997; Murthy y col., 1993) y las oscilaciones de Ca”*

inducidas por ATP en megacariocitos (Uneyama y col., 1993), mediadas ambas por InsP;.

Miocitos de conduccion

cafeina 2 mM teofilina 1 mM rianodina 20 pM

[Ca™]; (nM)

0- 1 min

150 7 forskolina 10 uM

1 min

Figura 26. Efecto del incremento del AMPc sobre las oscilaciones en miocitos de conduceion. A. Bloqueo de
las oscilaciones de la [Ca®*}; por la aplicacion extracelular de 2 mM cafeinay 1 mM teofilina. El bloqueo del
receptor para rianodina (20 pM) no interrumpe las oscilaciones. B. Interrupcién de las oscilaciones por la
inhibicion de la adenilatociclasa mediante la forskolina (10 pM).

En miocitos de resistencia la aplicacion de 1 mM cafeina no produjo el mismo efecto

que en miocitos proximales o de conduccion. La cafeina no bloqueo las oscilaciones en 4

65



Resultados

miocitos de resistencia de 5 estudiados, sino que dio lugar en algunos casos al aument6 de
la amplitud como se observa en la figura 27A. Este efecto de la cafeina, parece estar
asociado a la accion sobre la fosfodiesterasa, y no a su accion sobre el receptor para
rianodina, ya que la aplicacion de teofilina, produce un efecto similar en la misma célula
(ver Fig. 27A). La teofilina no inhibié las oscilaciones de Ca®* en 4 de las 6 células
estudiadas. Obsérvese como las oscilaciones de Ca®* en estas células si son sensibles a
rianodina, ya que se bloquean irreversiblemente (ver Fig. 27A), lo que indica que las
espigas de Ca®*, como se mostr6 anteriormente (ver Fig. 24), se deben a la liberacion de

Ca®* mediada por el receptor para rianodina.

‘Miocitos de resistencia
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teofilina 0.5 mM cafeina 1 mM teofilina 0.5 mM
rianodina 10 pyM
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Figura 27. Efecto del incremento del AMPc sobre las oscilaciones de Ca*" en miocitos de resistencia.

A. Incremento de la amplitud de las oscilaciones por la inhibicion de la fosfodiesterasa mediante cafeina (1 mM)
y teofilina (0.5 mM). El bloqueo del receptor para rianodina (10 uM) interrumpe las oscilaciones. B. Liberacion
de Ca** en células silentes mediante la inhibicion de la adenilatociclasa por 10 uM forskolina. La liberacion de
Ca® inducida por ATP (0.5 mM) y mediada por el receptor para InsPs, se bloquea parcialmente por la
forskolina.
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La aplicacion de forskolina produjo en algunos miocitos de resistencia, una respuesta
cualitativamente similar a las de teofilina o cafeina favoreciendo la liberacion de Ca®* (Fig.
27B). Obsérvese que en esta figura, la aplicacion de ATP, que libera Ca®* del reticulo
sarcoplasmico mediado por InsPs, produce menor sefial cuando se hace en presencia de
forskolina, tal vez debido a la accién del AMPc sobre este receptor descrito anteriormente
en los miocitos de conduccion. Sin embargo, la forskolina apenas produjo efecto sobre la
liberacion inducida por cafeina en 3 células estudiadas. Un efecto similar al de la forskolina
(posiblemente por incremento del AMPc intracelular) ha sido descrito en neuronas, donde
el IBMX que inhibe la fosfodiesteresa, induce la liberacion de Ca®* de los receptores
sensibles a rianodina (Usachev y col.,, 1995). El efecto del aumento de la amplitud de las
espigas de Ca® por AMPc registrado en algunos miocitos de resistencia, podia estar
asociado a la regulaci(’)ﬁ de la actividad del receptor para rianodina por la fosforilacién
dependiente de AMPc descrito en células beta del pancreas (Islam y col., 1998) y en
cerebro (Yoshida y col., 1993).

En conclusion, los resultados de este apartado sugieren que en las oscilaciones
espontaneas de Ca’* de los miocitos de resistencia y conduccion participan
fundamentalmente los receptores para rianodina e InsP; respectivamente, y que las

oscilaciones mediadas por estos receptores se modulan diferencialmente por el AMPc.

3. El calcio citosélico como regulador de la actividad eléctrica de los miocitos
arteriales ,

La entrada de Ca®* del medio extracelular a través de los canales de Ca®* voltaje
dependientes y la liberacic';n de Ca®" de los almacenes intracelulares regulan la [Ca®'}; y por
lo tanto la contractilidad de los miocitos. En el misculo liso pulmonar se han descrito
canales de K" (Kc,), CI' (Clc,) y catiénicos que se activan por el incremento de la [Ca”";
(Archer y col., 1996; Clapp y col,, 1996; Yuan, 1997a; Bae y col., 1999). La activacion
de estos canales conlleva cambios en el potencial de membrana que, a su vez, regula la
entrada de Ca”" a través de los canales de Ca" voltaje dependientes y en consecuencia la
actividad contractil celular. Por este motivo, se considerd importante estudiar la actividad
eléctrica que podia iniciarse con los cambios de la [Ca®']; bien durante la generacion de las

oscilaciones espontaneas o por la accion de agentes que modulan la liberacion de calcio
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de los almacenes intracelulares. Los experimentos se abordaron mediante la técnica de
“patch-clamp”, en su modalidad de fijacién de potencial o de corriente, para determinar
las conductancias que se activan cuando se generan espigas espontaneas de Ca”* o cuando

la liberacion se provoca con la aplicacion de cafeina.

3.1. Relacion entre el incremento de la [Ca®"]; y la actividad eléctrica de la
membrana plasmatica

En los estudios realizados en miocitos arteriales pulmonares con la técnica de “patch-
clamp” se observaron dos clases de corrientes idnicas caracterizadas en un caso por ser
corrientes transitorias espontaneas y rapidas, mientras que en otros las corrientes eran mas

lentas y regulares.

3.1.1. Corrientes espbnta’meas transitorias salientes (STOCs) o entrantes
(STICs) de amplitud y frecuencia irregulares

Los miocitos arteriales pulmonares presentan un tipo de actividad eléctrica espontanea
que se caracteriza por corrientes rapidas entrantes o salientes, dependiendo del potencial
de membrana, con amplitud y frecuencia irregulares y con caracteristicas similares a las
descritas en miocitos de la arteria de la oreja de conejo (Benham y Bolton, 1986), en
musculo liso intestinal (Zholos y col., 1994) y en musculo liso de la arteria pulmonar
(Hogg y col., 1993b). En la figura 28 se muestran registros ilustrativos de estos tipos de
actividad eléctrica espontanea. En el panel A se representan las corrientes entrantes
(STIC:s) registradas con fijacion de voltaje a un potencial de membrana de =70 mV en una
célula de musculo liso pulmonar utilizando la solucién interna 1 (véase tabla 5). A
potenciales mas positivoé, por ejemplo a 20 mV (Fig. 28B), se registraron corrientes
salientes (STOCs) que se bloquearon por TEA, lo que indica la participacion de los canales
de Kc, descritos por otros autores (Nelson y col., 1995; Mironneau y col., 1996).
Obsérvese que en configuracion de fijacion de corriente (Fig. 28C), en la misma célula se
producen hiperpolarizaciones del potencial de membrana supuestamente por la apertura

de los canales de K¢, indicados anteriormente.
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Figura 28. A. Corrientes espontdneas transitorias entrantes “STICs” registradas en miocitos vasculares de
pulmon, en configuracidén de célula completa a un Vm = -70 mV. B. Corrientes espontaneas transitorias
salientes “STOCs” registradas a un Vm = 20 mV. El bloqueo de los canales de K¢, mediante TEA interrumpe
reversiblemente estas corrientes. C. Hiperpolarizaciones transitorias registradas en modo de fijacion de

corriente. Solucion interna 1, tabla 5 (Eq = -49.3 mV, Ex=-99 mV).
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En este trabajo las corrientes rapidas no se han estudiado con detalle porque el
objetivo de nuestros experimentos era la medida simultanea de la [Ca®"}; y la actividad
eléctrica, y con la resolucion temporal de nuestro sistema, no se pudieron registrar las
transiciones de Ca’* que supuestamente activan estas conductancias. Otros autores
(Mironneau y col., 1996; Nelson y col., 1995), han medido con suficiente resolucién la
[Ca™] citosolico y la actividad eléctrica, observando que la activacion de las conductancias
que generan los STICs y STOCs se deben a la liberacion espontanea de Ca®" del reticulo
sarcoplasmico (“sparks” de Ca*") mediada por la apertura de una pequefia poblacion de
los receptores intracelulares de Ca**. Se supone que la activacion sincrénica de una
poblacion amplia de receptores intracelulares provoca una sefial de Ca®* global que podria
generar las llamadas ondas de Ca”, que iniciandose en el lugar de los “sparks”, se
propagan en el interior de la célula y originan las oscilaciones lentas o espigas de Ca®*

estudiadas en este trabajo (Mironneau y col., 1996; Berridge, 1997).

3.1.2. La liberacién de Ca® del reticulo sarcopldsmico activa corrientes lentas
cuya amplitud y sentidb dependen del potencial de membrana
Independientemente de la influencia del potencial de membrana sobre las oscilaciones
de Ca®" (véase apartado 1.2), la liberacion de Ca? se acompafia generalmente de corrientes
ionicas transmembranales cuya magnitud y sentido depende del potencial de membrana.
La figura 29 muestra un registro simultaneo de oscilaciones espontaneas de Ca*y las
corrientes a distintos potenciales de membrana. A potenciales de -40 6 —50 mV, las
corrientes son entrantes y se convierten en salientes a potenciales méas despolarizados.
Aunque generalmente las oscilaciones espontaneas en los miocitos activaron
corrientes idnicas, en 26 de los 79 miocitos estudiados, las oscilaciones espontaneas no se
acompaiiaban de actividad eléctrica. En algunos miocitos de conduccion (n=4) en los que
se registraron oscilaciones espontaneas en la [Ca®"]; sin actividad eléctrica, la aplicacion
de cafeina activo corriente transmembranales (ver Fig. 30). La falta de actividad eléctrica
durante las oscilaciones espontaneas no fue debida a que la amplitud de la oscilacion de
Ca®" fuese insuficiente para activar las conductancias, porque la aplicacién de cafeina
generd una sefial de Ca®" de amplitud idéntica a las oscilaciones que activaron la corriente.

Este comportamiento podria explicarse si existiera cierta colocalizacion de los receptores
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y los canales ionicos en la membrana plasmatica ya que los receptores del reticulo
sarcoplasmico que activa la cafeina son supuestamente distintos a los que participan en la

generacion de las oscilaciones espontaneas en los miocitos de conduccion.

2000
1600 —
1200 —

800 —

400 — WJ

[Ca”}; (nM)

-200-

0 -10mV
. -10 -20 mV
> =20
E 307 -40 mV
-40 -50 mV
> =50 -
-60 —

1 min

Figura 29. Las oscilaciones espontaneas de la [Ca®*]; activan corrientes lentas cuya amplitud y sentido
dependen del potencial de membrana. Solucién interna 2, tabla 5 (Ec; = -31 mV, Ex =-99 mV).

De la misma forma que el potencial de membrana regula las corrientes idnicas que
acompaifian a las oscilaciones espontdneas, también lo hace sobre las corrientes ionicas

inducidas por la aplicacion extracelular de cafeina.
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Figura 30. Las oscilaciones espontaneas de {Ca>]; no activan corrientes pero el incremento de la [Ca®]
citosélico provocado por la aplicacion de 5 mM cafeina genera corrientes entrantes.

En la figura 31 se muestra como la amplitud de las sefiales de Ca**, registradas en un
mismo miocito, apenas se afecta por el potencial de membrana, alcanzando en los tres
casos un valor cercano a 550 nM. Sin embargo las corrientes son entrantes a potenciales
de membrana inferiores (-70 mV; Fig. 31A) y netamente positivas a —20 mV (Fig. 31C).
Cuando Vm = -40 mV (Fig. 31B), la corriente presenta una forma de W con tres
componentes: un componente saliente entre dos entrantes, lo cual puede indicar la
participacion de varias conductancias. Obsérvese como la corriente no se inicia hasta que
la [Ca®); alcanza un determinado valor y cambia de sentido cuando la [Ca®"]; llega a un
valor suficientemente alto en la fase de subida rapida en esta sefial. Esto puede ser debido
a la participacion de los canales de Clc, y de Kc,, ya que los primeros son més sensibles a
Ca”*" que los segundos, necesitandose por lo tanto menor concentracion del ion para su
activacion (Henmi y col., 1996; Carl y col., 1996). La corriente saliente generalmente
comienza a decrecer antes de que lo haga el Ca®" lo cual podia deberse a la inactivacion

que sufren los canales de K¢, (Hicks y Marrion, 1998; Muifioz y col., 1998).
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Figura 31. Efecto del potencial de membrana sobre las corrientes que acompafian a la liberacion de Ca®*
inducida por 5 mM cafeina. Solucion interna 2, tabla 5 (Eqy =-31 mV, Ex =-99 mV).
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En nuestras condiciones experimentales, tanto las oscilaciones espontaneas como la
liberacion de Ca®" inducida por cafeina, a determinados Vm, generaron una corriente con
tres componentes similares a los de la figura 31B. Esta forma de W en las corrientes ha
sido descrita por otros autores en los miocitos vasculares pulmonares donde se registro la

actividad eléctrica en respuesta a cafeina y noradrenalina (Hogg y col., 1993a).

3.1.3. Relacién temporal entre las oscilaciones de Ca®" y las corrientes iénicas
El estudio detallado de la relacion temporal existente entre las sefiales de Ca®" y las
corrientes i6nicas, dentro de la resolucion temporal de nuestro sistema, muestra
generalmente tres fases en la espiga de Ca®': una primera que corresponde a una ligera
subida de Ca**, otra segunda fase rapida asociada a la liberacién masiva de Ca* al citosol,
y finalmente una altima fase de recuperacion del nivel basal que corresponde
fundamentalmente a la recaptacién de Ca”* por las bombas de reticulo sarcoplasmico (lino
y col., 1993; Berridge y Irvine, 1989). En este tipo de registros se pueden establecer las
relaciones temporales entre la [Ca®"}; y las corrientes i6nicas que se definen en la figura 32.
Obsérvese que entre el inicio de la subida de la [Ca¥); y la generacion de la corriente existe
un retraso “r,”, iniciandose la corriente entrante cuando el Ca®" alcanza un determinado
valor. La corriente a su vez alcanza su valor maximo antes del pico en la concentracion de
Ca®" (retraso r). El andlisis de los retrasos r, y r; en miocitos de resistencia y conduccién
que oscilaban espontaneamente o estimulados con cafeina indica que aunque el valor del
retraso r, es similar en los dos tipos de miocitos, existen al menos para las oscilaciones
espontaneas, diferencias longitudinales en los valores del retraso r; (tabla 7).

Dado que las oscilaciones se generan preferentemente por receptores distintos (por
el receptor para InsP; en los miocitos de conduccion y por el receptor para rianodina en
los miocitos de resistencia), estos datos refuerzan este argumento y sugieren una
localizacion diferente de los receptores en los dos tipos de miocitos, lo que provocaria un
retraso distinto en la activacion de los canales idonicos. Obsérvese que los retrasos
registrados en los miocitos de conduccion y resistencia en respuesta a cafeina no fueron

significativamente diferentes.
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Figura 32. Relacién temporal entre la liberacion de Ca** inducida por S mM cafeina y la corriente iénica. 1;:
retraso entre el inicio de la corriente y la subida de Ca®". r,: retraso entre los picos de la [Ca>};y de la corriente.

Miocitos de conduccién Miocitos de resistencia
Retrasos Oscilaciones Cafeina Oscilaciones Cafeina
r 1.14 £ 0.7 s * 47+26s 39£33s 393£15s
(n=10) (n=9) (n=4) (n=5)
r; 09+06s 1.95+131s 1.02£07s 092+021s
(n=8) (n=8) (n=5) (n=5)

Tabla 7. Retrasos entre las oscilaciones espontaneas de Ca’" o inducidas por cafeina y las corrientes
i6nicas en miocitos de resistencia y conduccion. ri: retraso entre el incremento de la [Ca*];y el inicio
de la corriente. ry: retraso entre los valores maximos de la [Ca®"}; y la corriente. En todos los casos

€e 22

Vm =-50 mV, los valores se dan como media * desviacion estandar y “n” representa el numero de
células. * indica los valores significativamente diferentes (test de la “t” de Student, p<0.05) con
respecto a los demas.
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3.2. Activacion diferencial de los canales de K" y CI” por el incremento de la
[Ca™};

La caracterizacion de las conductancias idnicas dependientes de la [Ca®"}; intracelular
presentes en la membrana plasmatica de los miocitos pulmonares de resistencia y de
conduccion, se llevo a cabo utilizando bloqueantes de los canales de Kc,, Clc, y a partir de
los potenciales de reversion determinados con distintas concentraciones ionicas en las

soluciones de registro.

3.2.1. Experimentos con bloqueantes selectivos

La contribucion de los canales K¢, a la corriente activada por el calcio se estudid
aplicando a la solucién extracelular tetraetilamonio (TEA), un bloqueante de canales Kc,
del arbol vascular (Singer y Walsh, 1986; Archer y col., 1996). En el 80% de las células
estudiadas (n=35), el TEA produjo un bloqueo reversible de las corrientes salientes
activadas por las oscilaciones de Ca®*. La figura 33 muestra dos registros representativos
del efecto de TEA a dos potenciales diferentes. En el panel A, la célula se mantuvo a un -
potencial de membrana (Vm) de -50 mV y la aplicacion de cafeina produjo una subida de
Ca*" que dispard una corriente saliente con un pequefio componente entrante. La corriente
saliente se inhibid reversiblemente con TEA mientras que el componente entrante apenas
se afectd. Este hecho indica que ademas de la corriente saliente de Kc,, existen otras
conductancias activadas por Ca®*. En el panel B se muestra el bloqueo casi total y
reversible del TEA sobre la corriente en otra célula a un potencial de membrana de -20
mV. Obsérvese que en ambos casos la sefial de Ca®* apenas se afecta por la aplicacion de
TEA, lo que indica que el bloqueante actia directamente sobre los canales idnicos y no
sobre los mecanismos generadores de la sefial de Ca®>". El TEA parece por lo tanto
bloquear una componente de la corriente mediada por canales K¢, cuya direccion es
generalmente saliente debido a que en las condiciones experimentales Ex = -99 mV
(solucion interna 1, tabla 5). Manteniendo las mismas condiciones experimentales (Vm =
-50 mV y solucién interna 1) se compararon las corrientes generadas en miocitos de
conduccién y de resistencia, y se observé que mientras que en los primeros se registraron

corrientes salientes en 14 de 22 células estudiadas, en los segundos las corrientes salientes
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aparecieron sdlo en 2 de 11 células. Estos datos indican que en los miocitos de conduccion
los canales de K, participan més en la respuesta al incremento de la [Ca®]; que en los

miocitos de resistencia.
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Figura 33. Identificacion de los canales de K, mediante bloqueantes. El TEA (5 mM) bloquea la corriente
saliente activada por la liberacion de Ca** inducida por 5 mM cafeina a -50 mV (A) y a -20 mV (B). Solucién
interna 1, tabla 5 (Eqi =-49.3 mV y Ex=-99 mV).
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Para estudiar la contribucién de los canales de cloro a la corriente total activada por
Ca* (Clc,) se utilizd como bloqueante selectivo de estos canales el acido niflimico a
concentracion entre 10-50 pM. Se evitd el uso de concentraciones mayores ya que este
agente puede activar los canales K¢, y enmascarar los resultados (Hogg y col., 1994; Clark

y col., 1998).
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Figura 34. Identificacién de los canales de Cle, mediante bloqueantes. El dcido mflumico (50 pM) bloquea
reversiblemente la corriente entrante a -70 mV (A) y la corriente saliente a -10 mV (B) inducidas por la
liberacion de Ca®". Solucién interna 2, tabla 5 (Eq = -31 mV, Ex = -99 mV).
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En la figura 34 se ilustra la inhibicion de la corriente por acido niflimico a dos
potenciales de membrana usando la solucién interna 2 con la que Ecj es —31 mV (tabla 5).
En el panel A se muestra el registro de una célula expuesta a cafeina donde la subida de
Ca® gener6 una salida de CI' hacia el e'xterior. Esta respuesta se bloquea casi
completamente por la aplicacion de acido niflumico, lo que sugiere que la corriente estaba
mediada por canales de Clc,. Cuando la célula se despolarizé a —10 mV, (Vm superior a
Eci) se generd una corriente saliente también bloqueada reversiblemente por el acido
niflaimico (Fig. 34B). Utilizando la solucién interna 2 (tabla 5) y a un potencial de
membrana igual a —70 mV, el acido niflimico produjo un bloqueo de las corrientes
activadas por el Ca®" en 4 de los 5 miocitos de resistencia estudiados, mientras que este
efecto solo se observo en 1 de 5 miocitos de conduccién. Estos datos sugieren que existe
una distribucién diferencial de canales de cloro sensibles a Ca®* (Clc,) a lo largo del arbol

arterial pulmonar.

3.2.2. Experimentos de fijacion de voltaje y de corriente con sustitucién iénica

Con objeto de determinar si los cambios en el potencial de membrana obtenidos con
la técnica de fijacion de corriente se corresponden adecuadamente con las corrientes
i6nicas registradas con fijacion de voltaje, se midieron y compararon en una misma célula
las corrientes i6nicas y el potencial de membrana reguladas por la [Ca®"};. En la figura 35A
se muestra un registro representativo de la corriente en W (ver “apartado 3.1.2”) generada
tras la exposicion a cafeina de una célula en configuracion de fjjacion de voltaje (Vm = -70
mV). Cuando se repite la aplicacion de cafeina en la misma célula en configuracion de
fijacion de corriente y manteniendo Vm cercano a =70 mV (Fig. 35B), se produce un
cambio del potencial de membrana que es imagen especular del flujo de corriente idnica.
En la figura 35C se superponen las dos respuestas y se muestran sus fases y relaciones con
la concentracion de calcio (ver también Fig. 31B). Notese como la corriente saliente y la
hiperpolarizacion (fase 2) se activa con concentraciones de Ca** superiores a la necesaria

para activar la corriente entrante y la despolarizacion (fases 1 y 3).
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Figura 35. Comparacién de la corniente idnica y el potencial de membrana registrados en una misma célula.
A. Registros obtenidos en fijacién de voltaje a -70 mV. B. Registros obtenidos en fijacion de corriente. C.
Superposicion, tras su escalado, de las sefiales de Ca”", intensidad y potencial de membrana de los registros
Ay B. Los nimeros representan las diferentes fases de la intensidad y potencial (ver texto para maés detalles).
Solucion interna 2, tabla 5 (Eq;=-31 mV, Ex =-99mV).

Las relaciones entre el potencial de membrana y el flujo de corriente descritas en el

parrafo anterior fueron similares cuando se compararon registros en la configuracién de

fijacion de voltaje y de corriente durante la génesis de oscilaciones espontaneas de la
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[Ca®];. Enla figura 36 se compara el efecto de la liberacion de Ca®" espontanea o inducida
por cafeina sobre el potencial de membrana, en células que se encontraban a un potencial
de membrana hiperpolarizado (panel A) y a un potencial de membrana despolarizado
(panel B). Notese que en las dos situaciones la subida de Ca** producida por la cafeina y
las oscilaciones espontaneas producen un efecto similar; despolarizacion cuando la célula

esta hiperpolarizada (panel A) e hiperpolarizacion en el caso contrario (panel B).
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_ Figura 36. Comparacion de los efectos de la liberacion espontanea de Ca® o inducida por cafeina (5 mM) sobre
el potencial de membrana. A. Los incrementos de Ca”* originados por oscilaciones espontaneas o aplicacion de
cafeina producen idénticas despolarizaciones. B. Los incrementos de Ca’" inducen hiperpolarizaciones a
potenciales de membrana despolarizantes. Solucion interna 2, tabla 5 (Eq = -31 mV, Ex = -99mV).
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En los experimentos realizados mediante sustitucion iénica en miocitos de conduccién
y de resistencia, se determiné el potencial de reversion utilizando diferentes soluciones

internas (véase la tabla 5).
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Figura 37. Método empleado para la determinacién del potencial de reversion. A. Activacion de corrientes ionicas
de amplitud y sentido dependientes del potencial de membrana por las oscilaciones espontaneas de la [Ca*'},. B.
Ajuste lineal de las corrientes sefialadas con asterisco en el panel A. El punto de corte del ajuste con la linea de 0
pA determina el potencial de reversion (Vrev = -51.5 mV). Solucién interna 2, tabla 5 (Eq; =-31 mV y Ex =-99

mV).
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El potencial de reversion se obtuvo mediante el punto de corte, con la linea de
corriente cero, de la curva I/V (corriente/voltaje) obtenida con el ajuste lineal de los picos
de corriente para los qué cambia el sentido de la misma. Dado que la amplitud de la
corriente es funcion de la [Ca®*]; la determinacién del potencial de reversion se realizd
considerando unicamente los picos de corrientes para los cuales la [Ca**]; era similar.

En la figura 37A se muestra un registro de oscilaciones de la [Ca®"); en un miocito en
el que se determind el potencial de reversion de las corrientes ionicas indicadas con
asterisco. Estas corrientes y potencial de membrana se utilizan para hacer el ajuste lineal
mostrado en la figura 37B. El potencial de reversion (Vrev) esta indicado por una flecha

que representa el punto de corte del ajuste con la linea de intensidad nula.

3.2.2.1. Experimentos de fijacion de potencial y de corriente realizados con la
solucion interna 2 ([CI']; = 43 mM; Eq=-31 mV; Ex =-99 mV)

Los experimentos iniciales disefiados para determinar el potencial de reversion de las
corrientes activadas por la [Ca®*] citosélico se realizaron dializando las células con la
solucion interna 2 (tabla 55. Con esta solucion (y con la solucion externa 1; tabla 4) el
potencial de equilibrio para el cloro (Ec;) es =31 mV, cercano al potencial de equilibrio
para este i6n en condiciones fisiologicas (Large y Wang, 1996; Nelson y col., 1997).

En la mayoria de los miocitos de resistencia (4 de 6 células estudiadas), el potencial

de reversion promedio de las corrientes fue de —29.3 £ 1.5 mV (ver tabla 8), cercano al
E¢, lo que sugiere una participacion importante de los canales de cloro regulados por el
Ca® en los cambios de potencial inducidos por la cafeina o las oscilaciones de Ca*" en
estas células. En la figura 38 se representan trazados tipicos de los incrementos de Ca™" y
las corrientes idnicas registradas tras el estimulo con cafeina en un miocito aislado de las
ramas distales de la arteria pulmonar. Cuando el potencial de membrana es de =30 mV,
cercano al Ec, apenas se aprecia corriente, mientras que a potenciales inferiores o
superiores, las corrientes son entrantes o salientes respectivamente, regulandose su
amplitud por el potencial de membrana. En la tabla 8 se muestran los valores promedio de
los potenciales de reversidn obtenidos para los dos tipos de miocitos en diferentes

condiciones experimentales.

83



Resultados

Miocitos de resistencia, E¢, = -31 mV
(fijacién de voltaje)
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Figura 38. Corrientes idnicas activadas por la liberacién de Ca** inducida por S mM cafeina registradas a
diferentes potenciales de membrana. En este caso el potencial de reversion estd proximo a -30 mV. Solucion
interna 2, tabla 5 (Eqy = -31 mVy Ex =-99 mV).

Cuando los experimentos se realizaron con la modalidad de fijacion de corriente, se
obtuvieron resultados similares a los descritos en el parrafo anterior. La figura 39 muestra
un registro de un miocito de resistencia con un potencial de membrana de -75 mV, donde
la aplicacion de cafeina produjo una despolarizacion hasta un valor cercano al Egy,

representado en la figura por la linea discontinua. Cuando la célula se despolarizé hasta un
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potencial de 0 mV mediante la inyeccion de corriente (i.c. en la figura), la aplicacion de
cafeina produjo una repolarizacion parcial, de nuevo hasta que el potencial de membrana

alcanzd un valor cercano al Eq,.

Miocitos de resistencia, E = -31 mV
(fijacién de corriente)

1000 — cafeina 5 mM - A cafeina
. 800 —
\%_, 600 —
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O,
200 —
0 ——
30
O - .
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é -30 7 v
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> 60
90 — T 30s
ic.

Figura 39. Cambios en el potencial de membrana producidos por la liberacién de Ca** provocada por cafeina.
El incremento de la [Caz*']i desplaza el potencial de membrana hacia el E¢, sefialado con la linea discontinua.
“I.¢.” representa el instante en el que se inyecta la corriente. Solucion interna 2, tabla 5 (E¢; = -31 mV y Ex
=-99mV).

Estos datos muestran que en la mayoria de los miocitos de resistencia la liberacion de
Ca®* activa fundamentalmente los canales de Clc,, que son los que participan en la
regulacion del potencial de membrana en respuesta a un incremento de la [Ca™];. Los datos
obtenidos midiendo las variaciones del potencial de membrana concuerdan con el valor
estimado para la reversion de las corrientes mostrados en la tabla 8, donde se indica que
el potencial de reversion de la mayor parte de los miocitos de resistencia tiene un valor

cercano al Eq.
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La mayoria de los miocitos de conduccion (8 de 10 células estudiadas) mostraron

caracteristicas diferentes a las indicadas anteriormente para los miocitos de resistencia, con
un valor medio del potencial de reversion de —-47.7 = 10.2 mV, claramente mas negativo
que el E¢ (véase la tabla 8). En la figura 40 se muestra un registro ilustrativo del
comportamiento mas frecuente de los miocitos aislados de la arteria de conduccion,

obtenido con las mismas condiciones experimentales anteriores.

Miocitos de conduccién, Eg = -31 mV
(fijacion de voltaje)

1000 cafeina 5 mM cafeina cafeina
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-20 — .
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-80 - 30s
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Figura 40. Corrientes ionicas generadas por la liberacion de Ca®" inducida por S mM cafeina registrada a
distintos potenciales de membrana. En este caso el potencial de reversion estd proximo a -40 mV. Solucién
interna 2, tabla 5 (E¢; =-31 mV y Ex =-99 mV).

En este caso, la corriente registrada tiene una forma de W cuando Vm =-40 mV,

debido a que este potencial es cercano al potencial de reversion de la corriente en esta
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célula. La aplicacion de cafeina a =30 mV (potencial mas positivo que el de reversion)
induce una corriente fundamentalmente saliente, mientras que a potenciales inferiores (-70
mV) la corriente es entrante. Recuérdese que el potencial de -30 mV es cercano al de

reversion de la corriente en los miocitos de resistencia (ver Fig. 38).

Miocitos de conduccién, Ey = -31 mV
(fijacion de corriente)

1000 cafeina 5 mM cafeina cafeina
~ 800
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&y 400
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Figura 41. Cambios en el potencial de membrana producido por la liberacion de Ca® inducida por SmM
cafeina. La liberacion de Ca** desplaza el potencial de membrana hacia potenciales més negativos que el E¢|
representado por una linea discontinua. Solucién interna 2, tabla 5 (Eq; =-31 mV y Ex =-99 mV).

Cuando los experimentos se realizaron en la modalidad de fijacion de corriente, se
observo que en 7 de 10 células estudiadas el incremento de Ca®” indujo hiperpolarizacién
_hacia valores mas negativos que el Ec;. Como se refleja en la figura 41, las repetidas
aplicaciones de cafeina produjeron un incremento de la [Ca®"]; similar a las registradas en
los miocitos de resistencia (ver Fig. 39), pero que causaron la hiperpolarizacion hasta —55

mV, potencial netamente mas negativo que el E¢; (representado en la figura por la linea
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discontinua). Parece, por lo tanto, que en los miocitos de conduccion los canales de K.,
tienen una participacién mayor que en los miocitos de resistencia y su activacion tiende a
desplazar el potencial de membrana hacia valores mas negativos, cercanos al Ex de -99
mV.

Los resultados obtenidos tanto en los miocitos de conduccion como en los de
resistencia no se deben a una diferencia en la amplitud de la sefial de Ca**que origina la
activacion de las conductancias, ya que las amplitudes de las mismas en estas mismas
condiciones experimentales fueron de 1056 245 nM (n=4) y de 1274 £ 753 nM (n=7)

respectivamente, valores que no son significativamente diferentes.

Soluciones internas Potencial de reversion
miocitos de conduccion - miocitos de resistencia

2 -47.7 £ 10.2 (n=8) -56.5+9 (n=2)
(Ec=-31mV, Ex=-99mV) =31 (n=2) -293 %15 (n=4)

3 -285%£14 (n=9) -
(Eci=-3.2mV, Ex=-99mV) -3.5 (n=1) -66+2 (n=6)

4
(Ec=-3.2mV, [K'][=0mM)  -4.15+2.7 (n=4) -1.17+£ 1.3 (n=5)

Tabla 8. Valores promedios de los potenciales de reversion obtenidos con distintas soluciones
internas (ver la tabla 5). Los valores, expresados en mV, se presentan como media + desviacion

€L 2

estandar y “n” representa el nimero de células estudiadas.

3.2.2.2. Experimentos de fijacion de voltaje realizados con la solucidn interna
3 ([CI']i=130 mM; E=-3.2 mV; Ex=-99 mV)

Los experimentos que se describen a continuacion se realizaron dializando las células
con la solucion interna 3 (tabla 5), en la que se increment6 la concentracion intracelular de
cloro y se mantuvo la misma concentracion de potasio como en la solucién interna 2. Con
la solucién interna 3, y manteniendo la solucion externa 1 (tabla 4), el potencial de
equilibrio para el cloro es de -=3.2 mV.

En estas condiciones experimentales, los miocitos de resistencia mostraron un
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potencial promedio de reversién de —6.6 + 2 mV (n=6), un valor préximo al E¢; (véase
tabla 8). En la figura 42 se muestra un registro obtenido en un miocito de resistencia donde
el incremento de la [Ca®']; tras la aplicacion de cafeina apenas genera corriente a —3.2 mV,
mientras que a —30 mV la corriente generada es entrante y a +20 mV la corriente es
saliente, lo que sugiere, que el potencial de reversion estd muy cercano al Eqy. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en los miocitos de resistencia con las condiciones

experimentales del apartado anterior.

Miocitos de resistencia, E= -3.2 mV
(fijacion de voltaje)

cafeina 5 mM cafeina cafeina
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Figura 42. Corrientes iénicas generadas por el incremento de la [Ca®"]; inducido por 5 mM cafeina y registradas
a distintos potenciales de membrana. El potencial de reversion es proximo a E¢;. Solucion interna 3, tabla 5 (Eg
=-.3.2mVyEg=-99mV).
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En el caso de los miocitos de conduccion, la mayoria de las células (9 de 10 células

estudiadas) mostraron unas caracteristicas diferentes que las de los miocitos de resistencia
con un valor medio de potencial de reversion de -28.5 £ 14 mV (n=9), mas negativo que
el E¢ (véase la tabla 8). En la figura 43 se representa un registro tipico de espigas de Ca**
y corrientes de un miocito de conduccion. Obsérvese como a un Vm igual a -3.2 mV, la
espiga de Ca”" genera una corriente saliente de gran amplitud que persiste atin cuando el
potencial de membrana se lleva hasta -20 mV. La corriente entrante se registré a un Vm

bastante negativo (-50 mV) respecfo al potencial de equilibrio para el CI'.

Miocitos de conduccion, Eq= 32 mV
(fijacidén de voltaje)

cafeina 5 mM cafeina cafeina

[Ca™]; (nM)
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) )
(e [en]
(@] (&) (]
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'408 _ 32mv
—_ -] -20 mV
E -20 ]
§ -40 -50 mV 30s
-60 —

Figura 43. Corrientes iénicas generadas por la liberacién de Ca** inducida por 5 mM cafeina y registradas
a diferentes potenciales de membrana. El potencial de reversion esta entre -50 mV'y -20 mV, lejos del Eq.
Solucién interna 3, tabla 5 (Eq; =-3.2 mV y Ex = -99 mV).
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Estos resultados confirman los datos conseguidos con la solucién interna 2 (tabla 5),
ya que la liberacion de Ca® en la mayoria de los miocitos de resistencia activa
principalmente los canales de Clc,, mientras que en los miocitos de conduccion se activan

fundamentalmente los canales de Kc,.

3.2.2.3. Experimentos de fijacion de voltaje y corriente realizados con la
solucién interna 4 ([CI'};=130 mM; [K']; = 0 mM; Eq=-3.2 mV)

Dado que en los miocitos de conduccion cuando el potencial de membrana es cercano
al Eq se registraron fundamentalmente corrientes salientes, se disefiaron experimentos para
determinar si el flujo de K" hacia el exterior de la célula era el responsable de estas
corrientes salientes. Los experimentos se realizaron eliminando el K* del medio intracelular
y sustituyéndolo por Cs". En este caso, no se vio diferencia significativa de
comportamiento entre los miocitos de conduccién y los de resistencia, siendo los
potenciales de reversion de las dos poblaciones de miocitos préximos al Ec; (véase tabla
8). En la figura 44, se ilustra el comportamiento de los miocitos de conduccién y de
resistencia donde la subida de Ca®* generd corrientes entrantes y salientes cuando se aplico
cafeina a la célula en potenciales inferiores y superiores respectivamente al Ec;, mientras
que la corriente registradé a-3.2 mV fue casi nula.

Cuando se realizaron los experimentos en la modalidad de fijacion de corriente en los
miocitos de conduccién, los incrementos de la [Ca®"}; produjeron un desplazamiento del
potencial de membrana hacia valores cercanos al Ec;. En la figura 45 se muestran las
respuestas a la estimulacion de cafeina en un miocito de conduccion registrados con las
mismas condiciones experimentales utilizados en modo de fijacién de voltaje. La primera
aplicacion de cafeina apenas provoco cambio en el potencial de membrana por ser cercano
al Ec;, sin embargo cuando mediante inyeccion de corriente se llevd el potencial de
membrana a valores mas negativos o mas positivos que el Ecy, la aplicacién de cafeina
indujo la despolarizacion y la hiperpolarizacion respectivamente del potencial de membrana

y lo llevé a un valor préximo al Eq.
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Miocitos de conduccién y de resistencia

Eq = -3.2 mV, 0 K" interno (fijacion de voltaje)

cafeina 5 mM cafeina cafeina cafeina
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Figura 44. Corrientes ionicas generadas por el incremento de la [Ca*"}; inducidas por 5 mM cafeina y
registradas a diferentes potenciales de membrana. El potencial de reversién es cercano al Eq;. Solucion interna
4,tabla5 0K, Eq=-3.2mV) '

Esto muestra que efectivamente, la ausencia del ion K” en el medio intracelular hace
que los miocitos de conduccién se comporten como los de resistencia y tengan un
potencial de reversidn cercano al E, y confirman que la salida de K” hacia el medio
extracelular es la responsable de las corrientes salientes registradas en los miocitos de
conduccién a potenciales cercanos al Eci, que no se vieron con tanta frecuencia en los
miocitos de resistencia, cuando se mantuvo el i6n K™ en el medio intracelular.

Otros experimentos realizados con soluciones con menor [Cl'}; (Eci = -49.3 mV, Ex
=-99 mV), proporcionaron resultados cualitativamente similares a los descritos
anteriormente, siendo los valores promedios de los potenciales de reversion de —67.4 + 9

mV en 7 de 11 miocitos de conduccion estudiados y de =36 £ 10 mV en 5 de 7 miocitos
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de resistencia estudiados.

Los experimentos realizados mediante sustitucion idnica sugieren por lo tanto que en
los miocitos de conduccion la relacion IxcayIcics) €s mayor que en los miocitos de

resistencia, debido a la mayor proporcion de canales de Kc, en los primeros y de Clc, en

los segundos.

Miocitos de conduccién y de resistencia

Eq = -3.2mV, 0 K’ interno (fijaciéon de corriente)

1400 —, cafeina 5 mM cafeina cafeina
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Figura 45. Cambios en el potencial de membrana producidos por la liberacién de Ca®" provocada por cafeina
(5 mM). La primera exposicion a cafeina no induce cambios en el potencial de membrana por ser éste proximo
al Eqy. En las otras aplicaciones de cafeina el potencial de membrana se desplaza hacia el E¢ cuando aumenta
la [Ca2+]. “i.c.” representa el instante en el que se inyecta corriente. Solucion interna 4, tabla 5 (E¢; = -3.2 mV).

3.3. Posible participacion de otras conductancias iénicas reguladas por la
[Ca®"] citos6lico

La presencia de canales cationicos regulados por la [Ca®"]; y su posible participacion
en la regulacion del potencial de membrana en las células del tejido vascular ha sido

estudiada por varios autores (Benham y col., 1985; Bae y col., 1999).
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A Fijacion de voltaje, Vm = -70 mV
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Figura 46. El incremento de la {Ca®"]; provocado por la cafeina (S mM) puede activar conductancias distintas
aKcay Clc.. A. Ausencia de efecto del bloqueante de los canales de Clc, sobre la corriente entrante registrada
a Vm =-70 mV. B. En fijacién de corriente, el incremento de la [Ca®'}; desplaza el potencial de membrana
hacia valores cercanos a 0 mV, sin apenas afectarse por el bloqueante. La primera exposicion a cafeina, cuando
el Vm =~ 0 mV, no produjo cambio en el potencial de membrana. Solucién interna 2, tabla 5 (Eq;=-31mVy
Ex =-99 mV). :

En nuestra preparacion, se observo en algunos casos que los incrementos de la [Ca™);
llevaron el potencial de membrana de las células a valores despolarizados cercanos a 0 mV

y la aplicacién del 4cido niflimico, apenas afecto a las corrientes entrantes registradas a
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potenciales hiperpolarizantes. Estos resultados sugieren la presencia de una conductancia
cationica inespecifica activada por Ca™* en los miocitos pulmonares. En la figura 46 se
representan los registros de dos células en configuracion de fijacion de voltaje y de
corriente realizados con las soluciones de registro externa estandar y interna 2 (ver tabla
4y 5). En fijacion de voltaje (panel A), a -70 mV las espigas de Ca** producen corrientes
entrantes que no se afectan por el acido niflumico. En modo de fijacion de corriente (panel
B), la primera liberacion de Ca®" provocada por cafeina apenas produjo cambio en el
potencial de membrana por ser éste-cercano a 0 mV, pero cuando se llevo el potencial de
membrana a -50 mV mediante la inyeccion de corriente, la espiga de Ca** produjo una
despolarizacion hasta un valor proximo a 0 mV, que no se afectd por la aplicacion del
acido niflumico.

Aunque no se realizaron experimentos para estudiar con detalles las conductancias
dependientes de Ca”", nuestros resultados sugieren que los canales cationicos junto a los
canales de K¢, y de Clc, participan en la regulacion del potencial de membrana de los

miocitos pulmonares.

4. La regulacién del potencial de membrana por el Ca>* procedente de los
reservorios determina la entrada del ion a través de los canales de

Caz+dependientes del potencial

Como se ha descrito en los apartados anteriores, las subidas transitorias de Ca**
citosolico, espontaneas o bien inducidas por la aplicacion de agonistas, participan de una
manera fundamental en el control dei potencial de membrana mediante la regulacion de las
conductancias sensibles a Ca®* presentes en la membrana plasmatica. La activacion de estas
conductancias puede tener un efecto directo sobre el potencial de membrana celular y en
consecuencia sobre el tono vascular. En el caso de los canales de Clc,, su apertura
produciria la despolarizacion de la célula y la entrada de Ca®" a través de los canales de
Ca** voltaje dependiente, lo cual favoreceria la contraccion (Yuan, 1997a). Sin embargo,
la activacion de los canales de K¢, induciria la hiperpolarizacion del potencial de membrana
y por lo tanto inhibiria la entrada de Ca®* a través de los canales de Ca®" voltaje

dependiente, lo cual provocaria la relajacion del vaso (Huang y col., 1999).
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4.1. Canales de calcio en los miocitos pulmonares

Experimentos previos realizados en nuestro grupo y en otros laboratorios (Franco-

Obregbn y col., 1995; Amenta y col., 1998), han mostrado que los miocitos de la arteria

pulmonar tienen canales de Ca®" voltaje dependientes en la membrana plasmatica.
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Figura 47. Corrientes macroscopicas de Ca® registradas en un miocito vascular de pulmoén, originadas por el flujo
del i6n a través los canales de Ca** voltaje dependientes. A. Registros de corrientes obtenidos a diferentes
potenciales de membrana. Los pulsos despolarizantes de 10 ms de duracién, se aplicaron desde -70 mV hasta los
potenciales indicados. B. Curva I/V de los registros del panel A. El valor de pico de la intensidad se produce para
Vm = 10 mV. C. Bloqueo reversible de la corriente macroscopica por nifedipina. Solucién interna 130 Cs', 5
EGTA, 5 BAPTA// solucion externa 10 Ba®, 140 NaCl, 2.7 KCl.
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La figura 47A muestra un ejemplo ilustrativo de la corriente idnica macroscopica que
fluye a través de los canales de Ca*" voltaje dependientes registrada en configuracion de
célula completa con la técnica de “patch-clamp”. Esta corriente se obtiene mediante la
aplicacion de pulsos despolarizantes de 10 ms de duracion a distintos potenciales de
membrana desde un potencial de ~70 mV. Los canales de Ca®* conducen a partir de 20
mV vy la corriente alcanza el pico en 10 mV y va disminuyendo a partir de este potencial.
En la figura 47B se muestra la curva I/V tipica de este comportamiento. Para determinar
los canales de Ca®* responsables de estas corrientes, se aplicaron pulsos despolarizantes
desde =70 mV hasta 20 mV en presencia de nifedipina, bloqueante especifico de los
canales de Ca®* tipo L. Como se muestra en la figura 47C la aplicacion de 50 nM de
nifedipina bloqued reversiblemente la corriente de Ca®", lo que demuestra la presencia
fundamental de los canales de calcio tipo L en las células de musculo liso vascular de

pulmon.
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Figura 48. Incrementos en la [Ca®]; producidos por la aplicacion de pulsos despolarizantes. A. Pulsos
despotarizantes hasta el potencial indicado, de 10 s de duracién, provocan incrementos en la [Ca*]; debido a
la entrada de Ca®* a través de los canales de Ca®* voltaje dependientes. B. Representacion de la {Ca®); frente
al potencial de membrana. La flecha indica el valor maximo de la [Ca™"];
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El efecto de la apertura de los canales de Ca** sobre la [Ca®"]; se muestra en la figura
48, obtenida mediante la aplicacion de pulsos despolarizantes de 10 s de duracion y
midiendo el incremento de Ca®" citosélico que se produce como consecuencia de la
despolarizacion. La figura 48A muestra un registro de los incrementos en la [Ca*];
obtenidos en respuesta a los pulsos despolarizantes aplicados desde =70 mV. Obsérvese
c6mo a —40 mV apenas se detecta el incremento de Ca®* mientras que la concentracion del
i6n alcanza un valor maximo cuando la despolarizacion es de 10 mV, a partir de la cual la
amplitud de la sefial de Ca®* decrece.con el potencial despolarizante. La representacion del
pico de la [Ca®"]; frente al potencial de membrana, proporciona una curva cuyo maximo
esta cercano a 10 mV, que coémo se mostré en la figura 47, corresponde con el potencial

de membrana para el cual la amplitud de la corriente es maxima (Fig. 48B).

4.2. Participacién de los canales de Clg, en la activacion de los canales de Ca™

dependientes del voltaje

Para evidenciar de forma directa el papel que pueden jugar los canales de Clc, en la
despolarizacion de los miocitos pulmonares, y por consiguiente en la apertura de los
canales de Ca®" voltaje dependiente, se disefiaron experimentos en células sin dializar con
objeto de no alterar el medio intracelular y que los -éambios intrinsecos de la actividad
eléctrica no fuesen controlados experimentalmente. Los registros se obtuvieron bien de
miocitos aislados que presentaban oscilaciones espontaneas o de miocitos en los que se
aplico noradrenalina (NA), un agonista fisioldgico de los receptores a-adrenergicos que
estimula la formacion de InsP; responsable de la movilizacion de Ca*" de los almacenes
intracelulares (Wong y Klassen, 1993). La figura 49 muestra el incremento en la [Ca®"};
tras la aplicacion de noradrenalina, en el que se aprecian dos componentes (Fig. 49A), uno
inicial rapido seguido de otro lento de menor amplitud. La retirada de Ca** del medio
extracelular, elimina reversiblemente el segundo componente, lo cual indica que éste se
debe a la entrada de Ca®" desde el medio extracelular, mientras que el primer componente
es fundamentalmente debido a la liberacién de Ca®* de reticulo sarcoplasmico. En la figura
49B se comparan las respuestas de Ca®* a noradrenalina sefialadas con un asterisco en el

panel A
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Figura 49. Incrementos de la [Ca*; provocados por la aplicacion de 3 uM noradrenalina (NA) en células sin
dializar. A. La aplicacién de NA genera un incremento de Ca** con dos componentes. El segundo componente
lento depende de la entrada de Ca®* del medio externo. B. Superposicion de las respuestas de Ca®* a NA

sefialadas con * en el panel A.

Para identificar la via de entrada del Ca®" extracelular se realizaron experimentos
bloqueando los canales de Ca®* voltaje dependientes con nifedipina. La figura 50 muestra
el efecto de la nifedipina sobre el incremento en la [Ca®"}; en el caso de una célula que
presenta oscilaciones espontaneas y en otra célula silente a la que se aplicd noradrenalina.
En el primer caso (panel A), la nifedipina no bloqueo las espigas de Ca®" pero si disminuyé
su duracion. Como se muestra a la derecha de la figura, la duracion de las oscilaciones
espontéaneas sefialadas con un asterisco, superpuestas y ampliadas temporalmente, se hace

menor en presencia de la nifedipina ya que elimina el segundo componente de las espigas.

99



Resultados

En el registro del panel B, se muestra como la aplicacion de noradrenalina provocé una
sefial de Ca®* con los dos componentes. En esta célula la aplicacion de la nifedipina
bloquea reversiblemente el segundo componente confirmando que ésta se debe a la entrada

de Ca®" a través de los canales de Ca®* voltaje dependientes.
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Figura 50. Efecto del bloqueo de los canales de Ca®" voltaje dependientes sobre las oscilaciones espontaneas
de Ca%0 el incremento de la [Ca™); provocado por 1 uM NA. A. Bloqueo del componente lento por nifedipina
(500 nM) de las oscilaciones espontaneas de la [Ca*");. A la derecha se muestran las oscilaciones de Ca**
sefialadas con asterisco superpuestas y ampliadas temporalmente. B. Bloqueo de la nifedipina (250 nM) del
segundo componente de la respuesta de Ca*" a la aplicacion de NA. A la derecha, se representan las respuestas
de Ca** a NA sefialadas con asterisco superpuestas y ampliadas temporalmente.

Finalmente, se realizaron experimentos para determinar si la activacion de los canales

de Clc,, en respuesta a la liberacion inicial de Ca", contribuye a la despolarizacion de las
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células. La figura 51A muestra el bloqueo reversible del segundo componente de la
respuesta a noradrenalina por la aplicacion de acido niflimico. Obsérvese como en la figura
51B la superposicion y ampliacion de las respuestas indicadas con un asterisco muestran
un bloqueo casi total del segundo componente de la respuesta de Ca®* por el 4cido
niflamico. Por lo tanto la activacion de los canales de Clc, debido a la liberacion de Ca**
de los almacenes intracelulares por la aplicacion de la noradrenalina, hace que se
despolarize la célula, lo que induciria la entrada de Ca®* a través de los canales de Ca**

voltaje dependientes, que seria responsable del segundo componente de la sefial de Ca*.

A

NA 1 uM ac.niflimico 10 uM NA
600 - | NA
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300
200 —
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Figura 51. Papel de los canales de CI regulados por Ca®* en el incremento de la [Ca**]; provocado por 1 pM
NA. A. Bloqueo del segundo componente de la respuesta de Ca** a NA por 10 uM 4cido niflumico lo que
indica la participacion de los canales Cle,. B. Representacion de las sefiales de Ca*", sefialados con asterisco,
escaladas y superpuestas.
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La respuesta de Ca>* a NA con los dos componentes fue registrada en los miocitos de
conduccion y fundamentaimente de resistencia donde predominen los canales de Clc,, ya
que, como se ha demostrado, el segundo componente se debe al flujo del ion Ca™ a través
los canales de Ca®" voltaje dependientes que se abren cuando se despolariza la célula como
consecuencia de la activacion de los Clc, por la liberacion del i6n del reservorio
intracelular, mediada por InsP;. En los miocitos donde predominen los canales de Kc,,
fundamentalmente los de conduccion, la respuesta de Ca®* fue una espiga con un Gnico
componente debido esencialmente a la liberacion de Ca* dependiente de InsPs. Por lo cual,
el mismo agente, actuando sobre el mismo receptor, puede producir diferentes efectos
vasomotores dependiendo del nivel de expresion de los canales K¢, y Clca en los miocitos

pulmonares.
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DISCUSION

En el presente trabajo se ha estudiado la homeostasis de la [Ca**}; en miocitos
aislados de la arteria pulmonar y el efecto de la liberacion del i6n de los almacenes
intracelulares sobre las conductancias idnicas presentes en la membrana plasmatica.
Los resultados indican que tanto la regulacion de la [Ca*'}; como los efectos
electrofisiolégicos que se derivan de los cambios de los niveles de Ca®* intracelulares
dependen de la localizaciéon de los miocitos a lo largo del arbol arterial pulmonar.
Aunque los dos tipos de receptores que existen en el RS (receptor para InsP; y para
rianodina) se encuentran en todos los miocitos, parece observarse una especializacion
de estos al menos en la forma en que participan en la génesis de las oscilaciones
espontaneas de Ca’* (espigas de Ca’"). El receptor para InsP; se activa
preferentemente durante las oscilaciones de Ca** en los miocitos de conduccion,
mientras que en los miocitos de resistencia tiene preponderancia funcional el receptor
para rianodina. En paralelo a estas diferencias en las dos poblaciones de miocitos
pulmonares existen especializaciones electrofisiologicas de importancia funcional muy
relevantes. En los miocitos de conduccion predominan los canales de Kc, sobre los de
Clcs, y en los miocitos de resistencia prevalecen los canales de Clc, de la membrana

plasmatica.
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1. Oscilaciones de Ca** en células de miisculo liso arterial pulmonar

El primer objetivo de este trabajo fue el poner a punto la cuantificacién de los
niveles de Ca®* intracelulares para poder estudiar las variaciones espontaneas o
inducidas por diferentes agentes y/o situaciones fisiolégicas. Los resultados obtenidos
en la determinacion de la [Ca®*) con la calibracién “in vitro” e “in vivo” son
cualitativamente similares a los descritos en otros laboratorios. En células cromafines,
usando los mismos métodos de calibracion, la [Ca*']; resultante de la calibracion “in
vivo” fue de aproximadamente 2 veces los valores obtenidos con la calibracién “in
vitro” (Agustine y Neher, 1992). En nuestra preparacion este factor varia entre 1.24 y
1.7 (véase figura 11). En miocitos aislados procedentes de arterias cerebrales, los
valores de la [Ca®"); obtenidos mediante la calibracion “in vitro”, utilizando una pipeta
de registro para introducir el Fura-2 en su forma salina y restando el 15% a los valores
de Rmin ¥ Rmax, asociados a la viscosidad del citosol (Poenie, 1990), dan valores de la
[Ca"]; similares a las registradas en nuestros experimentos (Kamishima y McCarron,
1997). Por este motivo, la calibracién “in vivo” parece ser el mejor método para la
determinacion de la [Ca*"};, ya que tiene en cuenta el entorno y las condiciones del
citoplasma celular.

Nuestros resultados muestran que un nimero importante de los miocitos dispersos
presentan oscilaciones de la [Ca®*] citosolico espontaneas o inducidas por agonistas
(ATP, cafeina o noradrenalina). Oscilaciones espontaneas de similares caracteristicas
se han registrado en musculo liso de la arteria cardtida (Désilet y col., 1989) y en
monocapas de la linea celular A7r5 de aorta (Byron y Taylor, 1993). Oscilaciones de
la [Ca™); y/o corrientes ionicas en miocitos pulmonares han sido descritas por otros
autores, tras la aplicacion de agentes vasoactivos como ATP (Guibert y col., 1996a),
cafeina (Lee y Earm, 1994), angiotensina-II (Guibert y col, 1996b), fenilefrina
(Hamada y col., 1997), histamina (Wang y large, 1993) y endotelina-1 (Hyvelin y col.,
1988).

Las oscilaciones de Ca®* de los miocitos arteriales pulmonares se deben
fundamentalmente a la liberacion del idn del reticulo sarcoplasmico (RS) y se regulan
en amplitud y frecuencia por el Ca®* externo de manera cualitativamente similar a la
descrita con las oscilaciones generadas por la aplicacion de acetilcolina en miocitos

procedentes de la traquea (Prakash y col., 1997). Algunos autores han descrito en el
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musculo liso vascular la existencia de osciladores dependientes de variaciones en el
potencial de membrana causadas por cambios en la actividad de la ATPasa-Na'-K" o
en las conductancias de la membrana plasmatica (Mulvany, 1988; Sabouni y Mustafa,
1989). Igualmente, en miocitos procedentes de arteria pulmonar, se han registrado
cambios en la [Ca*'}; asociados a los potenciales de accion, generados como
consecuencia de las despolarizaciones inducidas por la aplicacion de 4 AP o TEA, que
fueron bloqueados por diltiazen y cuando se suprimié el Ca?* del medio extracelular
- (Ousterhout y Sperelakis, 1987; Yuan y col., 1996). Como se indic6 anteriormente, en
nuestras condiciones experimentales las oscilaciones de la [Ca*"];, aunque moduladas
por el Ca®* extracelular, se originaron primariamente por la liberacion del ién de los
almacenes intracelulares.

Aunque los mecanismos que originan y mantienen las oscilaciones de Ca® no se
conocen con detalle, se ha propuesto que éstas se disparan por la sobrecarga del ion en
el RS (Missiaen y col, 1991), lo cual activa sincronicamente un gran numero de
receptores del almacén y provoca la liberacion de Ca®" al citosol que se desplaza en
forma de onda en el interior de la célula (Wier y Blatter, 1991; Berridge, 1997).
Usando técnicas de imagen se ha observado en miocitos de la vena porta una cierta
colocalizacién en el citosol de los “sparks” de Ca’" que se generan cuando se libera
Ca*" como consecuencia de la apertura de uno o un grupo pequefio de receptores
intracelulares de Ca** y el lugar de inicio de las oscilaciones (Mironneau y col., 1996).
Nuestro sistema de registro no permitié la resolucion de “sparks” de Ca® y el
desplazamiento de la onda de calcio se detectd como una oscilacion o espiga que
representa cambios globales de la [Ca®*] en la célula estudiada.

Las oscilaciones de la [Ca®}; se producen también en miocitos arteriales “in situ”
formando parte de sistemas integrados. Por ejemplo, la aplicacion de noradrenalina o
la estimulacién eléctrica de las fibras nerviosas simpaticas da lugar a oscilaciones de
Ca®" en células muasculares lisas de la pared arterial de la cola de rata (lino y col,
1994; Asada y col., 1999). Igualmente, se han descrito oscilaciones de la [Ca®]i en
miocitos intactos de la arteria mesentérica. Estas oscilaciones se observaron incluso en
ausencia de Ca®" extracelular y se bloquearon por tapsigargina, lo que indica la
participacién del reticulo sarcoplasmico en su génesis (Miriel y col., 1999). Por lo

tanto, las oscilaciones de la [Ca®*]; no son un epifenomeno resultante de la dispersion

105



Discusion

celular sino que aparecen en las células de sistemas integrados, por lo que se cree que
éstas participan de forma importante en la regulacion de la contractilidad de la fibra

muscular lisa vascular.

2. Participacion diferencial de los receptores para rianodina e InsP; en la
generacion de las oscilaciones de la [Ca**]; en miocitos del arbol arterial

pulmonar

Una de las observaciones experimentales de mayor trascendencia en este trabajo
ha sido el poner de manifiesto que los receptores para InsP; y rianodina intervienen
distintamente en la generacion de las oscilaciones de Ca*" en miocitos procedentes de
las arterias de resistencia y de conduccion. Esta idea se sustenta en tres tipos de
argumentos: i) el efecto distinto sobre las oscilaciones de los bloqueantes de los
receptores del RS y de inhibidores de la fosfolipasa C; ii) la regulacion diferencial de
las oscilaciones por el AMPc; y iii) la variabilidad en el retraso existente entre el inicio
de las oscilaciones de Ca®™ y de las corrientes iénicas transmembranarias que se

generan por activacion de conductancias Ca2+-dependientes.

2.1. Efecto de la inhibicién de los receptores del reticulo sarcopldsmico y de
la fosfolipasa C sobre las oscilaciones de la [Ca®™"];

La aplicacion de rianodina produjo interrupcion de las oscilaciones espontaneas
de Ca®" en casi todos los miocitos de resistencia pero tuvo poco efecto en los miocitos
de conduccion. Contrariamente, los inhibidores de la fosfolipasa C (U-73122) o del
receptor para InsP; (heparina) abolieron las oscilaciones espontaneas en miocitos de
conduccidn con efecto casi inapreciable en miocitos de resistencia. Por lo tanto, existe
una especializacion longitudinal de la participacion de los dos tipos de receptores del
RS en la génesis de las oscilaciones. El RyR actua fundamentalmente en miocitos de
resistencia y el InsP3R en miocitos de conduccion. En el caso de los miocitos de
resistencia, la inhibicién de-las espigas por rianodina se acompaifi¢ generalmente de
una subida de C£12+, posiblemente debido al decrecimiento del “buffering” de Ca*" y/o

a la estimulacion de la entrada capacitativa de Ca®* del medio externo que sigue al

vaciado del almacén sensible a rianodina (Cheek y col., 1990; Putney, 1990). Es por lo
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tanto posible que las oscilaciones fuesen generadas por la activacion del receptor para
InsP; y que el efecto de la rianodina se debiese al incremento de Ca®*, el cual
interrumpe las oscilaciones mediadas por InsP; (Parker e Ivorra, 1990). Sin embargo,
la falta de efecto sobre las oscilaciones de inhibidores de la fosfolipasa C y de los
bloqueantes del receptor para InsP; indican que éstas se generan fundamentalmente
por la activacion del RyR. Efectos diferenciales de la rianodina también se han
observado en tejido muscular liso del intestino donde la rianodina es capaz de contraer
las células musculares longitudinales pero no las circulares (Kuemmerle y col., 1994).
La variabilidad funcional de la respuesta a rianodina de las celulas musculares lisas
posiblemente se debe a los niveles variables de expresion de RyR. En miocitos de
uréter, por ejemplo, los RyRs se expresan en cantidad muy inferior a los InsP;Rs
(Macrez y Mironneau, 1999).

Las oscilaciones registradas en presencia de ATP también se regulan
diferencialmente por los inhibidores de los receptores intracelulares del‘ reticulo
sarcoplasmico y de la formacion de InsP; seglin la procedencia del miocito. En la
mayoria de los miocitos de conduccion las espigas de Ca®" inducidas por ATP no se
afectan por rianodina pero si por la inhibicion de la fosfolipasa C, mostrando que el
ATP parece provocar Unicamente la liberacion de Ca** mediada por la activacién de
InsP;R. Sin embargo, en la mayoria de los miocitos de resistencia las oscilaciones
inducidas por ATP son sensibles a rianodina, mientras que la inhibicion de la
fosfolipasa C no tiene efecto tan dramatico sobre las oscilaciones, un hecho que puede
estar relacionado a la estimulacion de los RyRs por la liberacién de Ca®* iniciada por
la activacion del InsP3R debido a la aplicacion de ATP. Resultados parecidos han sido
observados en otras preparaciones (miocitos de vena porta, del duodeno y un clon de
células de aorta) donde se ha atribuido a los RyRs un papel crucial en la amplificacion
y la propagacién de los eventos de Ca®* mediados tanto por Ca®* como por InsP;

(Blatter y Weir, 1991; Arnaudeau y col., 1997; Boittin y col., 1998 y 1999).

. . . . .s C . . 2
2.2. Diferencias longitudinales en la regulacién de las oscilaciones de Ca™

por el AMPc
Ademas de la participacion diferencial de los InsP3Rs y RyRs en la génesis de las

oscilaciones espontaneas de Ca*" en los miocitos de conduccion y resistencia, nuestros
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resultados muestran que el AMPc tiene efectos distintos sobre la homeostasis de la
[Ca”]i en cada una de estas poblaciones celulares. El incremento de AMPc (bien por
inhibicién de la fosfodiesterasa o por estimulacion de la adenilciclasa) produce
inhibicion de la génesis de las oscilaciones espontaneas en miocitos de conduccion,
mientras que se observa una ausencia de efecto o incluso potenciacion de las
oscilaciones en miocitos de resistencia. La interrupcion de las oscilaciones
espontaneas de Ca®* en los miocitos de conduccion por el AMPc sugiere que éste
podria inhibir la liberacion de Cazf mediada por InsP3, ya que un efecto similar ha sido
descrito por otros autores sobre la liberacion de Ca®* producida por carbacol en células
musculares gastricas (Ding y col., 1997) y sobre las oscilaciones de Ca®* inducidas por
ATP tanto en megacariocitos aislados de médula 6sea como en miocitos de arteria
pulmonar (Uneyama y col,, 1993; Guibert y col., 1996a). Este resultado favorece
nuestra propuesta discutida en el parrafo anterior indicando que las oscilaciones
espontaneas de Ca®* en los miocitos de conduccion se deben a la liberacion de Ca® del
reticulo sarcoplasmico mediada por InsP;.

Por el contrario, la ausencia de efecto o la potenciacién de las oscilaciones
espontaneas de Ca®* por el AMPc observada en algunos miocitos de resistencia apoya
el que en estas oscilaciones participe preferentemente el receptor para rianodina. El
efecto potenciador del AMPc sobre las espigas de Ca’" en algunos miocitos de
resistencia podria deberse al incremento de la actividad del receptor para rianodina por
la fosforilacién dependiente de AMPc que ha sido descrito en neuronas (Yoshida y
col.,1992) o en células beta del pancreas (Islam y col., 1998). No obstante, es probable
que en muchos miocitos de resistencia la estimulacion de los RyRs por AMPc no se
ponga de manifiesto de forma clara (ausencia de efecto) debido a la disminucion de la
liberacién de Ca** mediada por InsP; que en ciertas circunstancias (como por ejemplo

al aplicar ATP) actua como cebador de la funcion de los RyRs.

2.3. Retraso entre las oscilaciones de Ca* y las corrientes
transmembranarias

Como se discute en el apartado 3 de “Discusion” las oscilaciones de la [Ca® )i que
se producen en los miocitos pulmonares disparan cambios del potencial de membrana

por la activacion de conductancias i6nicas de la membrana plasmatica (de potasio y
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cloro) que se activan por la elevacion de la [Ca®"];. El analisis de los retrasos entre la
subida de Ca*" debido a las oscilaciones espontaneas o a la aplicacion de cafeina y las
corrientes generadas en los miocitos de conduccion y de resistencia indican que sélo
es significativamente diferente, respecto de los demas, el retraso existente entre las
oscilaciones espontaneas de Ca®" en los miocitos de conduccion y la correspondiente
corriente (véase tabla 7). Esta observacion podria estar asociada al hecho de que la
cafeina activa el receptor para rianodina en los dos tipos de miocitos, mientras que
durante las oscilaciones espontaneas se activa el receptor para InsP; en miocitos de
conduccién y el receptor para rianodina en miocitos de resistencia. Por lo tanto, las
evidencias experimentales indican que en los miocitos de arteria pulmonar las
oscilaciones espontaneas se deben fundamentalmente a la descarga del reticulo
sarcoplasmico por la activacion de los receptores para rianodina e InsP3 en miocitos de

resistencia y de conduccion respectivamente.

En conclusién, los datos experimentales sugieren que las oscilaciones de la [Ca®";
en los miocitos vasculares del pulmén se deben a la activacion de receptores de
liberacion de Ca®* distintos dependiendo de la localizacién del miocito: InsPsRs en
miocitos de conduccion y RyRs en miocitos de resistencia. Hemos demostrado ademas
que el AMPc intracelular modula de forma diferencial estos receptores y proponemos
que el Ca®* liberado por InsP3R en miocitos de resistencia actia como cebador para el
RyR potenciando la liberacion de Ca®* en estos miocitos. Se ha sugerido en trabajos
previos que los miocitos vasculares pueden ser hetereogéneos con respecto a la
liberacién de Ca®* de reservorios (Shin y col., 1991) sin embargo, no existen
precedentes en la literatura que muestren la distribucion diferencial de InsP3Rs y RyRs
observada en el presente estudio. Nuestros resultados, basados en datos funcionales,
pueden explicarse por una variabilidad en la distribucién topografica de receptores o
en la expresion de los mismos en los diferentes tipos de miocitos. En este sentido, se
sabe que existen células (como los miocitos de la vena porta de rata) donde predomina
la expresion de RyRs con respecto a los InsP;Rs (Boittin y col., 1999), mientras que lo
opuesto se observa en musculo liso de uréter de rata (Macrez y Mironneau, 1999).

Nuestro trabajo actual debe por lo tanto estimular estudios futuros donde con técnicas
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de biologia celular y molecular se muestre la expresion diferencial de los InsPsRs y

RyRs a lo largo del arbol arterial pulmonar.

3. Especializacion electrofisiolégica en los miocitos de la arteria pulmonar

La medida de la [Ca®*"]; conjuntamente con la actividad eléctrica (potencial de
membrana y/o corrientes ionicas) ha permitido determinar la existencia de
especializaciones funcionales en los miocitos procedentes de las arterias de
conduccién y resistencia. Estas caracteristicas resultan de la distribucion diferencial de
los canales de CI'y K™ activados por Ca®* (Clc, y Kca respectivamente) y la influencia
de estos canales sobre el potencial de membrana y la entrada de Ca®* del medio
extracelular. En miocitos de conduccion la liberacion de Ca** de formabesponténea 0
inducida por agonistas provocd la activacion de canales de Clc, y Kca, dando lugar a
que el potencial de membrana adquiriese valores entre E¢; y Ex (=-30 y =~90 mV
respectivamente). Aunque la respuesta varid en la poblacién de miocitos de
conduccion, el efecto mas comun que acompaiié a la subida de Ca’" fue la
hiperpolarizacion, debido-al predominio de los canales de K¢, sobre los canales de
Clca. Al contrario, en la mayoria de los miocitos de resistencia la elevacion en la
[Ca2+]; produjo generalmente una despolarizacion del potencial de membrana hacia
valores cercanos al Eci o mas positivos. Los experimentos realizados con soluciones
de diferente composicion idnica y con el uso de bloqueantes selectivos de los canales
de Clc, y Kca sugieren que los primeros estan relativamente mas concentrados en los
miocitos de resistencia y que los segundos (Kc.) predominan en los miocitos de
conduccién.

Una observacion interesante en miocitos de conduccion es la activacion de una
corriente con forma de W con un componente saliente entre dos entrantes registrada a
potenciales intermedios entre E¢ y Ex. Los componentes entrantes estarian
relacionados con la activacion de los canales de Clc, ya que estos son mas sénsibles al
Ca®" que los canales de K¢, como han descrito otros autores (Bakhramov y col., 1996;
Carl y col., 1996). Por tanto los canales de Clc, podrian activarse durante la fase de
subida y bajada de la éépiga, habiéndose descrito que el umbral de activacion para las
corrientes de Clc, en musculo liso arterial de vena porta, es de 180 nM (Pacaud y col.,

1992). Cuando la concentracion de Ca®* fuese elevada, se abririan los canales de Kc,
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(corriente que corresponderia al componente saliente) los cuales se inactivarian a
concentraciones micromolares de Ca**, como ha sido descrito en neuronas (Hicks y
Marrion, 1998) y en musculo liso (Hogg y col., 1993a; Muifioz y col., 1998).

La especializacion funcional y molecular de los miocitos en las arterias es un
concepto reciente que ayuda a entender la gran variedad de comportamiento de las
células de musculo liso procedentes de diferentes arterias o bien de diferentes
segmentos de una misma arteria y a explicar la gran variabilidad en la respuesta a
estimulos excitadores e inhibidores en diferentes vasos o en diferentes segmentos de
un mismo vaso. Se han descrito dos tipos de miocitos en la aorta de conejo basados en
la distribuciéon desigual de la isoforma de la miosina (Pauletto y col., 1991), asi como
dos poblaciones distintas de miocitos en cultivo de aorta, unos alargados que se
despolarizan en respuesta de la aplicacion de agonistas vasoactivos como
consecuencia de la activacion de los canales de Clc, y catidnicos, y otros, con una
forma parecida a las células epiteliales, que se hiperpolarizan en respuesta a los
mismos agonistas, gracias a la activacion de los canales K¢, (Neylon y col., 1994).

Con respecto a las arterias pulmonares, existen varios estudios recientes
mostrando la existencia de especificidades moleculares en miocitos de resistencia y
conduccidn. Se sabe que los miocitos pulmonares contienen diferentes subtipos de
canales de potasio (Albarwani y col., 1995; Archer y col., 1996). Archer y col., (1996),
por su parte, han descrito la presencia de tres tipos diferentes de miocitos dependiendo
del tipo de canales de K que contribuyen en la corriente idnica macroscopica (los Kca,
los de rectificacion retardada “Kpr” o los que tienen los dos). En los miocitos de
conduccién han determinado, ademas, una mayor concentracion de los canales de Kc,,
mientras que en los de resistencia se encuentran especialmente los miocitos Kpgr y los
que poseen los dos canales. Estos resultados, aunque obtenidos con diferente
metodologia y perspectiva, son similares a los obsefvados en este trabajo. En los
miocitos de conduccion predominan fundamentalmente los canales de Kc. o
mezclados con Clc,, mientras que los miocitos de resistencia forman una poblacion
mas homogénea con predominio de los canales de Clc,. Sin embargo, Clapp y col,
(1996) sugieren una mayor presencia de los canales de Clc, en miocitos de conduccion
que en los miocitos de resistencia lo cual puede ser debido al distinto proceder

experimental y al analisis estadistico realizado. Estos autores utilizan compuestos
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enjaulados de Ca®" y el analisis estadistico lo realizaron sobre la totalidad de células
estudiadas, mientras que nosotros lo hemos realizado sobre las células que presentan
una respuesta a un incremento en la [Ca®']i. Ademas, ya que los miocitos de
resistencia se dafian mas con la dispersion enzimatica que los miocitos de conduccion
podria ser que los primeros respondiesen peor a cambios en los niveles de Ca**
intracelular.

Ademas de las variaciones en la proporcion de canales de Kca y de Clc,, en
nuestro grupo se ha determinado una distribucion diferencial de canales de Ca®" tipo L
en la vasculatura pulmonar. Los canales tipo L se encuentran mas concentrados en
miocitos del tronco de la arteria pulmonar que en arterias sistémicas (femoral, celiaca
0 mesentérica) y més en miocitos pulmonares de resistencia que en miocitos de

conduccion (Franco-Ogregdn y Lopez-Barneo, 1996; Ureiia y col., 1996).

4. Repercusiones fisioldgicas de las propiedades celulares diferenciales de

miocitos de resistencia y conduccion

La liberacion de Ca** mediada por el reticulo sarcoplasmico y la entrada de Ca®*
del medio extracelular son factores criticos que determinan el estado de contraccion de
las células de musculo liso arterial, variables fundamentales para la regulacion del
tono vascular (Somlyo y Somlyo, 1994). La existencia de diferentes tipos de células
con propiedades electrofisiologicas diferentes distribuidas desigualmente en el arbol
arterial pulmonar facilita la comprension de las respuestas de las arterias pulmonares a
farmacos y agentes vasoactivos.

La concentracién de miocitos donde predominan los canales de Clc, en ramas
tiene especial consecuencia funcional, porque es en este lugar donde
fundamentalmente se lleva a cabo la regulacion del tono vascular en el pulmén. Por
ejemplo, se conoce que la vasoconstriccidn hipdxica pulmonar ocurre en vasos
pequefios intrapulmonares mientras que las grandes arterias se dilatan o tienen una
respuesta bifasica (contraccion segﬁida de dilatacion) (Bennie y col, 1991;
Wadsworth, 1994; Archer y col., 1996). Se sabe que la hipoxia inhibe los canales Kpr
(Yuan y col.,, 1993; Post y col., 1995; Archer y col., 1996) e incrementa la entrada de
Ca* y el Ca®" citosolico en miocitos de resistencia (Vadula y col., 1993; Franco-

Obregén y Lopez-Barneo, 1996, Urefia y col.,, 1996; Bakhramov y col., 1998). La
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presencia en miocitos de resistencia de canales de Clc,, activados a relativamente
bajos niveles de Ca’" citosolico, tiene posiblemente un papel critico en la potenciacion
y mantenimiento de la vasoconstriccion a hipoxia, ya que la apertura de estos canales,
por la subida de Ca® citosélico debido a la liberacion del RS o a la entrada del medio
externo de Ca®", despolarizaria la célula cerca de —20 0 =30 mV (E¢; en misculo liso
vascular) lo que favoreceria la apertura de canales de Ca** voltaje dependientes en la
membrana plasmatica. En miocitos de conduccion, la falta de canales Kpg sensibles a
O2 (Archer y col., 1996) y la inhibicion de los canales de Ca** por hipoxia (Franco-
Obregén y Lopez-Barneo, 1996; Ureiia y col., 1996; Bakhramov y col., 1998) pueden
constituir los mecanismos causantes de la vasodilatacion. Sin embargo, el predominio
en estos miocitos de los canales de Kc,, asegura que ante incrementos de la [Ca®*]
citosolico, se produzca solamente una vasoconstriccién transitoria, ya que la
activacion de estos canales induciria la hiperpolarizacion de la membrana y la
vasodilatacion (Nelson y col, 1995). Al contrario que la hipoxia, los agentes
vasomotores como el NO que activan fundamentalmente canales de Kca, regulan
fundamentalmente el tono de las grandes arterias de conduccién (Archer y col., 1994 y
1996).

Existen numerosos agentes vasoactivos, como ATP, endotelina-1, fenilefrina o
NA, que regulan el tono vascular pulmonar mediante la produccion de InsP; y
liberacion de Ca** de los almacenes intracelulares (Hashimoto y col, 1986;
Bakharamov y col,, 1996; Yuan y col,1997a y b). Estos agentes pueden producir
vasoconstriccion o vasodilatacion dependiendo de si activan preferentemente canales
de Clca o canales de K¢, (Bakharamov y col.,1996; Clapp y col., 1996; Yuan, 1997a;
Salter y Kozlowski, 1998). En este trabajo se muestra que en el arbol arterial pulmonar
esta accion depende del tipo de miocitos. En ocasiones la aplicacion de noradrenalina
dio lugar a un incremento transitorio y rapido de Ca’" de origen intracelular
(componente rapido) seguido por una fase sostenida de Ca®>* que tiene forma de meseta
cuyo origen es extracelular (componente lento). El bloqueo reversible del segundo
componente de la sefial de Ca** con la eliminacién de Ca®* del medio extracelular,
nifedipina y acido niflamico (ver Figs. 50 y 51), refleja la participacion de la entrada
de Ca® a través de los canales de Ca®" voltaje-dependientes que se abren como

consecuencia de la despolarizacion que se produce debido a la liberacion inicial de
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Ca?" del reticulo sarcopladsmico y la activacion de los canales de Clc,. Por lo tanto, el
mismo agonista, actuando sobre similares receptores y vias intracelulares, puede
producir diferente efecto vasomotor dependiendo del nivel de expresion de los canales
de K¢, y Clc, en cada miocito. Resultados similares a los nuestros fueron descritos en
la contraccion de anillos arteriales producida por NA en vena porta (Pacaud y col.,
1992) o por fenilefrina en arteria pulmonar (Yuan, 1997a).

Ademas de las propiedades funcionales que resultan de la expresion diferencial de
canales activados por el Ca®*, los miocitos de conduccién y de resistencia pulmonares
estan dotados de otras caracteristicas especificas que en principio pueden tener un
significado funcional muy importante. Desde nuestro punto de vista tiene un interés
especial el diferente papel de los receptores intracelulares sensibles a rianodina y a
InsP; y la regulacion de estos por AMPc en miocitos de conduccién y de resistencia.
Parece por tanto que los miocitos de resistencia estan disefiados no s6lo para responder
con despolarizacién al aumento de Ca®* intracelular (parrafo anterior) sino que la
presencia predominante de RyRs en estos miocitos determina que la entrada de Ca* o
la liberacion del i6n de reservorios regulados por InsP3Rs produzca mayor liberacion
de Ca® por estimulacion inducida por Ca**. Sobre este sistema molecular el AMPc
ejerce un efecto modulador inhibiendo la contractilidad de los miocitos de conduccion
y potenciando la de los miocitos de resistencia (Fullerton y col., 1996; Zhao y col,,
1998).

Las variables que determinan las diferencias moleculares entre miocitos arteriales
pulmonares y la localizacién topografica de los distintos tipos de miocitos no son
conocidas. Estas podrian' relacionarse con la diferente procedencia embriologica de la
circulacion arterial pulmonar (sexto arco adrtico para las arterias extrapulmonares de
conduccidon y la yema pulmonar para los vasos intrapulmonares) (Hislop y Reid,
1977), pero también podria depender de cambios en la diferenciacion celular
producidos pbr factores locales, tales como la baja tension de Oz, que regulan la
expresion genética (Bunn y Poyton, 1996). El conocimiento de distintos tipos de
células en el arbol arterial pulmonar y en otros territorios vasculares pueden también
ayudar al desarrollo de agentes terapéuticos mas especificos. Por ejemplo, los

bloqueantes de los canales de Clc, podrian actuar como potentes vasodilatadores
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selectivos en arterias intrapulmonares, mientras que tendrian poco efecto en el tono de
grandes arterias de conduccion.

A modo de resumen final de nuestras observaciones en la figura 52 se expone un
esquema explicativo de la funcion de los diferentes canales, receptores de reservorios
de Ca®* y agentes moduladores en los miocitos de conduccion y de resistencia. La
contractilidad de los miocitos depende directamente de la entrada de calcio por canales
de la membrana o de la liberacion de calcio de almacenes intracelulares resultante de
la presencia de agentes vasoactivos.

Un primer nivel de regulacion diferencial de la contractilidad en los miocitos
arteriales pulmonares se relaciona con la expresion en éstos de canales activados por
Ca®" distintos segun su localizacion longitudinal. En los miocitos de conduccion, el
incremento de Ca®" intracelular produce preferentemente respuestas .contréctiles
transitorias debido a que este incremento de Ca’" es pasajero, limitado por los
mecanismos de amortiguacién del i6n, y a que la activacion de canales Kc, da lugar a
hiperpolarizacion y cierre de los canales voltaje-dependientes de la membrana. Por el
contrario, en los miocitos de resistencia el incremento de Ca®* intracelular produce
preferentemente activacion de canales de Clc,, despolarizacion y apertura de canales
de Ca®" de la membrana, lo que resulta en incrementos mantenidos de la concentracion
de Ca® intracelular.

Un segundo nivel de regulacion diferencial de la contractilidad en arterias finas
depende del cebamiento del sistema de liberacion de Ca®* inducida por el Ca** que se
manifiesta con especial entidad funcional en los RyRs presentes en los miocitos de
resistencia. Este proceso se pone en marcha bien por el Ca’" liberado tras la activacion
de InsP3Rs (CICRi) o por el Ca** del medio extracelular (CICRe). Sobre este esquema
los agentes que regulan la produccion de AMPc intracelular representan un tercer nivel
de modulacion diferencial de la contractilidad de los miocitos pulmonares al tener la
posibilidad de potenciar o inhibir el funcionamiento de los RyRs e InsP;Rs

respectivamente.
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Figura 52. Diagrama representativo del papel desempeiiado por los receptores de liberacion
~ de Ca® intracelulares y los canales idnicos sensibles a Ca™* en el control del tono vascular
en los miocitos de resistencia y de conduccion de la arteria pulmonar (ver texto para mas

detalle).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo son:

1. Mediante técnicas microfluorimétricas se han registrado oscilaciones espontaneas
de la [Ca®]; en miocitos dispersos de arteria pulmonar de conejo. En algunos casos,
estas oscilaciones también se han podido inducir en miocitos silentes con la aplicacién
extracelular de ATP, cafeina o noradrenalina. El nivel basal de la [Ca®*];, la amplitud y
la frecuencia de las oscilaciones se modifican por los cambios de flujo del i6n desde el
medio extracelular. Generalmente, las maniobras experimentales que incrementan el
flujo de Ca®" hacia el citosol inducen el aumento del nivel basal de Ca?*, la frecuencia
de las oscilaciones y disminuyen la amplitud de las espigas. La eliminacién de Ca®*

del medio extracelular produce el efecto contrario o interrumpe las oscilaciones.

2. Las oscilaciones se originan por la liberacion y recaptacion de Ca®* por los
reservorios intracelulares. Se han identificado receptores sensibles a rianodina y a
InsPs. El estudio de las oscilaciones espontaneas mediante el uso de bloqueantes de los
receptores para rianodina, InsP; e inhibidores de la formacion de InsPs;, han
proporcionado diferentes resultados dependiendo de la localizacion de los miocitos en
el arbol arterial pulmonar. Las oscilaciones espontaneas de la [Ca®"]; en los miocitos
de resistencia se originan fundamentalmente por la activacion de los receptores para

rianodina (mecanismo de liberacion de Ca** mediada por Ca2+, CICR), mientras que
P q
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en los miocitos de conduccion estas oscilaciones se producen fundamentalmente por la
activacion de los receptores para InsP; (mecanismo de liberacion de Ca®* mediado por

InsP;, IICR).

3. Las oscilaciones inducidas por ATP también se regulan diferencialmente por los
inhibidores de los receptores intracelulares del reticulo sarcoplasmico y la formacion
de InsP; segun la procedencia del miocito. En los miocitos de resistencia, el Ca®**
liberado por ATP a traves del receptor para InsP; parece actuar como cebador y induce
las oscilaciones estimulando el receptor para rianodina gracias al mecanismo de CICR.
En los miocitos de conducciéon, el ATP solo seria capaz de provocar la liberacion

mediada por la activacién del receptor para InsP;.

4. El efecto de la cafeina sobre las oscilaciones de Ca®*es similar a los producidos por
la teofilina y la forskolina, lo cual sugiere que su accion es sobre la fosfodiesterasa
incrementando los niveles de AMPc. En los miocitos de conduccién los incrementos
de AMPc interrumpen generalmente las oscilaciones. Por el contrario el AMPc apenas

afecta, y en algunos casos potencia, las oscilaciones en miocitos de resistencia.

5. El registro simultaneo-de la [Ca®*]; y la actividad eléctrica, muestra que los cambios
espontaneos o inducidos en los niveles de Ca®" intracelular, inducen la apertura de
canales i6nicos de K*, CI presentes en la membrana plasmatica de los miocitos
arteriales pulmonares. La caracterizaciéon de los canales i6nicos activados por Ca®*
mediante sustitucion ionica y bloqueantes, muestra una distribucion diferencial de los
canales Clca y Kca en los miocitos de resistencia y conduccion de la arteria pulmonar.
En los miocitos de resistencia prevalecen los canales de Clc, frente a los canales de
Kca, mientras que en los miocitos de conduccion predominan los canales de Kc, sobre

los de Clc,.

6. La distribucion diferencial de los canales regulados por Ca** determina que un
incremento de la concentracion de Ca®* citosolico en respuesta a un agente vasoactivo,
provoque efectos distintos segun la localizacion longitudinal de los miocitos en el

arbol arterial pulmonar. En los miocitos de resistencia la activacion de los canales de
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Clc,, daria lugar a despolarizacién y apertura de los canales de Ca®" voltaje-
dependientes, lo cual favoreceria la vasoconstriccion. En los miocitos de conduccion
la activacion de los canales de K¢, produciria hiperpolarizacion y inhibicion de la
entrada de Ca’" a través de la membrana, favoreciendo la relajacion de los miocitos.
La existencia del mecanismo de CICR y el predominio de los canales de Clca en
miocitos pulmonares de resistencia (procedentes de la 3* y 4* ramas), constituyen dos
mecanismos que favorecen la contraccion de arterias de pequefio diametro en
respuesta a agentes vasoconstrictores. El predominio de los canales de Kca en arterias

de gran diametro, favorece la relajacion arterial y el flujo sanguineo a través de éstas.
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AMPc
ATP
CCCp
Clca
EGTA

Eq

Ex
Erev
InsP;
InsPsR
Kca
RyR
STIC y STOC
TEA
IBMX
NA
Vh
Vm

4 AP

Abreviaturas

ABREVIATURAS

adenosin monofosfato ciclico "
adenosin trifosfato
carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone

canales de cloro activado por calcio

. ethylen glycol-bis“B-aminoethyl ether” N,N,N’ N’-tetraacetic

acid _

potencial de equilibrio de cloro
potencial de equilibrio de potasio
potencial de reversion

Inositol 1,4,5, trifosfato

receptor para InsP3

canales de potasio activado por calcio
receptor para rianodina

corriente espontanea transitoria entrante y saliente
tetraetilamonio
3-isobutyl-1-methyxanthine
noradrenalina

holding potential

potencial de membrana

4 amino piridina
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