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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A-C:

Ach:
ADNC:
Ala:
AMPc:
Arg:
ARNmM:
Asn:

Asp:

ATP:
4-AP:
BIBP3226:
BIIE0246:

Ca*":
[Ca?*];:
CICR:
CPON:
CRH:
DAG:
DMSO:
E-C:
EEM:
EGTA:
GABA:
Gln:
Glu:
Gly:
GTP:
HEPES:
His:
ICaL:
lcaTTx:
I

Ik:
Ik(ca):
IKS:

IKr:
Ik(ach):
IkaTP):
lk1:

le:

INa:

|P3:

Ito:

lto (4-AP):
|to,f:

lto,s:

Adenilato ciclasa

Acetil-colina

Acido desoxiribonucleico complementario

Alanina

Adenosin monofosfato ciclico

Arginina

Acido acido mensajero

Asparagina

Acido aspartico

Adenosin trifosfato

4 aminopiridina

N2-(Difenilacetil)-N-[(4-hidroxi-fenil) metil]-D-arginina amida.
(R)-N [4-(aminocarbonilaminometil)-fenil]-N2-(difenilacetil)-
argininamida trifluoroacetato

Calcio

Concentracion de calcio libre intracelular

Liberacion de calcio inducida por calcio

Péptido que flanquea el carbono terminal del NPY

Hormona corticotropina

Diacilglicerol

Dimetil sulfoxido

Excitacidn-contraccion

Error estandar de la media

Acido etilén glicol bis (B-aminoetil éter) NNN’N’ tetracético.
Acido y-aminobutirico

Glutamina

Acido glutamico

Glicina

Guanosin trifosfato

Acido N-[2-hidroxietil] piperazina N-[2-etansulfonico]
Histidina

Corriente de calcio tipo L

Corriente de calcio sensible a TTX

Corriente hiperpolarizante

Corriente de rectificacion retardada de potasio

Corriente de potasio activada por calcio

Componente lento de la corriente de rectificacion de potasio
Componente rapido de la corriente de rectificacion de potasio
Corriente rectificadora de entrada dependiente de acetil-colina
Corriente rectificadora de entrada dependiente de ATP
Corriente de rectificacion de entrada

Isoleucina

Corriente de sodio

Inositol trifosfato

Corriente transitoria de potasio

Corriente transitoria de potasio sensible a 4-AP

Corriente transitoria de potasio de rapida inactivacion
Corriente transitoria de potasio de lenta inactivacion
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1SO:
K*:
Leu:
Lys:
MAPK:
NA:
Na':
NPY:
NT:
PiZ
PA:
PF:
PLC:
PKA:
PKC:
PP:
Pro:

Proteinas G;:

PTX:
PY:
PYY:
RS:
RyR:
Ser:
SERCA:
SNC.:
SNP:
TEA:
Thr:
TTX:
Tyr:
VS..

Isoproterenol

Potasio

Leucina

Lisina

Protein kinasa con actividad mitogénica
Noradrenalina

Sodio

Neuropéptido Y
Neurotransmisor
Fosfato de alta energia
Potencial de accion
Potencial de fijacion
Fosfolipasa C

Protein kinasa A
Protein kinasa C
Polipéptido pancréatico
Prolina

Proteinas G inhibitorias
Toxina pertussis
Péptido pancreatico Y
Hormona intestinal
Reticulo sarcoplasmico
Receptor de rianodina
Serina

Bomba de Ca?* dependiente de ATP del Reticulo Sarcoplasmico

Sistema nervioso central
Sistema nervioso periférico
Cloruro de tetraetilamonio
Treonina

Tetrodotoxina

Tirosina

Versus
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1. INTRODUCCION
1.1. ESTRUCTURA DE LAS CELULAS Y ORGANELAS DEL CORAZON

El corazdn esta constituido, en su mayoria, por células musculares contractiles,
conocidas como cardiomiocitos, y por fibroblastos (células no contractiles muy
abundantes). El resto, lo constituyen tejidos marcapasos, tejidos conductores (que se
relacionan con la generacién y la propagacion de la actividad eléctrica cardiaca), vasos

sanguineos, y el espacio extracelular (figura 1).

Células del corazdn

Células marcapasos
Auricula
Nodo auriculoventricular

Células conductoras (Purkinje)

Células Ventriculares

Células vasculares lisas

Otras células vasculares

Figura 1. Células del corazon. El panel superior muestra las células
implicadas en el inicio y conduccién del impulso hacia las células
ventriculares. EI mdsculo liso vascular y otras células vasculares
pueden regular la carga contra la que el corazén se contrae. (Tomado
de Opie, 1998).

Los miocitos constituyen, aproximadamente, el 75 % del volumen total del
miocardio y contienen haces de proteinas contractiles, Ilamados miofibrillas. Un

conjunto de miocitos, rodeado de tejido conectivo y colageno, forma una miofibra.
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1.1.1. ESTRUCTURA DE LOS MIOCITOS CARDIACOS

Las células ventriculares tienen forma de ladrillo (figura 2) y su medida
aproximada es de 10 a 25 um de didmetro y de 50 a 100 um de longitud (ver figura 21
de Material y Métodos para el tamafio). Por el contrario, las células de la auricula son

mas pequefias (10 um de diametro y 20 um de longitud) y tienen forma de huso.

Figura 2. Imagen de una miocito ventricular de rata,
obtenida en un microscopio confocal. (Cortesia de la Dra.
A.M. Gomez, Montpellier, Francia).

Aunque es materia de polémica (Anversa y Kajstura, 1998; Anversa y cols.,
2002), la hipdtesis més aceptada es que los miocitos cardiacos son células de
diferenciacién terminal. Es decir, no pueden aumentar en ndmero ni dividirse, una vez
alcanzado el desarrollo. Por ello, al comienzo de la vida hay un vasto nimero de
miocitos en el corazén (seis billones de células, aproximadamente) que se van

perdiendo a lo largo de la vida.

Si se hace una descripcion general de los componentes de las células cardiacas
desde el interior al exterior, se podria decir que poseen, uno o varios ndcleos que
guardan la informacion genética. Al igual que otras células esqueléticas, estas células
contienen gran numero de proteinas contractiles (miofibrillas) que se disponen
espacialmente de forma muy simétrica, lo que proporciona a la célula una estructura
estriada muy peculiar (figura 2). Las mitocondrias se encuentran adosadas a las
miofibrillas y son las encargadas de mantener la funcion del corazon, mediante la
produccion de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP). También en el interior y
con una estructura especializada, esta presente el reticulo sarcoplasmico (RS), cuya
funcion principal es la de mantener la homeostasis del calcio (Ca®*) en el citoplasma.




Introduccion

En el exterior, cada miocito estd limitado por una membrana externa
denominada sarcolema (del latin sarco, flexible y lemma, caparazon fino). Esta
membrana es peculiar, pues sufre invaginaciones, formando unos finos pasillos que
extienden el espacio extracelular hacia el interior de la célula. Constituyen el sistema
tubular o tbulos T. También es importante mencionar el citoesqueleto de las células
pues esta involucrado en procesos fundamentales, como la funcidon contractil, la

adhesion celular, etc.

1.1.1.1. ESTRUCTURAS INTERNAS
> Citosol

El sarcolema separa el espacio intracelular del extracelular. En el espacio
delimitado por dicha membrana hay un fluido con alto contenido i6nico, denominado
citosol, donde se encuentran el aparato contractil y diversas organelas. El citosol, junto
con las proteinas que se encuentran en él, conforman el citoplasma o sarcoplasma. El
cation mas abundante del interior de la célula es el potasio (K") (Tabla 1), que
proporciona a las células cardiacas sus propiedades eléctricas especificas. La superficie
interna del sarcolema esta cargada negativamente, mientras que la cara externa tiene
cargas positivas. También en el citosol es donde las concentraciones de Ca®* oscilan

induciendo la contraccion y la relajacién celular.

Tabla 1. Distribucion iénica a ambos lados del sarcolema.

Composicion intracelular Composicion extracelular
(mM) (mM)
Sodio 5-34 140
Potasio 104-180 54
Cloro 8-79 100
Calcio 0,1 3
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» Miofibrillas y proteinas contréctiles

La unidad contractil fundamental es la sarcobmera. Estd compuesta por dos
proteinas contractiles, los filamentos gruesos de miosina y los filamentos finos de
actina. La sarcomera estd limitada por las lineas o discos Z (abreviatura del aleman
Zlckung, contraccion) (figura 3) desde donde se proyectan los filamentos de actina,
extendidos en ambas direcciones, para entrecruzarse con los de miosina. Inversamente,
los filamentos de miosina se extienden desde el centro de la sarcomera sin llegar a
alcanzar las bandas Z (figura 3). Dichos filamentos de miosina se unen a las lineas Z
mediante una proteina conocida como titina. Esta es una macromolécula de alto peso
molecular que posee propiedades elasticas y contribuye al estiramiento mecanico del

miocardio.

Banda A Banda%

Figura 3. Esquema de la situacién de las proteinas contractiles en la fase de
relajacién. Los filamentos de miosina se proyectan desde el centro hacia ambos lados,
situdndose entre varios filamentos de actina. Durante la contraccion cardiaca las cabezas
de miosina interaccionan con los filamentos de actina para aproximar las lineas Z entre
ellas. (Modificado de Opie, 1998).

Los lugares donde la actina y la miosina se solapan se denominan bandas
anisotrépicas o bandas A, son zonas que aparecen oscuras en los ensayos de
microscopia electronica (figura 4). En contraposicion, en estos ensayos también
aparecen unas zonas claras o bandas isotrépicas (bandas ), que contienen sélo
filamentos de actina. En el centro de cada banda A hay una zona mas clara (figura 4) o
banda H (también procedente del aleman helle, claro). En esa franja solamente hay
miosina. A su vez, cada zona H contiene una parte mas densa, denominada linea M
(figura 4).
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El filamento de miosina esta formado por unas 200 moléculas de miosina. Cada
molécula esta formada a su vez, por dos cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras. Las
cadenas pesadas se enrollan entre si para formar una espiral doble (denominada cola),
dejando libres los dos extremos de cada cadena para formar dos masas proteicas
globulosas, denominada cabezas, donde se adosaran las cadenas ligeras (dos para cada
cabeza). Para formar el filamento de miosina, las colas de las moléculas de miosina se
agrupan entre si dando lugar al cuerpo del filamento. Por los lados de este cuerpo
cuelgan simultaneamente, una porcion de la espiral (brazo) y las cabezas. Al conjunto,
de brazo y cabeza, se le denomina puente cruzado. Son ellos los que interaccionan con

la actina originando la contraccion.

2 gt i

Figura 4. Miofibrillas y sarcomeras. Seccion longitudinal obtenida de musculo
papilar de rata. Se observan matrices regulares de miofibrillas, divididas en
sarcoOmeras. Se aprecia la presencia de mitocondrias (mit), situadas entre las
miofibrillas. También se observan granulos de glucégeno (G) y tubulos T (T) que
penetran en el musculo a la altura de las lineas Z (Z). Para descripcién de las zonas
A, H, I, M consultar el texto. (Tomado de Opie, 1998).

Por su parte, el filamento de actina se compone de un polimero de F-actina,
tropomiosina y troponina (para revision, Katz, 2001). Dos hebras de actina G se
enrollan entre si formando una espiral (la F-actina), donde también se dispone la
tropomiosina. En los extremos de la tropomiosina se sitla la troponina. Esta Gltima es
un complejo formado por tres subunidades proteicas, cada una con un papel especifico.
Asi, la troponina | presenta gran afinidad por la actina e inhibe las interacciones entre
ésta y la miosina. La troponina T es afin por la tropomiosina y la troponina C por los

iones Ca** (aparentemente esa afinidad por el Ca®* es lo que inicia la contraccion).
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Durante la contraccién, los filamentos se deslizan el uno sobre el otro sin que las
moléculas individuales de actina o miosina modifiquen su tamafio o se acorten. Con
dicho desplazamiento, acercan las lineas Z entre si dando lugar al proceso contractil. En
general, el Ca** es quién desencadena el proceso y es también la molécula capaz de
vincular la excitacién de la membrana celular y el inicio de la contraccion del musculo.
Es decir, es quién controla el acoplamiento excitacidn contraccion (E-C) (se detallara en

proximos apartados).

Cuando hay un aumento en la concentracién de Ca** libre intracelular ([Ca*'];),
éste tiende a unirse a la subunidad troponina C produciendo profundos cambios
conformacionales en ella. Debido a ello, los sitios activos del filamento de actina, antes
bloqueados por la tropomiosina y la troponina, quedan libres. Tan pronto como sucede
la activacion del filamento de actina, las cabezas de los puentes cruzados del filamento
de miosina son atraidas hacia los lugares activos del filamento de actina, induciendo la
contraccion. El proceso persiste hasta que se rompa la unién del Ca®* con la troponina
C, para lo que son necesarias altas concentraciones de magnesio. Si el Ca®* no es

eliminado completamente durante la diastole, la tension se mantiene y el musculo puede

desarrollar un incremento de la tension de reposo e incluso, desencadenar contractura.
Filamento de Actina

ca:z+ alJH
W
Puentes cruzados del %
filamento miosina

RELAJADO RELAJADO, ENERGETICO

H|droI|5|s del ATP

Formacion del
complejo activo

}\ ATP
EE E ? Dlsomacmn de productos J

IMPULSO DE FUERZA  ADP +P; COMPLEJO ACTIVO

Figura 5. Interaccidn de los filamentos de actina y miosina para producir la
contraccion. (Modificado de Katz, 1992).
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La contraccion del musculo se puede explicar por la teoria de la “cremallera”. La
cabeza de los puentes cruzados se une a un lugar activo del filamento de actina y a
continuacion se inclina hacia delante, desplazandolo (figura 5). Posteriormente, se
desliga de ese sitio activo y se vuelve a unir a otro, y asi sucesivamente durante el
tiempo que dura el proceso de contraccion. Por supuesto, este fendmeno se lleva a cabo
con el consecuente gasto energético. A este respecto, se sabe que las cabezas de los
puentes cruzados tienen propiedades ATPasas y por tanto, son capaces de desdoblar el
ATP y emplear la energia derivada, del fosfato de alta energia (P;) para su consumo, en
el proceso de la contraccion (figura 5).

> El citoesqueleto

Dentro del citoesqueleto se incluyen aquellas proteinas no contractiles capaces
de conectar los filamentos de actina y miosina a la membrana de la célula. El
citoesqueleto también comprende las proteinas que conectan las sarcomeras entre ellas,
las que unen las células a las estructuras extracelulares y el sistema microtubular (donde

se encuentra la tubulina).

Detras de los filamentos de actina y de miosina, el miocito contiene unos
filamentos intermedios constituidos por diferentes proteinas, entre las que destaca la
desmina. Esta se organiza, tridimensionalmente, interconectando fibras transversales y
longitudinales para formar unas bandas anilladas alrededor de las miofibrillas en las
zonas proximas a la linea Z. De este modo, se consigue la conexion lateral entre las
bandas Z.

La a-actitina se encarga de unir los filamentos de actina a su lugar de insercion

en la banda Z.

La N-cadherina 0 molécula de adhesion celular une dos miocitos adyacentes a

través del espacio extracelular.

La vinculina es una molécula elongada que posee lugares de unidn para otras
moléculas de vinculina y de a-actitina, que a su vez se unen a los filamentos de actina.
Por tanto, la vinculina constituye una red vertebral que rodea el sarcolema y favorece la
unién a las lineas Z. En procesos de isquemia, la vinculina desaparece lo que permite la

ruptura facil del sarcolema.
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La integrina une el sistema contréctil y las lineas Z a la matriz de colageno

extracelular.

También destaca la titina, molécula muy larga y que gracias a sus propiedades
elasticas posee un papel activo en las funciones mecanicas del corazon. Contribuye al
estiramiento de los sarcomeros en la sistole y restaura la fuerza desarrollada en la

diastole.

El citoesqueleto no es sélo un apoyo mecanico y estructural para la célula. Esta
involucrado en procesos fundamentales como la funcion contréctil, la adhesion celular,
las interacciones entre células y la transferencia de informacion entre células y citosol.
De hecho, hay estudios que afirman que la ruptura de los microtdbulos, en afp-tubulina
modula la sefializacién intracelular de Ca** (Gémez y cols., 2000; Kerfant y cols.,
2001).

> Las Mitocondrias

La mitocondrias ocupan una gran proporcion de cada miocito. Normalmente, se
concentran en las partes de la célula que contribuyen activamente al metabolismo
energético. Por ello, en los miocitos se encuentran encajadas entre las miofibrillas,

presumiblemente, para suministrar rapidamente la energia.

La estructura basica de la mitocondria esta compuesta por dos membranas,
externa e interna, de bicapa lipidica/proteica. La membrana interna se encuentra
plegada, formando crestas, donde estan adheridas las enzimas oxidativas. Ademas, la
cavidad interna de la mitocondria tiene una matriz que contiene grandes cantidades de
enzimas disueltas, necesarias para extraer energia de los nutrientes. Estas enzimas
operan asociadas a las enzimas oxidativas de las crestas para activar el ciclo de Krebs y
la fosforilacién oxidativa. Fenomenos, todos ellos, que tienen como resultado la

obtencion de energia en forma de ATP.

Ademaés de la produccién de energia, la mitocondria tiene la capacidad de
acumular y liberar Ca?*. Este proceso no parece estar relacionado con los movimientos
de Ca?* implicados en el acoplamiento E-C cardfaca, sino mas bien, con un papel como
reservorio del ion en situaciones de sobrecarga (por ejemplo, durante la ausencia severa
de oxigeno) (Bers, 1991).
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» El reticulo sarcoplasmico (RS)

El RS es fundamental para la regulacién de los movimientos de Ca®*, ya que

suministra Ca’* en la contraccion y lo recapta y lo almacena en la relajacion.

El RS se extiende a través de todo el miocito y esta delimitado por su membrana,
una bicapa lipidica muy similar a la del sarcolema. Se compone de dos partes bien

diferenciadas anatomica y fisiolégicamente: las cisternas subsarcolémicas y el RS

longitudinal (figura 6).

[«]
\ °.° RS longitudinal /

Figura 6. Representacién esquematica de una diada. (Modificado de Opie, 1998).

Las cisternas subsarcolémicas (en inglés también se las denomina junctional
components), se sitan muy cerca de la superficie interna del sarcolema y mas
concretamente, envuelven y rodean a los tubulos T (figura 6). La combinacion de una
cisterna y de un tdbulo-T forma una diada (figura 6) y el espacio comprendido entre
ambos es la hedidura diadica. Sin embargo, el contacto entre la cisterna y el sarcolema
puede llegar a ser mas intimo, debido a que de la cisterna emergen los canales de
rianodina (RyR), también denominados los pies de las cisternas subsarcolémicas. La
distancia que separa a los RyR de los tabulos T es muy pequefia (del orden de nm) y se
denomina fuzzy zone (zona borrosa). Se cree que esta estructura facilita la comunicacion
entre los tubulos T y el RS. Por tanto, cuando la onda de despolarizacién llega al tubulo
T, se abren los canales de Ca®* tipo L situados alli, dejando que fluya el Ca?* que deberé
recorrer un corto espacio, para estimular la liberacién de mas Ca?*, de los RyR (figuras
6y 10) y, posteriormente, desencadenar la contraccion.
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El RyR, ademés de ser el canal por donde se libera el Ca?* almacenado en el RS,
es una proteina que sirve de soporte fisico a otras proteinas reguladoras ubicadas, tanto
en el exterior como en el interior del RS. Entre las moléculas situadas en el exterior, se
incluyen la calmodulina y la FKBP 12.6. Esta ultima proporciona la union funcional,
que estabiliza la apertura o cierre individual de los RyRs y la de los tetrameros
adyacentes (Marx y cols., 2001). Otras proteinas como la proteina kinasa A (PKA), las
fosfatasas 1 y 2A (Marx y cols., 2000) y la sorcina (proteina que une el RyR y el canal
de Ca?* tipo L) (Meyers y cols., 1998) también forman parte de este complejo. En el
lumen de las cisternas subsarcolémicas (McLeod y cols., 1991), el RyR se acopla a
proteinas como la triadina, junctina, calsecuestrina y calrectulina (Zhang y cols., 1997a)
cuya funcion principal es la de tamponar el Ca** impidiendo su salida, hasta la siguiente

despolarizacion.

Los RyRs se agrupan en matrices grandes y organizadas denominadas cuplones
(del inglés couplon) que actian de forma sincronizada. Cada canal es una estructura
tetramérica cuya conductancia, 100 pS, es mucho mayor que la conductancia estimada
para los canales de Ca** o Na* (10 pS). El subtipo mas frecuente en el corazén es el
RyR2, caracterizado por estar regulado mediante compuertas (Nabauer y cols., 1989) y
por demostrar una dependencia al Ca?* citosélico en forma de campana (Bezprozvanny
y cols., 1991). Es decir, se activa a bajas [Ca']; (del orden de nmoles/L) y se inhibe a

altas [Ca’*]; (del orden de mmol/L).

Ademas de los RyRs, en el RS hay otros receptores especificos para el inositol
trifostato (IP3). Son receptores muy parecidos a los de RyRs pero de menor tamafio. Su
actividad en el miocardio no es tan evidente como en el masculo liso vascular, donde es
el encargado liberar el Ca** del RS. Sin embargo, podria cobrar importancia en
situaciones patoldgicas graves, como en estados avanzados de insuficiencia cardiaca,

donde se ha visto que la densidad del receptor de IP; estd aumentada (Go y cols., 1995).

Por su parte, el RS longitudinal estd compuesto por tdbulos longitudinales
ramificados y se le relaciona, principalmente, con la recogida del Ca®* después de la
contraccion, iniciandose, de este modo, la relajacion. Al comienzo de la diastole, la
bomba de calcio dependiente de ATP del RS (SERCA, del inglés SarcoEndoplasmic
Reticulum Calcium ATPase) transfiere rapidamente grandes cantidades de Ca®* al

interior del RS. El Ca*" recuperado por la bomba fluird a lo largo de los tabulos
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longitudinales hasta alcanzar las cisternas. Alli, otra vez serd liberado durante la

siguiente ola de despolarizacion.

> El nucleo

En general los miocitos cardiacos contienen uno, dos, o més nucleo. Se suele
localizar en el centro de la célula y ocupa un 5% del volumen celular. Contiene casi
toda la informacion genética requerida para el mantenimiento y la reparacion de su
estructura (el resto de la informacion estd en las mitocondrias). Cada nucleo esta
rodeado por una envoltura con dos membranas de 10 nm de grosor, aproximadamente.
Dicha membrana tiene poros selectivos que dejan fluir al interior ciertas sustancias

necesarias para el funcionamiento normal del ndcleo.

1.1.1.2. ESTRUCTURAS EXTERNAS
» Sarcolemay glicocaliz

La estructura basica del sarcolema es una bicapa lipidica formada por una fina
pelicula de lipidos, de tan s6lo dos moléculas de espesor. Dispersas en ella, se
encuentran las moléculas proteicas globulares que interrumpen la continuidad de la
bicapa, constituyendo una via alternativa de paso a través de la membrana celular
(figura 7).

La bicapa lipidica se compone de fosfolipidos (siendo el componente de la
membrana que mayor resistencia ofrece al paso de la corriente) y de colesterol. Ambas
moléculas poseen, en su estructura, una porcion hidrofilica y una porcién hidrofébica.
Asi, el fosfato de los fosfolipidos es hidrofilico, mientras que el &cido graso es
hidrofobico. Por su parte, el radical hidroxilo del colesterol es hidrofilico, pero el ntcleo

esteroidico tiene caracter hidrofébico.

Las porciones hidréfobas se atraen mutuamente y, por tanto, se orientan con las
porciones lipofilicas ocupando el centro de la membrana. Las porciones hidrofilicas se
proyectan hacia las dos superficies, quedando en contacto con las soluciones

electroliticas (figura 7).
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4 A

Espacio extracelular

Cadenas
hidrofébicas

CCRGCRCSEe
l-.:':.l‘:":."r D
..”, "I".I""l 'b’b. 'p"p, bz
POOUSUPV

Cabezas hidrofilicas

k Canal i6nico Subunidades sensoras /

Figura 7. Esquema basico de la estructura de la membrana celular.
(Modificado de Jalife y cols., 1999).

La zona hidrofobica de la bicapa tiene un espesor de 50 A. Su constante
dieléctrica varia entre los valores de 4 a 5, lo que le hace ser un buen aislante. Esto
unido a su espesor, le confiere la propiedad de actuar como un buen capacitor y los

iones no pasan facilmente a su través.

Distribuido a lo largo del sarcolema y separando a éste del espacio extracelular,
se encuentra una zona crepuscular, el glicocaliz, cuya funcién principal es ayudar a
regular la entrada del Ca®* en los miocitos. Por tanto, el glicocaliz es la capa més
externa de la célula y esta compuesta fundamentalmente por polisacaridos asociados a
proteinas (formando glicoproteinas). Normalmente, las proteinas estan cargadas
negativamente y atrapan el Ca®*. Experimentalmente, se puede eliminar el glicocéliz por
supresion y reincorporacion del Ca®* extracelular (paradoja del Ca®*). Su pérdida tiene

efectos letales para la célula ya que el Ca®* entra libremente al citosol.

Por tanto, la principal funcion atribuida al sarcolema y al glicocaliz es la de
regular con precision la concentracion ionica a ambos lados de la membrana. La
concentracion extracelular de este ion es, aproximadamente, 1000 veces mayor que la
concentracion de Ca®* intracelular (Tabla 1). Por ello, el sarcolema debe ser
impermeable para ellos, permitiendo el paso de trazas de Ca®* para desencadenar los

procesos intracelulares relacionados con la contraccion.

Ademas, el sarcolema consta de unas proteinas que se unen a las colas de la
membrana por sus cadenas laterales de aminoacidos y que colaboran en el
mantenimiento de la composicién iénica a cada lado de la membrana. Estas proteinas

actuan, bien como bombas, como intercambiadores o como canales.
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» Sistema tubular transverso (tubulos T)

El sarcolema no es una membrana uniforme y lisa, al contrario, sufre
invaginaciones formando unos pequefios pasillos o tdbulos, denominados tubulos T.
Este sistema hace posible el contacto cercano entre los dominios celulares del exterior y
del interior, ademas de ampliar la superficie celular por lo menos en un 30 %. De este
modo, se facilita la dispersion del estimulo excitatorio por toda la célula. El IGmen de
los tabulos T es lo suficientemente amplio como para asegurar el suministro adecuado
de nutrientes y de oxigeno. Aun asi, el fluido que bafia los tibulos T no es exactamente
igual que el del espacio extracelular ya que el acceso no es completamente libre.

En los tibulos T se sittan los canales de Ca* tipo L que se activan cuando llega
la excitacion eléctrica, permitiendo la entrada de Ca** para la posterior activacion de los
RyR del RS.

> Canales idnicos

A pesar de su pequefio tamario, los iones (transportadores de carga en el proceso
de excitacion eléctrica) no atraviesan facilmente la bicapa lipidica y por ello, deben
pasar a través de los canales proteicos. Parece ser que su carga hace que se unan con
moléculas de agua, dando lugar a iones hidratados de mayor tamafio, incapaces de
atravesar la barrera lipidica. Aunque también es posible, que dada su carga eléctrica,
interaccionen con las cargas de las zonas polares de la membrana, lo que evitaria su
entrada al citosol. Es por ello, que en la membrana hay unas estructuras proteicas
especializadas, en forma de tubo, por donde los iones que le son necesarios a la célula

pasan con toda facilidad.

Los canales i6nicos son macromoléculas proteicas que abarcan el grosor entero
de la membrana, conformando en su interior la estructura que permite o facilita el

movimiento de iones a través de la barrera hidrofobica (figura 7).

Un ion que se sitta en el exterior de la célula se encuentra a su paso por el canal,
un vestibulo exterior, un filtro estrecho selectivo, otro vestibulo interior voluminoso,

una compuerta que cierra el poro y unas subunidades sensoras.

Los canales ionicos poseen varias propiedades fundamentales. En primer lugar,

los iones interaccionan con el canal en diversos puntos, pero nunca forman enlaces
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covalentes. Puede ser que mas de un ion esté dentro del canal simultaneamente, pero el
tiempo que un ion permanece parado en el canal es mas corto que el tiempo de la

Ilegada de nuevos iones para pasar a su través.

Otra caracteristica importante es que los canales son permeables de forma
selectiva para determinados iones y su conductancia para ellos es siempre la misma.
Asi, se puede hablar de canales selectivos para Na*, K*, o Ca®*, entre otros. Esta
propiedad depende tanto de la forma y del tamafio del ion, como de las cargas eléctricas
que se encuentren distribuidas por el canal. Sin embargo, la selectividad no es perfecta y
aquellos iones con mayor permeabilidad y conductancia no tienen porque ser los iones
que el canal transporta fisiolégicamente. Por ejemplo, el bario atraviesa mas facilmente

el canal de Ca®* que el propio Ca*".

Por ultimo, la caracteristica mas importante de un canal i6nico es su capacidad
de apertura o cierre, también conocido como sistema de compuertas (gating, en inglés).
Las compuertas constituyen un medio de control de la permeabilidad de los canales.
Son extensiones de las moléculas proteicas, capaces de abrir o cerrar el canal por medio
de variaciones conformacionales. En condiciones normales los canales estan cerrados y

se abren o activan en respuesta a una sefial especifica.

Si la sefial es una despolarizacion o una modificacion en el potencial, se habla de
canales activados por voltaje. En este caso la conformacion molecular de las compuertas
responde al potencial eléctrico. Esta familia de canales incluye los canales de Na*, K*y

Ca®*, y consiste en el paso de iones como respuesta a un gradiente electroquimico.

En otros casos, la activacion de un determinado canal depende de ligandos
extracelulares o intracelulares que interactian con dominios especificos de la molécula
que forma el canal. Ello induce un cambio de conformacion del canal que resulta en la
apertura o el cierre del mismo. De entre estos canales dependientes de ligando, se
pueden citar algunas corrientes rectificadoras de entrada de K* que dependen de la

acetil-colina (Ach), y del ATP (Ikach Y IkaTr), respectivamente).

El fendmeno de gating o sistema de compuertas se puede explicar como un
cambio conformacional de las proteinas que constituyen la estructura interna del canal.
Circunstancia que previene o permite el paso del ion. Para simplificar, se suele explicar
este fenomeno mediante la teoria postulada por Hodgkin y Huxely, en 1952, cuando

estudiaban las bases ionicas del potencial de accion (PA) del axon del calamar gigante.
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Su hipotesis proponia tres estados distintos para el canal: cerrado o inactivo, abierto o
activo y en reposo (figura 8). Asi, cuando un canal esta cerrado en reposo no deja pasar
iones a su través, pero es susceptible de ser activado por un estimulo adecuado, entonces
cambiara su conformacion al estado abierto. Posteriormente, el canal se inactivard
(estado cerrado) y no dejara que pase corriente a través de él durante un periodo de
tiempo (periodo refractario), después del cual, volvera al estado de reposo y serad de
nuevo susceptible de activacion (figura 8). La respuesta mas lenta, por parte del canal,
al voltaje, es del estado cerrado al estado de reposo. Una vez en este estado, puede

variar muchas veces de no conductor a conductor etc.

ESTADO DE REPOSO ESTADO ABIERTO
Activacion
>
Reactivacion Inactivacién
ESTADO CERRADO

Figura 8. Representacion esquematica de los posibles estados
en que se puede encontrar un canal. (Modificado de
Armstrong y Hille, 1998).

La inactivacion, puede deberse a distintos procesos segun el tipo de canal. En los
canales dependientes de receptores, la inactivacion se provoca tras la exposicion
prolongada del receptor al ligando. El proceso se llama desensibilizacion y se debe a
propiedades intrinsecas del canal o a procesos de fosforilacién. En los canales
dependientes de voltaje, el estado refractario o inactivacion se relaciona con cambios
conformacionales controlados por una subunidad o regién del canal distinta de la que
controla el proceso de activacion (como en el caso del canal de Na* y K*) o con
modificaciones causadas tras el paso del ion (como en el caso del Ca?* que se fija al
canal y ocasiona la desfosforilacion de las proteinas).
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Ademés de los estados de transicion bésicos (figura 8), mencionados
anteriormente, el canal puede sufrir transiciones a estados intermedios. Por tanto, un
canal puede tener uno o varios estados inactivos o cerrados y producirse diversas formas
de transiciones entre ellos antes de llegar de nuevo abrirse. A este fendmeno se le
denomina parpadeo u oscilacion (viene del inglés flickering) y se interpreta como si
dentro de un mismo estado existieran oscilaciones rapidas al resto de los estados del

canal (Armstrong y Hille, 1998).

Por otro lado, algunos canales muestran propiedades de rafagas (del inglés,
Bursting). Ello induce la apertura y cierre rapido del canal.

» Tejido conectivo cardiaco

El tejido conectivo cardiaco o matriz extracelular es muy importante pues actda
como soporte mecanico de las células contréctiles. Normalmente, se dispone alrededor
de los componentes celulares del corazon y los une unos con otros (este trabajo puede
ser vital en funciones metabolicas). Los fibroblastos son los encargados de producir la
matriz extracelular. EI componente principal es el coldgeno, sustancia determinante en
la rigidez del tejido miocéardico. De hecho, un acimulo del mismo incrementa de forma

anormal la rigidez y puede llegar a alterar la funcion cardiaca.

El colageno (de tipo I y Il en el corazon) se organiza en fibras que estan
presentes en el espacio extracelular y rodean a los miocitos cardiacos. Estas fibras
actian como puntales para mantener las miofibrillas en la posicién adecuada durante la
contraccion. Probablemente, la matriz de coladgeno limita la dilatacion del corazén en
estados patoldgicos.

Otro componente del tejido conectivo son las fibras elasticas, compuestas por
elastina. Se localizan préximas al colageno y como su propio nombre indica, otorgan

propiedades elasticas al miocardio.

Los fibroblastos cardiacos producen, ademas del colageno, la fibronectina
(glicoproteina que influencia las propiedades celulares, incluyendo el crecimiento y la

reparacion hormonal) y la laminina.

Como en casi todos los sistemas del organismo, existe un equilibrio entre la
produccion y la degradacion de las sustancias. Asi, en este caso, quienes regulan la

sintesis de colageno, y del resto de los componentes de la matriz extracelular son la
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angiotensina I, la aldosterona y ciertos factores de crecimiento. Por el contrario, son las

enzimas metaloproteinas de matriz, las encargadas de degradarlos.

> Comunicacion entre cardiomiocitos

Cuando las células establecen contacto fisico unas con otras, el sarcolema se
especializa dando lugar a los discos intercalares. Dichos discos constan de tres areas
especializadas, donde se insertan los filamentos de actina: la fascia adherente, los
desmosomas y el nexo (donde se sitian los canales i6nicos). Todas estas estructuras

permiten la continuidad mecénica entre los miocitos cardiacos.

La comunicacion eléctrica se hace a través de unos canales especificos o gap
junctions que atraviesan los discos intercalares. A través de estos canales se transportan
pequefias moléculas e iones de una célula a otra. Las conexinas son las proteinas
especificas que forman el canal. Gracias a este sistema, donde las células estan tan
estrechamente unidas, cuando una célula es excitada, el PA difunde a todas, pasando de
célula a célula lateralmente, a través de las interconexiones en forma de red. Se dice, por
tanto, que el musculo cardiaco es un sincitio (del latin, syn, junto y cito, célula) que
tiene la capacidad de hacer funcionar a multitud de células de forma similar y al mismo

tiempo.

1.2. FISIOLOGIA DE LOS MIOCITOS CARDIACOS
1.2.1. POTENCIAL DE ACCION CARDIACO

Cuando las células ventriculares cardiacas se encuentran en reposo, mantienen
un potencial de membrana que oscila entre —80 y -90 mV. EIl ion encargado de
mantener dicho potencial de reposo es el K*, ya que la membrana es mas permeable
para él que para el resto de iones. Asi, el potasio fluye al exterior o al interior de la
célula compensando las cargas a un lado y a otro de la membrana, de tal forma que la
diferencia de potencial sea siempre, practicamente, la misma. Este gradiente de
concentraciones se mantiene gracias a la actividad de distintas bombas, principalmente
la bomba Na*/K* y el intercambiador Na*/Ca®", presentes en la membrana cardiaca. Los

iones de Na’ tenderan a penetrar al interior celular mientras que los iones de K*
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tenderdn a salir, siguiendo su gradiente de concentraciones. A niveles negativos de
potencial de membrana (potencial de reposo normal de la célula cardiaca), los canales
de Na" estan cerrados y no permiten el paso de Na" al interior celular. La bomba Na'/K*
esta activa, de manera que saca Na" fuera de la célula a favor de la entrada de K*, contra
gradiente de concentracion, en razon 3:2, respectivamente. Ademas, existe un canal de
K" cuya activacion genera una corriente de salida de K*, Ix; que a potenciales negativos
permanece en estado abierto y es capaz de sacar iones K al exterior celular. Como
consecuencia, el interior celular es un medio rico en K y bajo en Na*, todo lo contrario

que el exterior.

Durante la excitacion eléctrica, las células son capaces de variar su potencial de
membrana, lo que desencadena el PA (figura 9). La onda eléctrica que llega a los
miocitos, varia por unos instantes (de 100 ms a 200 ms, dependiendo de la especie) las
propiedades de la membrana. Como consecuencia, se activan canales ionicos que dejan
pasar iones como el Na* y el Ca®*, que en condiciones de reposo eran impermeables.
Por tanto, se podria decir que el PA se construye a partir de la activacion de diferentes
corrientes idnicas, que se encuentran inactivadas cuando la célula esta en reposo, pero

que se activan cuando una excitacion eléctrica varia el potencial de la célula.

El PA consta de cuatro fases, dos fases donde el potencial de membrana se
despolariza (se hace mas positivo), porque se activan corrientes de entrada, de sodio y
de Ca?*. Las otras dos fases tienden a restablecer el potencial de reposo son, por tanto,
corrientes repolarizantes (el potencial de membrana se hace mas negativo) porque se

activan corrientes de salida de potasio hiperpolarizantes.
Fase 0. Disparo del potencial de accién

Como se menciond previamente, los canales de potasio son los encargados de
mantener el potencial de membrana. Sin embargo, una vez que se alcanza un umbral, de
aproximadamente —65 mV, los canales de sodio se abren rpidamente. Por tanto, en el
potencial umbral, la membrana varia su preferencia por el potasio y se hace mucho méas
permeable para el sodio. Durante un breve espacio de tiempo, pero de forma muy rapida
y eficaz, entra mucho sodio al interior de la célula. Asi, la membrana se hace menos
negativa (se despolariza), y alcanza valores aproximados de +40 mV (la fase del
potencial de membrana que supera los 0 mV se denomina overshoot), induciendo el

disparo del PA. Sin embargo, el aumento de la conductacia de sodio es muy breve y
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después de unos milisegundos los canales de sodio se inactivan y comienza la

repolarizacion.
Fase 1. Fase de repolarizacion temprana

El final de la fase O se alcanza cuando, de forma concomitante, se inactivan los
canales de sodio y se activan los canales de potasio. En esta fase, ocurre una
repolarizacion rapida llevada a cabo por la corriente transitoria de potasio (ly). La
duracion y el tamafio de la fase 1 de repolarizacidn, varian segun las especies y segun la
zona anatomica del corazon. Esta Gltima, esta directamente relacionada con la magnitud
de la Iy, en cada caso. Asi, los potenciales de accion de las células de la zona apical y de
las células de Purkinje presentan una fase 1 méas prominente que aquellos registrados en
la zona del septum. De hecho, un estudio reciente corrobora la heterogenidad eléctrica

de las células del ventriculo de perro (Antzelevitch y Fish, 2001).
Fase 2. Fase de meseta (plateau)

La fase 2 es una etapa repolarizadora méas lenta que la anterior ya que la
corriente de Ca®* (lca) previene la repolarizacion llevada a cabo por las corrientes de
potasio. Por tanto, estaran fluyendo, a la vez, corrientes de signo opuesto que induciran
menores variaciones en el potencial de membrana, dando lugar a una meseta. La
corriente repolarizante, mayormente implicada, es la corriente de rectificacion de
potasio (Ik), tanto el componente rapido (Ix;) como su componente lento (Iks). La Iy
también contribuye en la fase temprana de la meseta, en aquellas células cuya amplitud
sea considerable. La corriente despolarizante que predomina en esta fase es la lcq,
aungue también se ha descrito una pequefia contribucion de una fraccion de la corriente
de sodio (Ina) que se inactiva lentamente. Por tanto, la duracion de esta fase de
repolarizacion y las variaciones en el potencial de membrana dependen del equilibrio
entre las corrientes de entrada y las de salida. En algunas células, como las de Purkinje,
las corrientes de salida (repolarizantes) predominan, por lo que la fase de meseta

presenta una pendiente negativa.
Fase 3. Fase de repolarizacion

La inactivacion de los canales de Ca** conlleva el final de la fase de meseta. Asi,
solo las corrientes repolarizadoras contintan activadas y por ello, la restauracion del

potencial de membrana serd rapida, gracias a los canales de potasio que todavia
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permanecen abiertos. Cuando el potencial se hace mas negativo, la corriente Ik se

inactiva y es entonces la corriente de rectificacion de entrada (Ixs) la que predomina.

Fase 4. Fase de regreso al potencial diastdlico (lenta despolarizacion

diastolica)

En las células no automaticas el potencial de reposo permanece constante
durante el periodo de diéstole. En este tipo de celulas, la Ik es la corriente que
predomina durante el reposo y de hecho, es la responsable del mantenimiento del
mismo. Hay otras corrientes de fondo que también intervienen y lo elevan a valores méas
positivos del valor estimado para la corriente de potasio en equilibrio. De este modo, las
células no automaticas conservan un valor mas o menos estable de potencial, hasta que
un nuevo estimulo eléctrico lo varia, haciéndolo llegar hasta el umbral que

desencadenara un nuevo PA.

+ 40 I
1 to (4 AP)
2 lca
s’ |
- |Na 3 K
0 4|
-80 — K1

Figura 9. Esquema de un PA cardiaco y de las corrientes implicadas en
cada fase del mismo.

En las células marcapasos (células presentes en el nodo sinoauricular y
auriculoventricular), con actividad espontanea, el potencial de membrana en la fase 4 no
permanece constante. Al contrario, lo que sucede es que una lenta despolarizacion
espontanea lleva a la membrana desde el potencial mas negativo, alcanzado al final de

la repolarizacion, hasta el potencial umbral de disparo. Es importante destacar que el
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potencial de reposo de estas células oscila entre =50 mV y —-60 mV, es por tanto, menos
negativo que el valor de potencial en las células auriculares o ventriculares. En este tipo
de células, el potasio no es tan permeable, lo que explica que la repolarizacion se vea
limitada a potenciales despolarizados y es la Ica. quién dispara el PA, lo que explica, a
su vez, que el disparo sea mas lento. Con respecto al mecanismo ionico implicado en la
fase de lenta despolarizacion diastélica, parece que se activan diversas corrientes de
entrada, como la Iy Y la corriente activada en la hiperpolarizacion (ls), y se inactivan a

su vez, los canales de potasio.
Periodo refractario

Se llama periodo refractario al intervalo de tiempo durante el cual no se puede
establecer un segundo PA, sea cual sea la magnitud del estimulo. Esta caracteristica la
cumplen todas las células excitables, aunque la duracién del mismo en las células
cardiacas es mas largo en comparacion con otras células excitables tales como neuronas,
y células del musculo esquelético. Esta propiedad tiene la ventaja funcional de que los
miocitos cardiacos nunca pueden alcanzar estados de contraccion tetanica, que de llegar
a producirse, tendrian consecuencias fatales en el corazén. Parece ser que el estado de
los canales tiene algo que ver en el periodo refractario, ya que transcurre un tiempo
desde que se inactivan hasta que pasan al estado de reposo, donde pueden activarse de

nuevo.

1.2.2. CORRIENTES IONICAS IMPLICADAS EN EL PA

Durante el PA se producen intensas variaciones de voltaje. Al principio el
voltaje se hace positivo, lo que implica la despolarizacion de la célula y después hay un
retorno al potencial de membrana. Es decir, que el voltaje se vuelve, otra vez, negativo
y por tanto, la célula se repolariza. Todas estas variaciones en el voltaje son
consecuencia de la activacion de varias corrientes idnicas. Asi, durante fase ascendente
y de meseta del PA, predominan las corrientes de entrada, despolarizantes (de sodio y
Ca®*, respectivamente), mientras que la fase descencente estd protagonizada por
corrientes de salida, repolarizadoras (normalmente, de potasio). El equilibrio entre las

corrientes de entrada y las de salida es lo que define la duracion del PA.
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1.2.2.1. CORRIENTE DE Na* (lya)

La Ina €s la corriente encargada de excitar a casi todas las células cardiacas de la
auricula, el ventriculo, y las fibras de Purkinje. No parece que esté implicada en el PA
del nodo sinoauricular y del nodo auriculoventricular. En estas zonas los canales de
Na®, si los hay, estan inactivados pues los potenciales de membrana de estas células son
menos negativos (-60 mV) que los de las células ventriculares, auriculares o de Purkinje
(-75, -90 mV).

Se trata de una corriente despolarizante, de entrada, cuyo canal permanece
cerrado durante el potencial de reposo. Se activa durante la fase 0 del PA cuando la
membrana alcanza el potencial umbral. Durante un periodo muy corto de tiempo, pero
de forma muy rapida, fluyen iones Na’ al interior de la célula, lo que implica la
despolarizacién de la membrana hasta alcanzar potenciales positivos. A su vez, se
desencadena la inactivacion rapida del canal y la activacion de otros canales de K* y
Ca®*. Asi, se podria decir que la Ina es una corriente muy transiente, propiedad muy

importante para la conduccion rapida del impulso eléctrico en el miocardio.

Una vez desencadenado el PA, es la bomba Na'/K" la encargada de restablecer

el gradiente de Na* en el interior celular.

El canal de Na' esta regulado por diversos neurotransmisores (NTSs). Por
ejemplo, la noradrenalina (NA) modifica la inactivacion por activacion de la PKA 'y
posterior fosforilacion del canal. Por su parte, la protein kinasa C (PKC), también
fosforila el canal pero en este caso, enlentece la inactivacion del canal y reduce la
amplitud de la corriente. Asimismo, el canal se bloguea con el cadmio, el zinc y la
tetrodotoxina (TTX).

1.2.2.2. CORRIENTES DE Ca* (Ica € lcar)

Otra de las corrientes repolarizadoras tienen al Ca®* como transportador de
carga. Hay dos tipos de canales por donde el ion puede fluir, el canal de Ca** tipo L (del
inglés, Long lasting, larga duracién) y el canal de Ca?* tipo T (Transient current,

corriente transiente y Tiny conductance, conductancia mindscula).

El canal de Ca®* tipo T, es un canal de bajo umbral, cinética rapida y

conductancia pequefia. Se activa e inactiva a potenciales de membrana cercanos al
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potencial de reposo. Su inactivacion es muy rapida. Se caracteriza por ser relativamente

insensible a las dihidropiridinas o al cadmio, aunque se bloquea con el niquel.

La aparicion de este canal en células nodales (Hagiwara y cols., 1988) y en
células cardiacas embrionarias (Wetzel y cosl., 1993) hace pensar que esta involucrado
en la generacion del potencial marcapasos.

Por otro lado, esta corriente aparece sobre todo en estadios fetales y desaparece
posteriormente. Sin embargo, aparece en situaciones donde se vuelven a expresar
patrones fetales, como la hipertrofia (Martinez y cols., 1999), aunque su posible
implicacion fisioldgica o patoldgica todavia se desconoce.

La Ica. 0 corriente de alto umbral (sera objeto de estudio en la presente Tesis
Doctoral), requiere una despolarizacion significativa del potencial de membrana para su
activacion y su inactivacion es lenta. Bajo condiciones similares, la conductancia del
canal de Ca®* tipo L es dos veces mayor que la conductancia del canal de Ca?* tipo T.
En comparacion con la Ina, la lca se activa a potenciales de membrana mas

despolarizados y sus propiedades de activacion son mas lentas.

Esta corriente depende del tiempo y del voltaje. La curva que representa la
corriente en funcién del voltaje tiene forma de “V”. Su umbral de activacion es de —35
mV, alcanzando un pico de maxima corriente alrededor de 0 mV. El potencial de
reversion estd cercano a los 60 mV. El pico de activacion se alcanza en un tiempo
inferior a 10 ms. La cinética de esta Gltima puede ser biexponencial con una constante
de inactivacion rapida de alrededor de 10 ms y otra lenta de 50 ms, aproximadamente.
En células humanas estos pardmetros son similares a los anteriores (Bénitah y cols.,

1992). La reactivacion tambien es lenta, de 30 a 300 ms.

La activacion en estado estacionario de esta corriente presenta una forma
sigmoidal, con un umbral de activacién de —40 a —20 mV y una pendiente del orden de
7. La inactivacion en el estado estacionario tiene una forma sigmoidal, que va desde —50
mV a +10 mV, con un potencial de semiinactivacion entre —20 y =30 mV y una
pendiente entre 0 y —11. Sin embargo, esta inactivacidon no es completa para potenciales
mayores de +20 mV. Esto se puede deber a la superposicion de las curvas de activacion
e inactivacion en estado estacionario, también Ilamado corriente ventana. De hecho,
existen dos mecanismos de inactivacion de estos canales de Ca®*: uno dependiente del

potencial y otro dependiente del mismo ion Ca** (McDonald y cols., 1986). Esto se ha
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demostrado porque el uso de Ba’* o Na' como transportadores de carga hacen
desaparecer la fase rapida de inactivacion, inducida por el Ca®* (Bers y Pérez-Reyes,
1999). También se ha pensado que la calmodulina puede unirse al canal y mediar la
inactivacion dependiente de Ca®* (Peterson y cols., 1999; Qin y cols., 1999). Asimismo,
se ha apuntado la influencia del Ca** liberado del RS sobre esta fase de la inactivacion
rapida dependiente de Ca®* (Adachi-Akahane y cols., 1996; Scriven y cols., 2000).

El potencial de reversion (60-70 mV) es inferior al esperado segun el potencial
de equilibrio calculado por la ecuacion de Nerst (130 mV), esto indica que estos canales
ademés del Ca?* dejan pasar otros iones, aungque en menor proporcién, como el potasio
y el sodio (Lee y Tsien, 1982; Hess y Tsien, 1984). El canal inactivado por la
despolarizacién de la membrana, puede volver a un estado disponible en la
repolarizacion. El proceso de reactivacion se ha descrito de forma monexponencial,
biexponencial y oscilatorio. En este proceso se induce un aumento transitorio de la lca.
por encima del valor control. Este fendmeno depende del potencial y posiblemente de la

concentracion intracelular de Ca?".

El canal se caracteriza por ser una proteina multimérica constituida por una
subunidad que forma el poro y que proporciona al canal sus propiedades
electrofisiologicas y farmacoldgicas. Esta subunidad (subunidad alc) esta asociada a
subunidades transmembranales (subunidad «2-3) y a subunidades citoplasmaticas
reguladoras (subunidad ) (Catterall, 2000). De manera similar a la In,, los analisis de
activacion de la Ica. muestran que el comportamiento del canal puede ser modelado,
usando un diagrama de estado que incluye dos estados cerrados y uno abierto, siendo

cada paso dependiente de voltaje.

Los canales de Ca?* son selectivos para ciertos iones divalentes, como el Ba** y
el Sr?*, y son bloqueados por Mn?*, Co*", Ni**, La®", o farmacos antagonistas del Ca*
(verapamil). Se ha demostrado, también, que estos canales son sensibles a los agonistas
B (inducen un aumento en esta corriente en células adultas). Sin embargo, en células
embrionarias no hay respuesta del canal a la estimulacion B-adrenérgica. Circunstancia
que explicaria la desaparicion de dicha respuesta en situaciones patoldgicas (por
ejemplo, en la hipertrofia y en la insuficiencia cardiaca) donde se vuelven a expresar

genes fetales (Maltsev y cols., 1999; Swynghedauw, 1999). No obstante, en dichas
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patologias, a veces, aparece una respuesta  residual que incrementa considerablemente

el riesgo de arritmias (Pogwizd y cols., 2001).

La lca. proporciona una corriente de entrada sostenida que produce una
despolarizacion larga, responsable de la meseta del PA. Ademas, acopla el fendmeno de
excitacion con el de contraccion. En las células marcapasos es importante porque

dispara el PA.

1.2.2.3. CORRIENTES DE K*

Los canales de potasio proporcionan corrientes de salida que dan lugar a la
repolarizacion celular. Actlan en la fase 1 del PA o fase de repolarizacion temprana, en
la fase 3 y en la fase de mantenimiento del potencial de reposo. Se han descrito
numerosos canales de potasio selectivos en preparaciones de miocitos, ya sean maduros
e inmaduros (Carmeliet, 1989). Entre estos diferentes tipos destacamos los siguientes

grupos (para revision Nerbonne, 2000).

l+,: Corriente transitoria de salida de potasio (sera objeto de estudio de la presente Tesis
Doctoral). Su amplitud depende del potencial de membrana y es la responsable de la
fase 1 del PA. La amplitud de esta corriente también depende de la frecuencia de
estimulacion (la amplitud es menor a altas frecuencias de estimulacién, lo que induce la
prolongacion del PA). La densidad de su canal difiere segun la localizacion de la célula
en el musculo cardiaco, la especie y la edad (Escande y cols., 1985; Antzelevitch y Fish,
2001).

Se activa rapidamente con la despolarizacion y es verdaderamente activa a
potenciales muy despolarizados. EI umbral para su activacion es aproximadamente —30
mV. La ly, tiene una naturaleza transiente. Su rapida activacion es seguida por la
inactivacion durante la meseta del PA. A causa de su dependencia del voltaje y de su

curso temporal, la Iy, se solapa y opone a la Ica.

Se ha descrito que la Iy, estd compuesta, al menos, por dos corrientes distintas
(lo1 € lio2), que pasan a través de dos canales fisicamente diferentes (Tseng y Hoffman,
1989). La Iy es una corriente de K*, independiente de la concentracion intracelular de

Ca®* ([Ca*]i) y es sensible a la 4 aminopiridina (4-AP). Este componente es muy
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similar a la corriente I de las fibras nerviosas. ElI segundo componente de Iy (lio2) €S
dependiente de Ca®* y menos sensible a 4-AP, pero més sensible a otro bloqueante de
K", el cloruro de tetraetilamonio (TEA). Hoy en dia esta clara la naturaleza ionica de
este canal, pues existen evidencias de que pueda ser un canal selectivo para el CI’
(Zygmunt y Gibbons, 1991; Zygmunt, 1994), por ello no se hablard mas profundamente

de él.

Al componente independiente de Ca**, denominado Iy, se le denominara Iy, a lo
largo de la presente Tesis Doctoral. Dicho componente parece ser el responsable de la
mayor parte de la repolarizacion que tiene lugar en la fase 1 del PA. Actualmente, se ha
demostrado que existen, al menos, dos tipos de Iy, (distribuidos diferencialmente). La
corriente que se inactiva muy rapidamente es conocida como la |y fast O lio s Y @ la que se
inactiva mas lentamente se la ha llamado li, siow 0 lios (Xu y cols., 1999). Ambos
componentes se encuentran en miocitos ventriculares de varias especies incluyendo la
rata y el hombre (Apkon y Nerbonne, 1991; Nébauer y K&ab, 1998) y no aparece en los
miocitos de cobayo (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991). Algunas especies sélo presentan
un componente, como es el caso del conejo, cuya Iy, es similar al componente de lenta

inactivacion, lis.

En la presente Tesis Doctoral se estudio la corriente Iy, sensible a 4-AP (li 4-ap))
que incluye los dos componentes de la I (lofast € losiow), Pero que excluye todas las

corrientes de potasio no sensibles a este bloqueante.

La lwu-ar) Se activa a potenciales cercanos a —30 mV. La activacion es muy
rapida, de 2 a 10 ms, con los valores menores a potenciales mas despolarizados. La
inactivacion es algo mas lenta, y sigue un curso monoexponencial con una constante de
tiempo de 20 a 50 ms. La curva que representa la corriente en funcién del voltaje tiene
forma lineal, aumentando progresivamente con la despolarizacion. La activacion y la
inactivacion en estado estacionario tienen forma sigmoidal, siendo muy variables los

potenciales encontrados que definen sus curvas.

I: Corriente de rectificacion retardada de potasio. Es la corriente repolarizadora mas
importante (implicada en la fase 3 de repolarizacién del PA) en la mayoria de las
preparaciones ventriculares, incluyendo la rata y el hombre (Apkon y Nerbonne, 1991;

Liy cols., 1996). También parece estar implicada en el inicio de la despolarizacion de la
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membrana en las células automaticas. La Ik se activa lentamente (cuando el potencial se
hace maés positivo de —40 mV) comparada con la mayoria de las otras corrientes y no se
inactiva con el tiempo. Por tanto, la Ix aumenta gradualmente durante la despolarizacion
sostenida cuando los voltajes oscilan a nivel de la meseta del PA. Se distingue
perfectamente de la Iy, por su lenta activacion, porque carece de inactivacion o ésta es

parcial y por su diferente selectividad farmacologica.

Actualmente, se ha aceptado la existencia de diversos subtipos de canales de esta
corriente con diferente conductancia, el Ikr (lkrapia), ¥ €l Iks (lksiow) (descritos
primeramente por Noble y Tsien a finales de la década de los 60). En general, se
diferencian por sus propiedades biofisicas, farmacologicas y reguladoras (Lindblad y
cols., 1996). Dado el amplio nimero de subtipos definidos, se podria simplificar que en
la rata se han descrito el subtipo Ik, y el lg, presentes en el ventriculo y la auricula.
También se ha encontrado el subtipo Ik, Y el lkprx, presentes en la auricula, y el
subtipo Ik localizado en el ventriculo. En el hombre también se encuentran la I, y Iks
presentes tanto en la auricula como en el ventriculo, la Ik, y 12 Ik siow predominantes en

la auricula y la I situada en el ventriculo (para revision Nerbonne 2000).

Los agonistas B-adrenérgicos pueden estimular la I, de igual forma que lo
hacen sobre la Ic, . Por tanto, la estimulacion adrenérgica tenderd a acortar o a alargar

el PA en funcion de la contribucidn relativa de ambas corrientes.

Ikca: Canal de potasio activado por Ca®*, ya que se abre en presencia de altas
concentraciones de Ca?* citos6lico que inician la contraccién. Esta corriente ayuda a

terminar el PA (Coraboeuf y Carmeliet, 1982).

Iki: Corriente de rectificacién de entrada. Su papel principal se relaciona con el
mantenimiento del potencial de reposo. Sus canales son abundantes en células
auriculares, ventriculares y de Purkinje, pero no aparece en células nodales. Es quiza la
heterogeneidad de distribucion de esta corriente lo que podria explicar los diferentes

valores de potencial de membrana de las células cardiacas.

El potencial de reposo se define como un potencial negativo estable que se
produce en células no espontaneas. Este potencial se encuentra cercano al potencial de
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equilibrio del K debido a la gran permeabilidad que presenta la membrana por este ion.

El potencial de membrana esta regulado por la Ix; 0 corriente de rectificacion andmala.

Esta corriente tiene la peculiaridad de funcionar como una corriente de entrada
cuando los potenciales estdn muy hiperpolarizados. Sin embargo, es raro que esto
ocurra. En condiciones normales es una corriente de salida que tiene una rectificacion
de entrada a potenciales mas positivos del potencial de equilibrio de potasio, evitando

asi una acumulacion masiva de potasio en los estrechos espacios extracelulares.

IkaTe): Corriente rectificadora de entrada sensible a los niveles citoplasmaticos de ATP.
Permanece inactiva ante niveles normales de ATP, pero en presencia de concentraciones
menores de 0,5 mM de ATP, como es el caso de la isquemia, estos canales se activan

favoreciendo el acortamiento del PA.

Cuando el aporte de oxigeno disminuye, en situaciones de isquemia, la
concentracion de ATP tambien disminuye lo que induce la activacion de la lkate) Y la
inhibicidn de la Ik;. Todo ello induce el acortamiento del PA. Este acortamiento del PA
acelera la inactivacion de la Icy, reduciendo por tanto la contractilidad. Gracias a la
menor contractilidad, la demanda energética de la célula disminuye con el consecuente
ahorro de ATP. Este mecanismo contribuye en parte a la supervivencia de las células

durante situaciones temporales de isquemia, pero también puede dar lugar a arritmias.

Ik(ach): Corriente similar a la lk; pero que se activa por la union de la acetil-colina (Ach)
a su receptor muscarinico. Es un mecanismo importante en la modulacion de las

propiedades eléctricas del corazon mediante estimulacion vagal.

1.2.2.4. CORRIENTE DE CLORO

Los canales selectivos de CI° dan lugar a una corriente adicional de
repolarizacion durante la fase de meseta. Estos canales pueden ser activados por protein
kinasas, ATP, y aumento de Ca®* intracelular (Walsh, 1991; Zygmunt y Gibbons, 1991;
Ackerman y Claphan, 1993; Matsura y Ehara, 1993).
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1.2.2.5. CORRIENTE HIPERPOLARIZANTE (ly

Parece ser una de las corrientes implicadas en generar la actividad marcapasos
(Difrancesco, 1986). El subindice f proviene del inglés funny, divertido, por las
inusuales propiedades de esta corriente. No es una corriente selectiva para K ya que
depende de Na" y K.

La If es una corriente lenta de entrada activada por la hiperpolarizacion. Esta
presente sobre todo en células automaticas. Sin embargo, dada su inusual activacién
durante potenciales muy hiperpolarizados puede que su importancia no sea tanto en la
actividad marcapasos de las células nodales como en las células de Purkinje. Sus

propiedades de activacion estan reguladas por la estimulacion adrenérgica y colinérgica.

1.2.3. ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION (E-C) CARDIACO

El acoplamiento E-C es el proceso que une la excitacion eléctrica del miocito a
la contraccion del corazén. EI Ca®* es el regulador central del proceso (para revision
Langer, 1997; Morad y Suzuki, 1997; Katz, 2001; Carafoli, 2002). Es el propio Ca**
quien desencadena la amplificacion intracelular, que implica la liberacion de més Ca*

que, a su vez, activara las miofibrillas contractiles, induciendo la contraccion.

Hoy en dia, el mecanismo de acoplamiento E-C, propuesto por Fabiato (1985a y
1985b), es un hecho ampliamente aceptado. Sin embargo, no fue facil variar la opinién
de algunos cientificos que postulaban un acoplamiento mecanico, entre los canales de
Ca®* de la membrana y el RS, fenémeno similar al descrito para las células del masculo

esquelético (Schneider y Chandler, 1973).

En el mecanismo propuesto por Fabiato (1985a y 1985b), la onda de
despolarizacién, durante el PA, estd acoplada a la contraccién, por un fendémeno
denominado, liberacién de Ca®* inducida por Ca®* (CICR, del inglés calcium-induced

calcium release).

La secuencia de acontecimientos se inicia con la entrada de Ca** a través de sus
canales (situados en el tabulo T) durante la fase de meseta (fase 2) del PA (figura 9).
Aungue la cantidad de Ca®* que entra no es suficiente para inducir la contraccién
celular, activa la liberacion de mas Ca®* del RS a través de los RyRs (figura 10). Se
podria decir, por tanto, que el canal de Ca®* tipo L, situado en el tibulo T, actlia como
un sensor de voltaje que induce la liberacion de Ca** del RS, quién a su vez, amplifica
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la sefial. La cantidad de Ca* liberada por el RS es suficiente para producir un aumento
de la [Ca®*];, que se uniré a la troponina C, activando la maquinaria contréctil (Figura
10).

1.2.3.1. TEORIA DEL CONTROL LOCAL DE Ca*

La primera teoria que explicaba el fendmeno de CICR suponia el aumento
global de la [Ca?*];, como el activador de los RyRs. Sin embargo, era dificil explicar
como pequefios cambios en la [Ca?'];, debidos a la entrada de Ca®* por su canal, podian
regular la gran cantidad de Ca?* liberada por el RS. Ello suponia una gran sensibilidad
de los RyRs, ya que pequefias variaciones del ion, inducian la activacion total de los
RyRs. Si la teoria aceptada hasta aquel momento resultaba cierta, la respuesta esperada
serfa de todo 0 nada, ya que pequefias cantidades de Ca®* serfan capaces de activar todos

los RyRs y la contraccidn siempre seria maxima.

Fue Stern (1992) quien propuso, por primera vez, mediante calculos tedricos que
el RS no se activaba por el aumento global de [Ca?*]; sino mas bien, por el aumento
local que tenfa lugar en el espacio restringido, entre los canales de Ca** tipo L y los
RyRs. En el caso de que la teorfa del control local de Ca** fuera cierta, la respuesta serfa
gradual (Callewaert, 1992; Wier y cols., 1994), circunstancia mucho mas relevante

fisiolégicamente.

Esta teorfa se apoyaba en el hallazgo de que la apertura de un canal de Ca?* tipo
L correspondia con la apertura de uno o varios RyRs, que liberaban el Ca®* en forma de
elevaciones no propagativas de [Ca*']; o sparks de Ca*" (destellos) (Cheng y cols.,
1993, para revision Wier y Balke, 1999). De hecho, se demostrd que un simple canal de
Ca®* inducia un spark de Ca®* (Lépez-Lépez y cols., 1995; Santana y cols., 1996; Wang
y cols., 2001b) y que la ocurrencia de los sparks dependia del cuadrado de la corriente

unitaria de Ca** (Santana y cols., 1996).

Si el control de Ca?* es local, ello implica que los RyRs son relativamente
insensibles al Ca®*, y, s6lo altas [Ca*']; producidas en las cercanias del canal de Ca**
tipo L activaran la liberacién de mas Ca®* del RS (Santana y cols., 1996). Como el Ca*
difunde rapidamente, es I6gico pensar que la distancia fisica del canal de Ca®* tipo L y

el RS es pequefia (Santana y cols., 1996). La correlacién entre las dos estructuras se
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ponia de manifiesto pues existia buena concordancia entre la duracion de apertura del
canal de Ca®* tipo L y la liberacién de Ca®* del RS (Bouchard y cols., 1995).

En la teorfa local de Ca** es importante la proximidad anatémica entre el canal
de Ca?*y los RyRs (separados solamente por una pequefia zona) (figura 6 y 10). Asi, se
cree que la Ica. induce un cambio conformacional en el pie del RyR, favoreciendo su
apertura. La hipétesis afirma que cuando se abre un canal de Ca** tipo L, el incremento
local de [Ca®']; activa un pequefio grupo (cluster) de RyRs produciendo un spark de
Ca?* (Cannell y cols., 1994; Ritter y cols., 2000).
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Figura 10. Esquema general del ciclo del Ca®* en un miocito cardiaco. El Ca?* que entra por el canal
de Ca?* (DHPR) o por el intercambiador Na?*/Ca®* (NCX) activa el RyR del RS. Posteriormente, el Ca®*
es retirado de los miofilamentos y del citosol mediante la activacion de la SERCA del RS y del NCX. La
mitocondria también puede recoger Ca?* y almacenarlo, aunque es una via minoritaria. PLB:
fosfolambano. El Ca?* se representa como esferas verdes (cuando entra por el canal de Ca®*) o esferas
rojas (cuando sale del RS). (Modificado de Bers, 2002).

Aunque el nimero de RyRs que se abren simultdneamente para producir un
spark de Ca*" es incierto, si parece claro que el transiente global de [Ca®]i se puede

explicar como el sumatorio espacial y temporal de los sparks de Ca®* liberados de forma
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local (Cannell y cols., 1994). Los sparks de Ca** (figura 21 de Material y Métodos) son
pequefias cantidades de Ca®* (unos 6616 iones por spark de Ca**) (Gémez y cols., 1996)
que se liberan, de forma espontanea y local, del RS incluso en ausencia de lca. (Gémez
y cols., 1996). Un spark de Ca®* es el aumento rapido, localizado y breve de la [Ca*'];.
Representa la apertura de un grupo de RyRs actuando en concierto. Se les denomina
unidades elementales de la liberacion del RS y su capacidad de difusion es tan pequefia
que por si solos no pueden disparar la contraccion. Sin embargo, durante el
acoplamiento E-C se activan de forma sincronizada un gran nimero de sparks de Ca*,

originando un transiente de Ca”* global que s originara la contraccion.

1.2.3.2. MECANISMOS DE ACTIVACION DEL RS
> Corriente de Ca® (Ica)

Las caracteristicas electrofisiologicas de esta corriente se explicaron
extensamente en el apartado 1.2.2.2 de esta seccion. Sin embargo, es importante
enfatizar algunos aspectos relacionados con el disparo del acoplamiento E-C.

La despolarizacion de la membrana induce la activacion de la corriente, pero la
cantidad de Ca®* que entra en el citosol esta limitada por la inactivacién dependiente de
Ca’*, mediada por calmodulina (Peterson y cols., 1999; Ziihlke y cols., 1999) y por el
propio Ca?* liberado del RS (Adachi-Akahane y cols., 1996; Scriven y cols., 2000). Por
tanto, la liberacion de Ca®* del RS y la lca. generan mecanismos de retroalimentacion

negativa en la entrada de Ca*".

De hecho, la entrada total de Ca” a través de la lca Se reduce,
aproximadamente, un 50% cuando comienza la liberacién de Ca®* del RS (Bers y Pérez
Reyes, 1999). A este respecto, se ha visto que en situaciones de insuficiencia cardiaca,
donde la liberacion de Ca** del RS se encuentra disminuida, la inactivacion de lca,
dependiente de Ca** es menor, lo que ayuda a la prolongacion del PA (Ahmmed y cols.,
2000). Es més, cuando la frecuencia de estimulacion aumenta, también se vuelve més
lenta la inactivacion dependiente de Ca®*. A este fenémeno se le denomina facilitacion y
es dependiente del Ca®* liberado por el RS (Delgado y cols., 1999; Barrere-Lemaire y
cols., 2000). Si las estimulaciones son demasiado seguidas, al RS no le da tiempo a
cargarse y por tanto, el transiente de [Ca*']; sera menor (Delgado y cols., 1999). El
resultado final serd la entrada de Ca®* durante més tiempo a través del canal. Es
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interesante resefiar que en corazones insuficientes humanos no se observa este

fendmeno (Barrere-Lemaire y cols., 2000).

La rapida inactivacion de la Ica. permite medir el curso temporal de la liberacion
del Ca** del RS (alcanza el pico en 2 6 3 ms) (Puglisi y cols., 1999). Este dato confirma
el pequefio retraso esperado entre la Icy y la liberacion de Ca** del RS durante el
acoplamiento E-C debido a la pequefia medida de la hendidura diadica (Zahradnikova y
cols., 1999).

» Otras vias de entrada

Hasta el momento sélo se ha citado la entrada de Ca*" al citosol a través de los
canales de Ca®* tipo L. No obstante, aunque son vias minoritarias, también se han

descrito otras rutas alternativas para el flujo de este cation divalente al interior celular.

Asi, el Ca** podria fluir al citosol debido al funcionamiento en modo reverso del
intercambiador Na*/Ca?* (incorporando un ion Ca** y sacando tres iones Na*) (figura
10), cuando el potencial se vuelve méas positivo (Kohmoto y cols., 1994; Levi y cols.,
1994; Litwin y cols., 1998). Sin embargo, cuando tanto la Ica. como la corriente de
entrada del intercambiador coexisten, esta Gltima es mucho menos efectiva y més lenta

que la Iy en el disparo del acoplamiento E-C (Sipido y cols., 1997).

Otra hipdtesis apunta que los iones Na* que entran rapidamente por su canal, se
acumulan en una microzona (hendidura diadica o fuzzy zone) (Lederer y cols., 1990;
Levesque y cols., 1994; Lipp y Niggli, 1994) haciendo que el intercambiador funcione
en modo reverso (introduciendo Ca®* en la célula) e incluso activando directamente la
liberacion de Ca®* del RS (Leblanc y Hume, 1990). Esta hip6tesis ha sido rechazada por
otros autores que sostienen que los canales de Na' no estan tan proximos de la

hendidura diadica (Scriven y cols., 2000).

Aunque en situaciones fisiologicas, esta via no tenga importancia, debido a la
primacia de la Ic, puede adquirirla cuando la concentracion de Na* intracelular sea
elevada, cuando la Ic,_ esté disminuida o cuando el intercambiador se exprese de forma

exacerbada.

Algunos autores (Sipido y cols., 1998; Zhou y January, 1998) han respaldado la
idea de que el canal de Ca®* tipo T también puede contribuir en el acoplamiento E-C.
Sin embargo, este canal no es funcional en la mayoria de los ventriculos cardiacos y en

las zonas donde se encuentra (células de Purkinje) su capacidad de activar los RyRs es
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mucho méas débil porque no se sitlan cerca de las hendiduras diédicas, lo que los

convierte en colaboradores secundarios del acoplamiento E-C (Bers, 2002).

Asimismo, algunos estudios afirman que, en ausencia de Na* extracelular, el
Ca®* puede entrar a la célula e inducir la liberacion de méas Ca**, a través de una
corriente de Ca?* sensible a TTX (lca 1rx) (Lemaire y cols., 1995). No obstante,
aunque no parece muy probable que en condiciones normales, entre Ca®* por el canal de
Na®, algunos autores afirman que sustancias como los agonistas B-adrenérgicos o los
glucdsidos cardiotonicos, varian la selectividad del canal, haciéndolo mas afin por el
Ca®* que por el Na* (a este efecto se le ha denominado en inglés slip mode conductance,

conductancia resbaladiza) (Santana y cols., 1998; Cruz, 1999).

A pesar de la creciente evidencia de que el acoplamiento E-C depende de la
entrada de Ca”* no faltan estudios que sugieren un mecanismo desencadenado por la
variacién del potencial de membrana, que no necesita el influjo de Ca®* para activar
los RyRs y desencadenar el proceso de contraccion (Ferrier y cols., 2000; Ferrier y
Howlett, 2001). Sin embargo, esta teoria ha sido descartada por otros autores (Wier y
Balke, 1999; Piacentino y cols., 2000).

Por ualtimo, es interesante mencionar que también se ha propuesto al 1P; como
posible desencadenante de la liberacion de Ca®* del reticulo, como ocurre en las células
del musculo liso vascular. En el RS de células cardiacas, predomina la isoforma 2 del
receptor de IP3 (Pérez y cols., 1997), pero son necesarias concentraciones elevadas de la
molécula, para activar la liberacién de Ca** y por el momento no se ha demostrado que

el IP3 se genere como consecuencia del PA (Kentish y cols., 1990).

1.2.3.3. PAPEL DE RS EN EL ACOPLAMIENTO E-C

Los componentes fundamentales para la liberacién de Ca** del RS, son los
RyRs. Estos actian como complejos funcionales junto con otras proteinas, como la
FKBP 12.6 (Marx y cols., 2000), la sorcina etc. Esta propiedad del RyR se corrobora
con la observacién de sparks de Ca®* o de transientes locales de Ca?*.

La liberacién de Ca?*, en forma de sparks de Ca*, es regulada por el RS, en
funcion de lo cargado que se encuentre. Por ejemplo, si la carga de Ca**, en el RS, es
elevada aumenta la cantidad de Ca?* disponible para la liberacion y también la fraccion

de Ca?* liberada para cada disparo inducido por la lca (Shannon y cols., 2000). Esto se
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debe a que el propio Ca®* del interior del RS estimula la probabilidad de apertura del
RyR (Sitsapesan y Williams, 1994) e induce la liberacion espontanea de Ca®* tipica de
las postcontracciones que pueden dar lugar a arritmias o actividad contractil no
sincronizada (Bers, 2002). Sin embargo, cuando la concentracion del Ca®* del RS es
baja, la Ica. puede fallar en la activacion del RS (Shannon y cols., 2000), hecho que
permite la recarga del mismo porque el Ca?* fluye més tiempo tanto por los canales de
Ca®* tipo L (porque hay menos inactivacién) como a través del intercambiador
Na*/Ca®".

1.2.3.4. ELIMINACION DEL Ca* DESPUES DE LA CONTRACCION

No se sabe exactamente cual es la sefial que hace que el proceso de liberacién de
Ca®* inducido por Ca* termine. Parece ser que los RyRs se inactivan (Fabiato, 1985b;
Sham vy cols., 1998) o se adaptan a las altas [Ca®']; (Gyorke y Fill, 1993), y el RS se

vacia parcialmente.

En cualquier caso, una vez finalizado el proceso contréctil, todo el Ca?* que se
ha movilizado en el interior celular debera retornar a su lugar de origen. Para ello, la

célula tiene varios dispositivos, tanto en el sarcolema, como en el RS (figura 10).

En el sarcolema, es el intercambiador Na'/Ca?* quien se encarga,
principalmente, de sacar el Ca?* al exterior (intercambia tres Na* por un Ca*"), aunque
hay una pequefia contribucién por parte de la bomba de Ca®*. En el RS es la SERCA,

quien vuelve a incorporar el Ca?* a su lugar de reserva.

La importancia cuantitativa de sendas rutas depende de las especies. Por
ejemplo, en el conejo (Bassani y cols., 1994) la via mayoritaria de extrusién de Ca®* es
la SERCA (70%) seguida del intercambiador Na‘'/Ca®* (28%), quedando sélo un
remanente de Ca®* de un 2% que es eliminado por los llamados sistemas lentos de
recogida, la mitocondria y la bomba de Ca** del sarcolema. Sin embargo, en la rata la
actividad de la SERCA es mayor (ya que hay mayor concentracion de bombas en el
RS), quedando la relacion en un 92% para la SERCA, un 7% para el intercambiador
Na*/Ca®", y un 1% para los sistemas lentos de recogida (Hove-Madsen y Bers, 1993). El
balance en el raton (Li y cols., 1998) es similar a la rata, mientras que la relacién en el
ventriculo de hurén, del perro, del gato, del cobayo y del hombre (Bers, 2002) es
parecido al conejo.
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En general, se acepta que la cantidad de Ca** que sale por el intercambiador
Na*/Ca*" es equivalente a la cantidad de Ca®* que entré por el canal de Ca®* tipo L, y la
cantidad de Ca®* transportada por la SERCA es similar a la cantidad liberada por el RS.

De esta forma, la cantidad total de Ca?* en la célula, se conserva en cada latido.

Se han encontrado varios subtipos de SERCA, pero es la de tipo 2 la que
predomina en el corazén (Lompreé y cols., 1994). Constituye, aproximadamente, el 40 %
del componente proteico del RS y es el principal mecanismo para reducir el Ca?*
citosélico e iniciar la diastole. Por cada molécula de ATP que se hidroliza, dos iones
Ca?* se acumulan en el RS. La SERCA, es una bomba de Ca”* pero difiere en muchos
aspectos de la bomba de Ca®* del sarcolema. Una de sus principales diferencias se basa

en que se encuentra modulada (inhibida) por el fosfolambano (Tada y Katz, 1982).

El fosfolambano es un péptido que forma parte de la membrana del RS
longitudinal y se localiza junto a la SERCA. En condiciones normales, la SERCA esta
inactivada por el fosfolambano. Sin embargo, cuando se produce un aumento de la
[Ca?']; o por la estimulacién B-adrenérgica, éste se fosforila, disociandose de la SERCA
y acelerando la recaptacién del Ca** al RS. El fosfolambano tiene tres lugares de
fijacion para distintas protein kinasas. Asi, tiene una tirosina donde se une una kinasa
dependiente de calmodulina, una serina donde se une la PKA y otra serina donde se une
la PKC (para revision, Brittsan y Kranias, 2000)

Durante la estimulacion B-adrenérgica, se activa el funcionamiento de la SERCA
y como consecuencia el RS se carga mas. Ello implica que en las siguientes
contracciones se libere mas Ca®* que a su vez fosfoliraran al fosfolambano en otros
lugares especificos, favoreciendo la relajacién. Asi, por un lado la fosforilaciéon del
fosfolambano favorece la relajacion (efecto lusitropico) e indirectamente favorece la
respuesta inotropica positiva (Luo y cols., 1994).

Ademaés de las rutas, mencionadas en parrafos superiores, que controlan la
eliminacién del Ca®* una vez que el proceso contractil ha finalizado, existe una
autoregulacién del propio Ca?*. Este sistema, regido por la proteina calmodulina, es un
factor critico que actGa como un sensor intracelular de Ca®* (Cheung, 1980). La
calmodulina es una cadena polipeptidica que tiene cuatro dominios especificos para la
unién del Ca?*. Mientras no hay Ca?*, los cuatro lugares estan ocupados por magnesio.

No obstante, cuando la [Ca®"]; aumenta, el magnesio es desplazado por el Ca** de tres
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de los sitios de union. La forma activa CasMg;-calmodulina aumenta la actividad de las
bombas del RS y del sarcolema cuando el Ca* citosélico es alto. Por su parte, inhibe la

liberacion de Ca** de los RyR por reduccion directa del tiempo de apertura (Smith y
cols., 1989).
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1.3. NEUROPEPTIDO Y (NPY)
1.3.1. ASPECTOS GENERALES

El NPY pertenece a la familia de los polipéptidos pancreaticos, que incluye
también una hormona pancreatica (polipéptido pancreatico (PP)) y una hormona
intestinal (péptido YY (PYY)). Es uno de los péptidos mas abundantes en el cuerpo y
posee una gran cantidad de receptores, distribuidos por todo el Sistema Nervioso
Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP) (Tatemoto, 1982b). Tanto al
NPY como al resto de los péptidos activos, presentes en el organismo, se les atribuyen
acciones como neurotransmisores (se almacenan en vesiculas presinapticas simpaticas,
son liberados gracias a la estimulacion eléctrica y actlan sobre receptores especificos),
hecho, que hizo variar, en su dia, algunos conceptos clasicos sobre el Sistema Nervioso

Auténomo.

Desde su aislamiento, en 1982, (Tatemoto, 1982b) se le ha implicado en muchas
funciones centrales, como orexigeno (sustancia inductora del apetito) (Colmers y
Bleakman, 1994), inhibidor de la ansiedad (Wettstein y cols, 1995), potenciador de la
memoria (Thorsell y cols., 2000), regulador del ritmo circadiano (Yannielli y
Harrington, 2001), y en procesos mediadores de analgesia e hiperalgesia (Wang y cols.,
2000). Por supuesto, también se le atribuyen acciones en la regulacion del SNP, tales
como vasoconstriccion (Michel y Rascher, 1995), inhibicion de la liberacion de insulina
(Wang y cols., 1994), regulacién de la motilidad intestinal (Sheikh, 1991) y de la

secrecion gastrointestinal y renal (Playford y Cox, 1996).
1.3.1.1. DESCUBRIMIENTO

La historia del NPY comienza en el final de los afios 60, cuando Kimmel y cols.
(1968 y 1975) aislaron la insulina del pancreas de pollo y descubrieron también el PP,
aunque este ultimo tenia relativa importancia fisioldgica. Sin embargo, debido a su
descubrimiento, continuaron las investigaciones y se aislaron el PYY y el NPY. En
1980, utilizando una técnica para aislar péptidos con el carbono terminal amidico,
Tatemoto y Mutt, (1980) afirmaron que tanto el cerebro como el intestino del cerdo
contenian grandes cantidades de un péptido parecido al PP. Al péptido, similar al PP,
que se aislo en el intestino, se le denomind peptido YY (PYY) porque su secuencia
peptidica comenzaba y terminaba con un aminoacido tirosina (“Y” es la abreviatura
para la tirosina en el cddigo de letras simples de los aminoacidos). Al principio, se

pensé que el PYY (Tatemoto, 1982a) se encontraba tanto en el intestino como en el
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cerebro, pero posteriormente, se demostro que el péptido mayoritario en el cerebro era
diferente del PYY y debido a que se encontraba alli en grandes cantidades, se le llamo
neuropéptido Y (Tatemoto, 1982b; Tatemoto y cols., 1982). Finalmente, el cuarto
péptido perteneciente a la familia fue aislado en el pez (Andrews y cols., 1985) y se le
denomind péptido pancreatico Y (PY).

1.3.1.2. ESTRUCTURA

El NPY posee una secuencia de 36 aminoacidos que se ha mantenido casi
invariable a lo largo de la evolucién de las especies (figura 11), lo que indica su gran
importancia fisioldgica. De hecho, la secuencia peptidica se conserva casi intacta (33 de
36 aminoacidos) desde el Torpedo marmorata hasta los mamiferos. De su estructura
primaria destaca el carbono terminal de caracter amidico y el gran nimero de residuos
de tirosina (), incluyendo el principio y el final de la molécula. La estructura terciaria
del péptido es comun en toda la familia PP y ha sido estudiada mediante la técnica de
difraccién de rayos X y mas recientemente, por técnicas de cristalografia (Larhammar,
1996). Dicha estructura tiene forma de “U” y la forman dos hélices antiparalelas, la
hélice N terminal, que contiene varios residuos de prolina (residuos del 1 al 13), y una
larga a-heélice, de caracter anfipatico (residuos del 19 al 32), ambas conectadas por una
curva de horquilla o ldamina B (residuos del 14 al 18). Las dos hélices se mantienen
juntas por medio de residuos hidrofébicos (prolinas en posiciones 2, 5 y 8). Los
residuos (15-31) contienen la secuencia hidrofilica bésica denominada en inglés PP-
fold. Los residuos hidrofilicos del carbono amidico terminal (33-36) se proyectan hacia
fuera desde la curva de horquilla. Es curioso, que dada la estructura peculiar del NPY,
carente de enlaces covalentes (que estabilicen la estructura), sea estable en solucién

acuosa, tal y como indican los estudios de dicroismo circular (Glover y cols., 1984).

40



Introduccion

Figura 11. Esquema de la estructura del NPY porcino. Se representan en azul los
aminoéacidos sin carga, en amarillo aquellos con carga positiva y en rojo los que tienen carga
negativa. (Modificado de Fuhlendorff y cols., 1990).

La estructura terciaria es vital para la interaccién de la molécula con los
receptores. Sin embargo, otros aspectos estructurales también son importantes en la
funcionalidad del peptido. Asi, por ejemplo, la secuencia 33-36 es esencial en el
reconocimiento del receptor y al carbono amidico terminal se le relaciona con la union
al receptor y con algunos efectos bioldgicos. Por su parte, el aminoacido 34 muestra
especificidad de union al receptor y el nitrégeno terminal dirige la estabilizacion
conformacional. La secuencia completa de NPY es necesaria para la interaccion con el
receptor Y, mientras que los fragmentos del carbono terminal son selectivos para el

receptor Y.

1.3.1.3. BIOSINTESIS DEL NPY

A diferencia de la NA, que se sintetiza en las terminaciones nerviosas, el NPY se
sintetiza en las neuronas de los ganglios simpaticos como un precursor VY,
posteriormente, es procesado y transportado en vesiculas a las terminaciones nerviosas
(Potter y Ulman, 1994).

El ADN complementario (ADNCc) que codifica para el NPY humano se obtuvo,

por primera vez, de un feocromocitoma (Minth y cols., 1986), un tumor de la médula
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adrenal que contiene grandes cantidades de NPY. El correspondiente ARN mensajero
(ARNmM) codifica para un precursor simple de NPY, compuesto por 97 aminoacidos. De
los 97 aminoéacidos, 28 componen una cadena hidrofobica, necesaria para penetrar en el
reticulo endoplasmico (y por tanto, entrar en el compartimento secretor de la célula).
Una vez dentro, la secuencia que actla de mensajero es eliminada, quedando, por tanto,
una prohormona de 69 aminoacidos. Aungue no es comun en el resto de los péptidos, el
NPY sblo posee una secuencia de 33 aminoacidos que se situan al lado del carbono
terminal (generalmente, hay otra secuencia situada en el otro flanco, en el amino
terminal). Tres de estos aminodcidos, glicina, lisina y arginina son necesarios para la
amidacion. El péptido que se forma después de la amidacion del NPY (compuesto por
30 aminoacidos), se denomina CPON (del inglés C-flanking peptide of NPY, péptido
que flanquea el carbono terminal del NPY) y por el momento no se conoce su utilidad
fisiologica, aunque probablemente se libere junto con el NPY (Wahlestedt y Reis,
1993).

Una gran variedad de moléculas y cascadas intracelulares son capaces de
modular la biosintesis del NPY. Asi, se han descrito agentes que estimulan o inhiben el
proceso. Como agentes estimuladores cabe destacar los esteroides (Higuchi y cols.,
1988; Sahu y cols., 1992), algunos neurotransmisores (Magni y Barnea, 1993), ciertos
factores de crecimiento (Minth-Worby, 1994; Chan y cols., 1996) o activadores de los
mediadores PKA y PKC (Sabol e Higuchi, 1990; Magni y Barnea, 1993), entre otros.
Sin embargo, como agentes inhibidores de la biosintesis destaca la leptina (hormona
secretada por el tejido adiposo) (Zhang y cols., 1994).

1.3.1.4. DISTRIBUCION DEL NPY EN EL ORGANISMO

En la periferia el NPY se encuentra en la mayoria de los nervios simpaticos,
sobre todo alrededor de diversos lechos vasculares (Dumont y cols., 1992). También
esta distribuido en vasos periféricos no adrenérgicos, entéricos, corazén y nervios

parasimpaticos.

En el cerebro se encuentra distribuido de forma mayoritaria en estructuras
limbicas, alrededor de la corteza cerebral, en el hipotdlamo, en el tallo cerebral y en la
médula espinal. En la corteza y el estriado se localiza junto con somatostatina. Sobre
todo, en la corteza se sitla en neuronas gabérgicas (Aoki y Pickel, 1990). También se ha
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sefialado la existencia de NPY en neuronas monoaminérgicas del tallo cerebral,

coexistiendo con NA, adrenalina o serotonina (Wahlestedt y cols., 1990).

1.3.1.5. EFECTOS DIRECTOS E INDIRECTOS DEL NPY

Es importante resefiar que el NPY puede ejercer sus efectos directamente o bien
modular o regular los efectos de otras sustancias. Asi, en su dia se propusieron tres tipos
de efectos, que se representan en la figura 12. En primer lugar, el NPY puede ejercer su
efecto de forma directa, por ejemplo, la vasoconstriccion manifestada en ciertos lechos

vasculares (Edvinsson y cols., 1984) (figura 12, panel superior).

En segundo lugar, puede potenciar el efecto inducido por otro NT (Edvinsson y
cols., 1984). A este respecto, se sabe que el NPY favorece la unién del receptor og-
adrenérgico a las proteinas G, lo que posteriormente desencadena la amplificacion de
los efectos a-adrenérgicos (induccion de hipertrofia por activacion de la protein kinasa
con actividad mitogénica (MAPK), etc.) (Wahlestedt y cols., 1990; Sun y cols., 1998b;
Pellieux y cols., 2000) (figura 12, panel inferior izquierda).

Actuacion independiente del NPY y el NT
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Figura 12. Tipos de interacciones sindpticas de NT y NPY. (Modificado
de Wahlestedt y cols., 1993).
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Por Gltimo, puede tener un efecto presinaptico, inhibiendo, por ejemplo, la
liberacion de NTs tanto de fibras adrenérgicas como colinérgicas (Lundberg y
Tatemoto, 1982; Wahlestedt y cols., 1987; Wahlestedt y Reis, 1993) (figura 12, panel
inferior derecha). Sin embargo, aungue esta hipétesis es la mas aceptada también hay
que mencionar que existen algunos estudios que afirman que el NPY no potencia ni

modula los efectos postsinapticos de otros NTs (Awad y cols., 1991).

En la mayoria de los casos, el NPY se localiza conjuntamente con otro NT,
como por ejemplo, la NA. La liberacion conjunta de ambas sustancias esta modulada
presinapticamente por los receptores a-ardrenérgicos y por los receptores de NPY,
mediando la autoinhibicion, y por los receptores B-adrenérgicos y los receptores de

angiotensina Il regulando la facilitacion (Michel y Rascher, 1995).

A pesar de ello, la liberacién puede ser diferencial. Por ejemplo, se sabe que en
las neuronas simpaticas la liberacion de NPY esta favorecida por altas frecuencias,
mientras que la de NA esta favorecida por bajas frecuencias (Munglani y cols., 1996).
De hecho, en pacientes operados de corazon, la liberacién de NPY a la circulacion no
estd correlacionada con la liberacién de catecolaminas (Hauser y cols., 1996). La
posible causa de la potenciacion del efecto de un determinado NT, o la inhibicién de su
liberacion, por parte del NPY, podrian estar encaminadas a la mejora de la “economia”
de la sinapsis neuroefectora, reflejada en una menor demanda de NT y en la supresién
y/o acortamiento de la liberacion del NT tras la estimulacion nerviosa (Edvinsson y
cols., 1987).

1.3.2. RECEPTORES DE NPY

Todos los péptidos pertenecientes a la familia del NPY acttan sobre la misma
familia de receptores, conocidos, en general, como “receptores de NPY”. Como se ha
mencionado anteriormente, la secuencia de aminoacidos del NPY es muy rica en
tirosina (abreviado como letra Y en el cddigo resumido de los aminoacidos) y por ello, a

los receptores de NPY se les designa con la letra mayuscula “Y”.

Hasta el momento, han sido clonados cinco tipos distintos de receptores (Y1, Yo,
Y4, Ys € Ys) pero se ha apuntado la existencia de otro més, el Y3. La comparacion de sus
secuencias correspondientes muestra que los receptores Yi, Y4 € Y poseen secuencias

similares. Sin embargo, los receptores Y, e Ys no tienen identidades secuenciales
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parecidas entre ellas, ni con los otros tres receptores. Por ello, es dificil dividir los
receptores en subfamilias, ya que a pesar de que todos tienen los mismos ligandos
(NPY, PYY y PP), sus caracteristicas estructurales son muy diferentes entre si. La
respectiva relacion estructura-actividad de los receptores se ha establecido usando
anadlogos o fragmentos de NPY, PYY y PP (Michel y cols., 1998). Sin embargo,
posteriormente se ha visto que la mayoria de las moléculas consideradas como agonistas
Y, (NPY(13-36), NPY(18-36)) e Y: ([Leu® ,Pro*]NPY) tienen afinidad por otros
receptores clonados mas recientemente, como el Y4 0 el Ys. Por ello, actualmente, se
opta por el uso de antagonistas selectivos para su clasificacion, para el estudio de los
mecanismos endogenos del NPY asi como para evaluar que acciones de NPY pueden
representar fenomenos fisioldgicos importantes (Pheng y Regoli, 2000). Es mas, hoy en
dia la busqueda de antagonistas de ciertos receptores de NPY constituye una diana
farmacoldgica importante en la basqueda de futuras terapias para el tratamiento de la
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Figura 13. Esquema simplificado de la cascada intracelular de la enzima
adenilato-ciclasa inhibida por las proteinas G;. El signo negativo (en rojo)

indica la inhibicion por parte de la proteina G;, de la enzima A-C. (Modificado de
Jalife y cols., 1999).

obesidad y de las enfermedades cardiovasculares (Leonardi y cols., 2000).

/ Receptor de NPY
@

En general, todos los receptores de NPY han sido descritos como miembros de
la familia de receptores acoplados a proteinas G y estan ligados al menos a tres tipos
(las G, las Gq y las Go) (Michel, 1991; Selbie y Hill, 1998). La cascada de transduccion
mas aceptada, asociada con el NPY, se basa en la inhibicion de la enzima adenilato
ciclasa (A-C) (figura 13) a través de una proteina G inhibitoria (G;) (Motulsky y Michel,
1988). EI NPY también puede activar la fosfolipasa C (PLC) (Bell y cols., 1997),
estimulando, por tanto, la produccién de diacilglicerol (DAG) e IP; (figura 14). Este
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Gltimo podria, a su vez, regular la sefializacion intracelular de Ca** (Motulsky y Michel,
1988; Mihara y cols., 1989) y el DAG activaria la PKC (Goldberg y cols., 1998).
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Figura 14. Esquema general de la cascada intracelular de la fosfolipasa C
(Modificado de Jalife y cols., 1999).

1.3.2.1. RECEPTORES Y,

Los receptores Y; se clonaron por primera vez en la rata (Eva y cols., 1990).
Posteriormente, se identificaron en especies homologas de raton (Evay cols., 1992), del
hombre (Larhammar y cols., 1992) y de la especie Xenopus laevis (Blomqvist y cols.,
1995). En el hombre, se ha determinado que el gen que codifica para el subtipo Y; se
localiza en el cromosoma 4q(31.3-32) (Evay cols., 1992; Herzog y cols., 1993).

En general, el NPY se une al receptor Y; con mayor afinidad que el PYY y que
el PP (Gerald y cols., 1996). Ademas, existen fragmentos de C-terminal que pueden
actuar como agonistas parciales del receptor y en algunas lineas celulares actuan,
incluso, como antagonistas (Michel y cols., 1990). Actualmente, se conocen varios
antagonistas del receptor Y;. Entre ellos destacan el J-115814 (Kanatani y cols., 2001)
el SR120819A, el GR 264879A (Daniels y cols., 2001), el H394/84 (Malmstrém y cols.,
2001), el BIBO3304 (Wieland y cols., 1998), y el BIBP3226 (Rudolf y cols., 1994;
Wieland y cols., 1995; Doods y cols., 1996). Parece que el mas selectivo, por el
receptor, es el ultimo de los citados (es el antagonista empleado en la presente Tesis

Doctoral), antagonista, por otro lado, de caracter no peptidico.

El receptor Y; ha sido detectado, mediante pruebas de ARNm en diversos tejidos
humanos, de rata y de raton (Larsen y cols., 1993; Wharton y cols., 1993; Nakamura y
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cols., 1995), entre los que se incluyen el cerebro (Wahlestedt y Reis, 1993; Wang y
cols., 2001a), el hipotdlamo (Wieland y cols., 1998), el corazon (McDermott y cols.,
1997), el rifion (Chevendra y Weaver, 1992), y el tracto gastrointestinal (Chevendra y
Weaver, 1992).

Por otro lado, al receptor Y, se le asocia con efectos tipicos del NPY, tales como
la vasoconstriccion de la mayoria de los lechos vasculares (Edvinsson y cols., 1987) o el
efecto ansiolitico (Wahlestedt y cols., 1993). Actualmente, se acepta que el receptor Y,
pueda regular la estimulacion del apetito (Pedrazzini y cols., 1998; Wieland y cols.,
1998; Daniels y cols., 2001; Kanatani y cols., 2001; Mullins y cols., 2001), efecto
atribuido, generalmente, al receptor Ys. También se han descrito efectos mediados por
el receptor Yy en el crecimiento celular, por activacion de la MAPK (Nie y Selbie,
1998).

1.3.2.2. RECEPTORESY,

Se cloné por primera vez a partir de un ADNc procedente de una linea celular
humana (SMS-KAN) (Rose y cols., 1995) y posteriormente a partir de librerias de
ADNCc procedente de cerebro humano (Gehlert y cols., 1996a). Se podria decir que el
orden de potencia de unién es mas 0 menos igual para el NPY y el PYY, un poco menor
para el fragmento del carbono terminal, y menor, también, para el analogo sustituido
con [Pro*] y para el PP. Dada la creciente importancia que esta adquiriendo este
receptor, surgid la necesidad de desarrollar algunos antagonistas selectivos que
permitieran el estudio de las posibles implicaciones bioldgicas y terapeuticas del
mismo. Primero se sintetiz0 el t14-[NPYs336] (Grouzmann y cols., 1997) y
posteriormente se comercializd un antagonista de caracter no peptidico, BIIE0246,

bastante mas selectivo que el anterior (Doods y cols., 1999; Dumont y cols., 2000).

Segun indican los ensayos de ARN mensajero, los receptores Y, han sido
detectados en varias zonas del SNC, aunque se encontraron niveles bajos de ARNm en
tejidos periféricos humanos (Zhang y cols., 1997b), entre los que cabe destacar el

corazén (McDermott y cols., 1997).

La accion que se ha atribuido al receptor Y tiene lugar a nivel presinaptico,
inhibiendo la liberacién de neurotransmisores (Wahlestedt y cols., 1986; Smith-White y
cols., 2001). Ademés, se ha demostrado que los receptores Y, se localizan en

47



Introduccion

terminaciones nerviosas noradrenérgicas alrededor del hipotalamo, ejerciendo una
accion inhibitoria sobre NA (Martire y cols., 1993). Otros estudios han involucrado a
los receptores Y, en la regulacion endocrina, como la liberacion de prolactina (Wang y
cols., 1996), o la potenciacion de la secrecion de vasopresina del lobulo
neurointermedio de la rata (Larsen y cols.,, 1994). Algunas investigaciones, muy
recientes, implican a este receptor en el efecto orexigeno, en la motilidad intestinal, en
el ciclo circadiano, en la memoria, en la epilepsia y en el dolor (Kaga y cols., 2001).
También se ha demostrado que los receptores Y, actian conjuntamente con los Yy en la
induccion del crecimiento celular a través de la enzima MAPK (Nie y Selbie, 1998).

1.3.2.3. RECEPTORES Y;

Hasta el momento, el receptor Y3 no se ha clonado. Sin embargo, algunos
estudios apuntaban que existia un lugar de union mas potente para el NPY que para el
PYY en diversos modelos experimentales (Grundemar y Hakanson, 1991; Dumont y
cols., 1994; Hirabayashi y cols., 1996). Hoy en dia, no se tiene ninguna evidencia que
afirme la existencia del citado receptor, ya que ni ha sido clonado, ni existen agonistas o
antagonistas especificos. Las normas actuales de nomenclatura (Michel y cols., 1998)
recomiendan dejar vacante el numero tres para asignarlo a aquellos casos donde la

afinidad del NPY por el receptor sea mucho mayor que la afinidad del PYY.

1.3.24. RECEPTORES Y,

El receptor Y, se clond por primera vez a partir una la libreria gendmica humana
y se le denomind originalmente “PP1” (Lundell y cols., 1995). La caracteristica
principal de este receptor es su gran afinidad por el PP de su misma especie (Berglund y
cols., 2001). Es curioso porque homélogos de PP de otras especies tienen 50 e incluso
100 veces menos afinidad por el receptor (Gehlert y cols., 1996b). Parece ser, por tanto,
que el resto de los péptidos de la familia tienen poca afinidad por este receptor y que el

PP es el ligando enddgeno para él.

De nuevo, ensayos de ARNm en humano demostraron la existencia del receptor
Y, en el colon, en la prostata y en el SNC (Lundell y cols., 1995). En la rata, el receptor

se encuentra principalmente en el pulmon (Lundell y cols., 1996).
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1.3.2.5. RECEPTORES Y5

El gen que codifica para el receptor Ys, en el hombre, se encuentra en el
cromosoma 4q, la misma localizacion, por tanto, del receptor Y3, pero con diferente
orientacion (Gerald y cols., 1996). El receptor se ha encontrado en varias zonas del
cerebro, incluyendo aquellas areas importantes para la regulacion de la ingesta de
alimentos (Gerald y cols., 1996; Hu y cols., 1996). También se ha encontrado en los
testiculos (Pierroz y cols., 1999; Suburo y cols., 2002) y en el corazon de fetos de raton
(Pellieux y cols., 2000). La mayor afinidad por este receptor la tienen el NPY y el PYY,
presentando afinidad intermedia algunos andlogos como el NPY,.36, €l PYY336 Yy €l
NPY3.35. El péptido PP tiene una muy baja afinidad por el receptor de la rata y del
hombre.

Actualmente, se conocen agonistas (Balasubramaniam y cols., 1994; Cabrele y
cols., 2000; Parker y cols., 2000) y antagonistas (Kanatani y cols., 2000a; Yokosuka y
cols., 2001) selectivos de este receptor, que facilitan en gran medida el estudio de las
respuestas fisiol6gicas mediadas por la familia de los polipéptidos pancreaticos.

A este receptor se le atribuyen efectos reguladores de la ingesta de alimentos
(Gerald y cols., 1996; Kanatani y cols., 2000a; Yokosuka y cols., 2001) y juega un
papel importante en la modulacion de la transmision excitatoria del hipotdlamo (Guo y
cols., 2002). Ademas, se le ha implicado en procesos de remodelacion cardiaca, por
activacion de factores de crecimiento y potenciacion de la activacion de sefiales
mitogénicas, inducidas por sustancias de caracter a-adrenérgicas (Pellieux y cols.,
2000).

1.3.2.6. RECEPTORES yg

El receptor ys se clond por primera vez en el raton (Weinberg y cols., 1996). Se
caracteriza por ser un pseudogen en los primates y no estar presente en la rata (Burkhoff
y cols., 1998). Se localiza en el cromosoma 5, en la region 5931 (Gregor y cols., 1996).
Se ha encontrado ARNm para este subtipo en tejidos humanos que incluyen el corazon
y el musculo esquelético (Gregor y cols., 1996). La afinidad de los péptidos de NPY por
dicho receptor no ha sido demostrada y su perfil farmacoldgico tampoco.
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1.3.3. RELEVANCIA FISIOLOGICA Y PATOLOGICA DEL NPY

Las funciones fisiologicas del NPY son dificiles de evaluar. No hay que olvidar
que su efecto puede variar durante el desarrollo (Sun y cols., 1991) y, tampoco puede
obviarse que la existencia de diferentes neuropéptidos es una consecuencia de la
evolucidn. Por tanto, es factible que el péptido tenga importancia en especies inferiores
y que haya sido relevado por otras moléculas mas eficaces. Todo ello, sumado a las
posibles interacciones con otras sustancias (dejando al descubierto el efecto solo cuando
las dos estan presentes) hacen muy ardua la busqueda y explicacion de los efectos del
NPY. Incluso en el caso de encontrar algin efecto, tampoco resulta facil probar el papel
fisioldgico del mismo (Beaulieu y Lambert, 1998).

1.3.3.1. EFECTOS CENTRALES DEL NPY

El NPY se encuentra ampliamente distribuido tanto en el cerebro de la rata como
en el del hombre o en otras especies (Wang y cols., 2001a), encontrandose los niveles
mas elevados en el hipotdlamo y en la amigdala (Heilig y Widerlév, 1990). El mayor
numero de neuronas de NPY estan localizadas en el ndcleo arcuate del hipotalamo
(Heilig y Widerldév, 1990) y algunas de estas neuronas vierten y proyectan su
neurosecrecion en el ndcleo paraventricular (Liposits y cols., 1988). En la corteza
cerebral aparece junto con el &cido y-aminobutirico (GABA) y junto con la
somatostatina (Aoki y Pickel, 1990).

Se ha descrito que el NPY regula una serie de acciones fisioldgicas que incluyen
el apetito y el consumo de etanol (Daniels y cols., 2001; Kelley y cols., 2001; Guo y
cols., 2002), la ansiedad y el suefio (Antonijevic y cols., 2000; Britton y Southerland,
2001), el aprendizaje y la memoria (Redrobe y cols., 1999), el dolor (Wang y cols.,
2000), la actividad anticonvulsivante (Vezzani y cols., 1999), el ciclo circadiano
(Yannielli y cols., 2001), y la fertilidad (Kalra y Kalra, 1996). Algunas de ellas se

detallan en las paginas siguientes.

» Regulacién del apetito

Actualmente, existe la certeza de que el NPY actla como orexigeno, tanto en
vertebrados (Kaye y cols., 1990; Daniels y cols., 2001; Magni y cols., 2001) como en
invertebrados (Narnaware y cols., 2000). La regulacion que ejerce el NPY sobre la
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ingesta se ha demostrado incluso en fetos, indicando la importancia del péptido en la
maduracion funcional de la regulacion del apetito (Roberts y cols., 2000). Parece ser
que la regulacion del apetito, del peso corporal, y del balance energético, mediada por el
NPY, tiene lugar en el hipotdlamo (Williams y cols., 2000). De hecho, la inyeccion del
péptido en los ventriculos cerebrales (Clark y cols., 1984) o en el nucleo paraventricular
del hipotalamo (centro de la saciedad) (Stanley y Leibowitz, 1984) induce una respuesta
desmedida en la ingesta que llega, incluso, a desencadenar un sindrome con
caracteristicas similares a la obesidad, si la administracion es cronica (Stanley y cols.,
1986; Vettor y cols., 1994). Algunos estudios, realizados en modelos animales de
anorexia nerviosa, bulimia y obesidad (Kaye y cols., 1990) certifican que el NPY
enddgeno puede regular el apetito, ya que animales a los que se les sometia a ayuno,
incrementaban el contenido y la liberacion de NPY en el hipotdlamo, mientras que la re-
alimentacion revertia los efectos (Sahu y cols., 1988; Brady y cols., 1990; Minami y
cols., 1995). Por otro lado, se ha visto que la estabilizacion del peso en pacientes con
desérdenes alimentarios, o el tratamiento con farmacos que reducen el apetito (como la
fenfluramina) hacen disminuir los niveles hipotalamicos de NPY (Kaye y cols., 1990;

Rogers y cols., 1991).

A este respecto, también es conveniente resaltar que el NPY limita el gasto de
energia mediante un efecto inhibitorio sobre el tejido adiposo marron (ayudando, por
tanto, a mantener las reservas energéticas). Consecuentemente, la exposicion al frio
produce el proceso inverso. Es decir, se inhibe la liberacion hipotalamica de NPY,
permitiendo la termogénesis del tejido adiposo marrén (McCarthy y cols., 1993). Este
hecho explicaria que niveles altos de NPY generen hipotermia en algunos modelos que
utilizan roedores como animales de experimentacién (McCarthy y cols., 1993;

Pedrazzini y cols., 1998).

ElI NPY participa en este proceso junto con otras moléculas bioactivas, como las
hormonas peptidicas y la leptina (Zhang y cols., 1994). De hecho, algunos estudios
postulan que estos agentes son capaces de regular el metabolismo energético, por medio
de la inhibicién de la expresion del NPY (Stephens y cols., 1995; Erickson y cols.,
1996; Magni y cols., 2001). En este sentido, algunas investigaciones en roedores
afirman que la saciedad y el aumento del gasto de energia inducido por la leptina, se
deben en parte a la reduccion de la expresion hipotalamica de NPY, mientras que bajos

niveles de leptina hacen incrementar la produccion de NPY (Campfield y cols., 1996).
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Mas concretamente, se cree que la leptina puede actuar directamente en las neuronas
hipotaldmicas que sintetizan NPY, ya que en ellas se ha encontrado el receptor

especifico al que se une (OB-Rb) (Mercer y cols., 1996).

El hipotdlamo es la regidén implicada en la regulacion central del hambre
(Tomaszuk y cols., 1996). En diversas zonas del mismo (ndcleo paraventricular, ncleo
arcuate e hipotalamo lateral o centro activador de la ingesta) se expresan tanto el
receptor Y; como el Ys (Gerald y cols., 1996). Para determinar si dichos subtipos de
receptores de NPY estaban implicados en la regulacion del apetito, se utilizaron
aproximaciones experimentales farmacolégicas y genéticas. Algunos autores
describieron varios analogos selectivos capaces de estimular el apetito (Gerald y cols.,
1996; Hu y cols., 1996; Mullins y cols., 2001). Por otro lado, otros investigadores
corroboraron su participacién, puesto que el uso de antagonistas especificos de ambos,
reducia la avidez que mostraban los animales de experimentacion por los alimentos
(Wieland y cols., 1998; Daniels y cols., 2001; Yokosuka y cols., 2001). Ademas,
algunos experimentos, realizados in vivo, con animales que carecian de uno u otro
receptor volvian a ratificar la implicacion de ambos receptores (Marsh y cols., 1998;

Pedrazzini y cols., 1998; Kanatani y cols., 2000b).

En resumen, se podria afirmar que el NPY regula la ingesta mediante la
interaccion de dos de sus receptores (Y1 e Ys) (Yokosuka y cols., 2001). Este hecho,
convierte a los receptores de NPY en una diana farmacoldgica ideal para la posible
sintesis de moléculas efectivas en la inhibicion de la hiperfagia y de la obesidad
inducida por el NPY.

Por otro lado, es interesante mencionar la creciente oleada de estudios que
intentan relacionar la adiccion al alcohol con el NPY. Aunque, actualmente no se
conoce el mecanismo exacto por el que el consumo de alcohol induce adiccidn, se ha
barajado la hipétesis de que pueda compartir los mecanismos hipotalamicos reguladores
de la ingesta de alimentos (Clark y cols., 1998). Ciertos estudios han implicado al NPY
en los efectos del etanol. Asi, algunas investigaciones apuntan que la infusion de NPY
en el hipotdlamo aumenta la preferencia y el consumo de etanol (Kelley y cols., 2001).
También se ha visto que los niveles de NPY estan aumentados en ratas educadas para
consumir alcohol (Hwang y cols., 1999), en ratas expuestas cronicamente a sus vapores

(Ehlers y cols., 1998) o al consumo de una dieta rica (6%) en alcohol (Clark y cols.,

52



Introduccion

1998). Aparentemente, la implicacion del NPY en el consumo de alcohol estd mediado

por los receptores Y; (Kelley y cols., 2001).

» Efecto ansiolitico y sedante

El NPY es capaz de regular la ansiedad (Britton y cols., 1997). De hecho, se
demostrd que ciertos farmacos prescritos en el tratamiento de algunos desérdenes
afectivos (depresion, esquizofrenia, etc.), tales como el litio y los inhibidores de la
recaptacion de serotonina, aumentan los niveles de NPY. Por el contrario, dichos
niveles se encontraban disminuidos en pacientes con ansiedad o depresion (Widerlév y
cols., 1988; Widdowson y cols., 1992).

Los efectos ansioliticos que ejerce el NPY en diversos modelos experimentales,
son comparables a aquellos inducidos por las benzodiazepinas. El efecto esta mediado
por los receptores Y3, situados en el nucleo central de la amigdala (Wabhlestedt y cols.,
1993; Sajdyk y cols., 1999), y por la reduccion de la hormona corticotropina (CRH),
liberada generalmente en situaciones de estrés (Kask y cols., 1997). Asimismo, se ha
asociado el efecto ansiolitico del NPY con los receptores de opioides puesto que su
blogueo, con naloxona, disminuye los efectos del NPY en la ingesta (Rudski y cols.,
1996), en la memoria (Cleary y cols., 1994) y en la ansiedad (Britton y Southerland,
2001). Sin embargo, el efecto ansiolitico del NPY no se ve afectado cuando se utiliza un

antagonista de las benzodiazepinas (Britton y Southerland, 2001).

Por otro lado, algunos estudios demuestran que la administracion de NPY reduce
la actividad neuronal en ciertas zonas implicadas en la regulacién del suefio (el locus
coeruleus y en el rafe dorsal) (Grundemar y Hakanson, 1994). Por tanto, se puede decir
gue el NPY actia como inductor del suefio (Ehlers y cols., 1997). En concreto, el
tratamiento a voluntarios sanos con NPY reducia la secrecion de la hormona
adrenocorticotropa y del cortisol por bloqueo de los efectos de CRH (hormona liberada
en situaciones de estrés), y aumentaba el periodo de suefio de la fase 2 y la fase REM

(Antonijevic y cols., 2000).

Estos hallazgos, junto con el hecho de que el NPY se sintetiza en menor medida
en pacientes con depresion (Widerlov y cols., 1988), cuyos cuadros sintomaticos

incluyen alteraciones del suefio, ansiedad y pérdida de apetito, sugieren el desarrollo de
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nuevas estrategias terapéuticas, que incluyan a los agonistas de NPY en el tratamiento

de los desérdenes afectivos.

> Regulacion del aprendizaje y la memoria

Se ha demostrado que el NPY es capaz de producir un aumento de la memoria
(Cleary y cols., 1994) e incluso, revertir la accion de algunos farmacos inductores de
amnesia (Redrobe y cols., 1999). Sin embargo, segun la zona donde sea administrado, el
hipocampo o la amigdala, el NPY puede causar aumento de la memoria 0 amnesia,
respectivamente (Redrobe y cols., 1999). Aparentemente, los receptores Y, son los
implicados en esta funcion del NPY. Ademas, se ha sugerido que el NPY podria
aumentar la memoria gracias a la inhibicién de la liberacion de GABA, neurotranmisor
junto con el que se localiza (Aoki y Pickel, 1990).

Debido a sus efectos sobre la memoria (Thorsell y cols., 2000), se han estudiado
los niveles de NPY en el cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Nilsson
y cols., 2001), donde de nuevo, se han descrito niveles reducidos (Beal y cols., 1986) o
niveles normales (Gabriel y cols., 1993; Gabriel y cols., 1996; Minthon y cols., 1997),
en funcion de la zona del cerebro estudiada. No obstante, el factor neurotréfico derivado
del cerebro, encargado de modular los niveles de neuropéptidos en el mismo, si esta

disminuido en animales con la enfermedad de Alzheimer (Croll y cols., 1999).

» Efectos analgésicos del NPY

Algunos estudios han comprobado que la administracion intratecal de NPY
eleva el umbral del dolor (Munglani y cols., 1996). EI mecanismo no se conoce por el
momento, aunque parece ser que los receptores Y; estan implicados en el proceso
(Wang y cols., 2000). Se ha barajado la hipotesis de que el NPY, probablemente actla
como un inhibidor o modulador de la transmision del dolor a través de la médula
espinal. Dicha actuacién podria ser directa sobre diversas areas cerebrales relacionadas
con el dolor (Polgar y cols., 1999), aunque también podria actuar indirectamente
inhibiendo la liberacion de la sustancia P, sustancia tipicamente relacionada con el dolor

(Duggan y cols., 1991).
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1.3.3.2. EFECTOS PERIFERICOS DEL NPY

En el sistema nervioso periférico el NPY se encuentra en neuronas simpaticas,
donde se localiza junto con NA, aunque también se ha encontrado en poblaciones de
neuronas parasimpaticas (Michel y Rascher, 1995). Se han descrito diversos efectos
periféricos del NPY tales como acciones en el sistema gastrointestinal, en el rifidén
(Chevendra y Weaver, 1992; Dibona y Sawin, 2001), en el pancreas (Lambeir y cols.,
2001), en las glandulas tiroideas (Grunditz y cols., 1984), en las plaquetas (Nilsson y
cols., 1996), en los mastocitos (Grundemar y Hakanson, 1991) y en el sistema

cardiovascular (Allen y cols., 1986; Pheng y Regoli, 2000).

Debido a que la presente tesis doctoral se llevo a cabo en miocitos aislados de
corazén de rata, en esta seccion se dara una vision detallada de los efectos del NPY

sobre el sistema cardiovascular.

1.3.3.3. EFECTOS CARDIOVASCULARES DEL NPY
> Distribucion del NPY en el sistema cardiovascular

El NPY es el péptido mas abundante, tanto en el sistema arterial como en el
miocardio. En el sistema nervioso periférico, se encuentra asociado a neuronas
simpaticas y a algunas neuronas del tallo cerebral (neuronas aparentemente implicadas
en el control del sistema cardiovascular) (Edvinsson y cols., 1987). Su distribucion ha
sido estudiada con técnicas de inmunoreactividad. Parece que su presencia es mayor en
arterias musculares que en arterias elasticas, en pequefias arterias mas que en grandes
arterias, siendo mas abundante en arterias que en venas. A este respecto, se ha visto que
el NPY se encuentra ampliamente distribuido en arterias coronarias de perro (Allen y
cols., 1986), de rata (Gu y cols., 1984; Han y cols., 1989) y de hombre (Gu y cols.,
1983), y alrededor de las fibras miocardicas (Gu y cols., 1983), asi como en los

cardiomiocitos.

En el corazdn, el NPY se encuentra mayoritariamente en las auriculas (Onuoha 'y
cols., 1999). Asi por ejemplo, en el corazon de perro, los ventriculos y el septum
interventricular contienen cantidades moderadas del péptido (de alrededor de 45 y 28
pmol/g) mientras que se presenta en altas concentraciones en la zona del nodo
auriculoventricular (Gu y cols., 1983; Gu y cols., 1984; Allen y cols., 1986). En el
corazon de cobayo (Allen y cols., 1986) y de otras especies estudiadas, incluyendo el
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hombre (Onuoha y cols., 1999), también aparece distribuido por todo el tejido cardiaco,
siendo su presencia mas destacable en la auricula izquierda. En los ventriculos aparece
en mayor concentracion en el derecho que en el izquierdo (Onuoha y cols., 1999).
Asimismo, la parte media del miocardio se encuentra mas densamente inervada que el

endocardio y que el epicardio (Gu y cols., 1984).

> Efectos cardiovasculares a nivel central

No se sabe mucho acerca de los efectos centrales del NPY sobre el sistema
cardiovascular y sobre la respuesta simpatica. Parece ser que dependen del lugar y de la
via de administracion. Asi, se ha visto que la microinyeccion de NPY, en el nicleo
hipotaldmico posterior, incrementa la presion arterial y la resistencia de algunos lechos
vasculares y renales. Para ello, utiliza un mecanismo central, capaz de aumentar la
liberacion de NTs simpaticos. Sin embargo, la inyeccién de NPY en el tracto solitario
induce la reduccion de la misma (Michel y Rascher, 1995). Por su parte, un estudio
reciente, realizado en conejos conscientes, sefiala que la administracion
intracerebroventricular disminuye la presion arterial, atenda el control del baroreceptor
de la actividad renal simpatica y el rendimiento cardiaco (Matsumura y cols., 2000). Es
mas, este mismo estudio asegura que la leptina, molécula implicada en la saciedad y con
efectos contrapuestos al NPY, estd también implicada en el control del sistema
cardiovascular, pues su administracion inhibe todos los efectos del NPY a este nivel

(Matsumura y cols., 2000).

> Efectos periféricos del NPY en el sistema cardiovascular

Efectos vasculares

En la periferia, el NPY modula la funcién cardiovascular actuando en la vasculatura,
el corazén y el rifidén (reduce el flujo renal y regula el efecto natriurético y diurético)
(Bischoff y cols., 1994; Bichoff y cols., 2000). Las acciones tipicamente atribuidas al
NPY incluyen la regulacion del tono vascular (Schuerch y cols., 1998) y el control de la

funcién cardiaca.

En las neuronas presinépticas, el NPY inhibe su propia liberacion y la liberacion
de catecolaminas de los nervios simpaticos (McDermott y cols., 1993). También es

capaz de inhibir, mediante los receptores Y, (Abrahamsson, 2000; Smith-White y cols.,
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2002), la estimulacion vagal (es decir, la liberacion de Ach) desencadenada como
consecuencia de una activacion simpatica excesiva (Lundberg y cols., 1984; Awad y
cols., 1991; Serone y Angus, 1999, Abrahamsson, 2000). La inhibicion vagal podria
funcionar como un “efecto de memoria” en estimulaciones simpaticas breves pero

intensas, ya que prolonga el efecto simpatico en el corazén.

Los efectos vasculares, a nivel postsindptico, se pueden dividir en efectos
directos e indirectos (efectos de potenciacion). Asi por ejemplo, dentro de los efectos
directos, destaca la capacidad del péptido para disminuir el flujo sanguineo de las
arterias coronarias (Allen y cols., 1986). Asimismo, el NPY actua de forma notable en
arterias cerebrales, mesentéricas y renales (para revision, Michel y Rascher, 1995). En
este sentido, su potente efecto vasoconstrictor se ha demostrado in vivo, en perros
anestesiados (Awad y cols., 1991) e in vitro, en vasos aislados (Allen y cols., 1986;
Pedrazzini y cols., 1998) y en tejidos (Franco-Cereceda y cols., 1985).

El efecto mas destacado es a nivel de las pequefias arterias coronarias (efecto
asociado con el vasoespasmo coronario) (Edvinsson y cols., 1987; McDermott y cols.,
1993). De hecho, la administracién sistémica de NPY induce hipertension debida al
aumento en la resistencia vascular periférica (Hashimy cols., 1997). Acompafiada, en la
mayoria de los casos, de una bradicardia refleja, consecuencia de la elevada presion
sanguinea y de la activacion de los mecanismos del sinus carotideo que inducen la

disminucion de la contractilidad (Lundberg y Tatemoto, 1982).

Aunque no es el efecto mas comun, en algunas circunstancias, el NPY causa
vasodilatacion. Normalmente, este efecto dual depende de la dosis y se ha descrito in
vivo, secundaria a la liberacion de histamina de los mastocitos o en la circulacién

cerebral, cuando las dosis son elevadas (Edvinsson y cols., 1987).

Otros estudios describen los efectos indirectos del péptido. Es decir, la
potenciacion de los efectos constrictores iniciados por otros agentes vasoconstrictores,
(NA, histamina, angiotensina Il, etc.). Estos efectos han sido estudiados en el conejo
(Edvinsson y cols., 1984), en la rata (Wahlestedt y cols., 1990), en el hombre (Schuerch
y cols., 1998) y en ratones transgénicos (Michalkiewicz y cols., 2001). De este modo,
en algunos de los vasos periféricos donde el NPY no tiene un efecto directo claro, si lo
tiene en la presencia de otros agentes vasocontrictores. Sin embargo, no se sabe si la
potenciaciéon de los efectos es dependiente o no del endotelio (McDermott y cols.,
1993).
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En general, los efectos inducidos por el NPY son similares a los producidos por
la NA, con la diferencia de que los del péptido son menos pronunciados, pero mas
duraderos, ya que la degradacién de la NA es mucho mas rapida que la del NPY
(Edvinsson y cols., 1987). El aclaramiento del NPY del plasma humano es de
aproximadamente 20 min (Pernow y cols., 1987). Si bien, no faltan aquellos estudios,
en el perro y el conejo, que excluyen la potenciacion simpatica o parasimpatica,

tradicionalmente atribuida al NPY (Awad y cols., 1991; Serone y cols., 1998).

Dada la multitud de efectos presinapticos descritos, es dificil predecir como
influyen en una situacion fisiolégica, el efecto inhibidor presindptico y el efecto
estimulador postsindptico, o0 como se relacionan entre si la inhibicion presinaptica

concomitante de los nervios simpaticos y parasimpaticos.

La vasoconstriccion inducida por NPY es sensible a la accidon de blogueantes de
los canales de Ca?* (Haas y cols., 1991), lo que implica la participacién del canal de
Ca’* tipo L en el proceso (Xiong y cols., 1993). En presencia del NPY, el Ca?* que entra
en la célula es incapaz de activar los canales de potasio activados por Ca?* (Xiong y
Cheung, 1994). Favoreciendo, por tanto, que la célula se encuentre excitada durante mas
tiempo, que el PA sea mas largo y que en el interior de la célula la concentracion de
Ca’* sea méas elevada (Mihara y cols., 1989; Jacques y cols., 2000). Ademés de esta
hipdtesis para explicar los mecanismos que inducen los efectos vasoconstrictores del
NPY, se han propuesto otras vias de actuacion. Asi, algunos estudios, realizados en
células procedentes de aorta de cerdo, proponen que el efecto directo del NPY sobre los
vasos estd mediado por la fosforilacion de la cadena ligera de miosina. También
proponen que las interacciones del péptido con otros agentes vasoconstrictores pueden
estar mediadas por efectos inhibidores de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por la
activacion de la PKC (Lobaugh y Blackshear, 1990; Duckles y Buxton, 1994). Si bien,
otros estudios describen una variacion en el potencial de membrana (Prieto y cols.,
1997), debido a la activacion de canales ionicos inespecificos y a la inhibicion de la
enzima A-C (Fredholmy cols., 1985; Prieto y cols., 1997).

Por su parte, el receptor implicado en el efecto constrictor del NPY es el Y;. Asi
lo demuestran algunos estudios realizados en ratones knock out, carentes del receptor Y3
(Pedrazzini y cols., 1998), en conejos conscientes (Serone y Angus., 1999), en ratas,

cobayos y conejos anestesiados (Abrahamsson, 2000) y en una investigacion que
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utilizaba oligodesoxinucle6tidos especificos para el receptor Y; del hombre (Erlige y
cols., 1993).

Otros estudios in vitro, realizados en distintos tipos celulares, corroboraban que
tanto el aumento del Ca*" intracelular como la consecuente activacion de la cascada
intracelular estaban mediados por el receptor Y; (Aakerlund y cols., 1990; Jacques y
cols., 2000; Prieto y cols., 2000). Por el contrario, los efectos presinapticos del péptido
parecen estar mediados por el receptor Y,, presente en el nervio vago y en las fibras

nerviosas simpaticas (Shine y cols., 1994).

Efectos en el corazon

Aunque los efectos vasculares del NPY estan bien documentados, los resultados
de los estudios en corazén siguen siendo, aln, motivo de controversia entre los
investigadores. Probablemente, el conflicto surge como consecuencia de las
innumerables técnicas, especies y tejidos utilizados para el examen de la cuestion. Sin
olvidar el hecho de que al describir los efectos del NPY sobre el corazon, a veces, no se
pueden obviar ciertos efectos vasculares como la reduccion del flujo sanguineo
coronario (Awad y cols., 1991) y el aumento de la resistencia vascular en varias
especies, incluyendo al hombre (Allen y cols., 1983; Balasubramaniam y cols., 1988).
De este modo, el NPY podria ejercer efectos en la post-carga como resultado de la
vasoconstriccion inducida en las arterias pero también podria modificar la pre-carga por

la vasocontriccion causada en las venas.

En el corazon se han localizado al menos tres subtipos de receptores, el Y;
(McDermott y cols., 1997), el Y, (McDermott y cols., 1997) y el receptor putativo Y3
(Balasubramaniam y cols., 1990). Por tanto, es factible que el NPY module la funcién
cardiaca directamente en los cardiomiocitos, alterando la contraccion, el cronotropismo,
la conduccion eléctrica (Kralios y cols., 1995) o afectando la sintesis proteica que

desencadenaria el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (Millar y cols., 1994).

Los efectos directos del NPY sobre la contraccion son confusos y a menudo
contradictorios, dependiendo de la especie y el tejido utilizado. En este sentido, se han
descrito efectos inotrépicos negativos en estudios in vivo utilizando perros como
animales de experimentacion (Awad y cols., 1991). Este estudio concreto explicaba la

reduccion de la capacidad contractil del corazon como la consecuencia de varios
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fendmenos simultaneos; la vasoconstriccion, inducida por el NPY, en las arterias
coronarias, la activacion refleja de los baroreceptores y la inhibicion presinaptica de la
liberacion de NTs de los nervios simpaticos, reduciendo por tanto, la actividad
simpatica.

Algunos autores decidieron realizar sus trabajos en tejidos aislados, evitando asi
los efectos que dan lugar a resultados contradictorios, como la perfusién miocéardica o la
isquemia causada por el fuerte efecto vasoconstrictor del NPY. De nuevo, muchos de
ellos obtuvieron resultados similares con respecto a la contraccion. Asi, el estudio de los
miocitos de la rata (Balasubramaniam y cols., 1988; Piper y cols., 1989; Millar y cols.,
1991), el cobayo (Bryant y cols., 1991) y el perro (Rigel y cols., 1989), dieron como
resultado efectos inotropicos negativos en la contraccion. Por su parte, otros estudios,
que intentaron analizar parametros implicados en el mecanismo de la contraccion,
mostraron que el NPY inhibia la acumulacion de AMP¢, previamente estimulada por
forskolina o isoproterenol (ISO) y que prevenia su acumulacion cuando el péptido se
administraba previamente (Kassis y cols., 1987; Millar y cols., 1988). Estos datos
sustentaban la hipotesis de Woo y Ganguly (1995) quienes afirmaban que el NPY era
capaz de inhibir la contraccion porque evitaba la estimulacion contractil inducida por
otros agentes. Otras investigaciones llevadas a cabo en miocitos ventriculares de cobayo
por Bryant y cols. (1991, 1996), desde una orientacion metodologica distinta,
verificaron de nuevo el comportamiento del NPY como inhibidor de la respuesta
contractil y como sustancia antiadrenérgica. Asi, se demostré que el NPY era capaz de
acortar el PA (Bryant y cols., 1991) y de disminuir la Ic, (Bryant y Hart, 1996).

Por el contrario, otra corriente de investigadores apoya la hipotesis de que el
NPY no ejerce ningln efecto sobre la contractilidad cardiaca. Asi lo demuestran
algunos estudios llevados a cabo en auricula derecha (Allen y cols., 1986), en auricula
izquierda de cobayo (Wahlestedt y cols., 1987; Serone y Angus, 1999), en miocardio
aislado de corazon de rata (Woo y Ganguly, 1995) y en células ventriculares de rata
(Horike y cols., 1997).

De igual forma, se han descrito efectos inotropicos positivos en perros
vagotomizados (Hashim y cols., 1997), en auricula de cobayo (Lundberg y cols., 1984;
Franco-Cereceda y cols., 1985), en miocitos ventriculares de rata, donde la I, era
bloqueada previamente y en células ventriculares de cobayo (Millar y cols., 1991). De

hecho, Millar y cols. (1991) argumentan que el efecto contractil negativo del NPY, visto

60



Introduccion

anteriormente por su grupo (Millar y cols., 1988; Piper y cols., 1989), era debido,
fundamentalmente, al aumento inducido por el NPY sobre la l,. Sin embargo, el
bloqueo de la misma con 4-AP desenmascaraba, por un lado, el aumento de la Ic,_ y por
otro lado, un efecto contractil positivo. Ademas, la hipétesis se ratificaba porque en el
corazon de cobayo, carente de Iy, el efecto era de nuevo inotropico positivo. En este
estudio, el efecto del NPY, en presencia de 4-AP, no se inhibia por la toxina pertussis

(PTX), lo que implica otro mecanismo de accion alternativo.

Con respecto a la regulacion del efecto cronotrépico tampoco existe acuerdo. A
nivel postsinaptico, algunos autores encuentran efectos positivos (Lundberg y cols.,
1984; Franco-Cereceda y cols., 1987), mientras que otros no describen efecto alguno
(Allen y cols., 1986; Rigel, 1988). Sin embargo, el NPY puede ejercer efectos
presinapticos en el cronotropismo, inhibiendo las acciones tanto de la liberacion de NA
como de Ach. Por tanto, dependiendo de quién predomine, si el sistema simpatico o el
parasimpatico, asi sera el efecto.

En contraste con la controversia establecida a la hora de concretar el efecto
directo del NPY sobre el corazon, se sabe con seguridad que éste reduce el rendimiento
cardiaco (McDermott y cols., 1993) y en el proceso, probablemente estén involucrados

tanto los efectos cardiacos como los vasculares, expuestos anteriormente.

Los mecanismos moleculares que median los efectos del NPY en el corazén no
estan bien establecidos. Se sabe, como se menciond en apartados anteriores, que el NPY
acta por medio de su union a receptores especificos, de los que se conocen 3 subtipos
distintos en el corazdn; Y1, Y, Y3 Los subtipos méas abundante en el corazéon sonel Y1y
el Y, (Balasubramaniam y cols., 1990; McDermott y cols., 1997).

Asi, la controversia no se establece s6lo en las acciones y efectos del NPY sobre
la contractilidad del corazdn sino también, en el mecanismo de accion del mismo.
Aungue este no se conoce con exactitud, muchos investigadores postulan la inhibicion
de la enzima A-C (previamente estimulada con ISO) mediante el acoplamiento del
receptor de NPY a proteinas G;, sensibles a PTX (Kassis y cols., 1987; Millar y cols.,
1988; Piper y cols., 1989; Bryant y cols., 1991; Millar y cols., 1991; Bryant y Hart,
1996). Este mecanismo podria explicar el efecto inotrépico negativo descrito por
diversos autores (Awad y cols., 1991; Millar y cols., 1991).
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Otro mecanismo de accion, propone la activacion, por parte del NPY, de la via
del IP; y la estimulacion de la PKC (Bell y cols., 1997), activando secundariamente la
movilizacién de Ca®" intracelular y la activacion de los canales de Ca®*. Si este

mecanismo resultara cierto, explicaria el efecto inotrépico positivo.

» Implicaciones patologicas del NPY en el sistema cardiovascular

El NPY, como se ha explicado anteriormente, tiene un potente efecto
vasoconstrictor, hecho que conlleva un aumento de la presion arterial media. Este efecto
es menos potente pero méas duradero que el de la NA. Aunque dada su accién mas lenta,
las diferencias en cuanto a la potencia pueden ser sélo aparentes. Sin embargo, no esta
claro si en situaciones fisiologicas tiene alguna importancia, ya que su concentracion
plasmética es minima en el hombre, teniendo valores aproximados de 10-20 pmoles/L
(aunque las concentraciones sanguineas difieren enormemente de unos pacientes a
otros) (Onuoha y cols., 2000). El efecto, quizés, seria en situaciones fisioldgicas que
impliguen un aumento del tono simpético, como por ejemplo el ejercicio fisico donde
hay un aumento de los niveles plasméticos de hasta cuatro veces los valores normales
(Morris y cols., 1997; Gullestad y cols., 2000; Morgan y cols., 2000). Por el contrario,
el NPY en situaciones patoldgicas si puede desempefiar alguna funcién, puesto que
también se ha visto que sus niveles estan incrementados en situaciones de anoxia (Haass
y cols., 1992) y de enfermedades vasculares como la hipertension (Michel y Rascher,
1995), la angina de pecho (Onuoha y cols., 2000), el infarto de miocardio (Han y cols.,
1989; Halawa y Salomon, 2001) o la insuficiencia cardiaca (Hulting y cols., 1990; Feng
y cols., 1999).

Las razones de este incremento no se conocen por el momento, aungue podrian
estar relacionadas con la alteracion del control neurohumoral, generado con el fin de
preservar niveles normales de presion arterial. Entre dichas alteraciones se incluye la
activacion del sistema nervioso simpatico, en situaciones de estrés cardiaco (como la
hipertrofia ventricular izquierda), lo que podria explicar en parte la deplecion (Love y
cols., 1993; Bohm y cols., 1995) y vaciamiento de los reservorios ventriculares y el
aumento concomitante de las concentraciones en sangre tanto de NPY como de NA. De
hecho, ratas a las que se inducia un infarto de miocardio, por ligadura de la arteria

coronaria izquierda, liberaban mas NPY en las zonas dafiadas, circunstancia que podria
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contribuir al aumento del flujo sanguineo colateral induciendo procesos deletéreos en
dicha zona (Han y cols., 1989). Sin embargo, algunos estudios apuntan que la
depleccion de los reservorios de NPY no es dependiente de la hipertrofia o de la

hipertension (Nyquist-Battie y cols., 1998).

Es curioso porque en estos casos (donde el tono simpético esta activado) no
existe correlacion en los niveles plasmaticos de ambas sustancias en sangre.
Circunstancia que se puede deber a que las vidas medias de ambas sustancias son

diferentes (20 minutos para el NPY y 1 6 2 minutos para la NA) (Pernow y cols., 1987).

En estados moderados de insuficiencia cardiaca la sensibilidad de los receptores
al NPY esta incrementada. Este hecho puede contribuir al mantenimiento de la precarga
por vasoconstriccién venosa (Feng y cols., 2000). Sin embargo, en estados avanzados
de hipertrofia y en insuficiencia cardiaca, los receptores vasculares disminuyen su
sensibilidad de respuesta al NA y al NPY (Feng y cols., 1999). El tratamiento con
antihipertensivos, a dosis bajas que no normalizan la presién arterial, es capaz de
revertir la desensibilizacion de los receptores (Bohm y cols., 1995). Por ello, se han
propuesto algunos antagonistas y andlogos como posible tratamiento alternativo a la
hipertensién. Es el caso del NPY (27-36)-p, que ha demostrado efectos hipotensores en
la rata (Roscoe y cols., 1996). Otros factores que pueden intervenir en la sensibilidad de
los receptores al NPY son el sexo (Bischoff y cols., 2000) y la edad (Lambert y cols.,
1999).

Es importante tener en consideracion que el NPY también regula la accidn
vasoconstrictora de otros NT como por ejemplo la NA. Asi, en algunos casos de angina
o infarto de miocardio asociados con vasoespasmo, los pacientes podrian presentar
resistencia a algunos tratamientos con bloqueantes a-adrenérgicos debido a la presencia

de otros peptidos vasoactivos que siguen actuando (Alleny cols., 1986).

Se baraja la posibilidad de que pequefias concentraciones de NPY no sean
fisiologicas o patoldgicamente relevantes. No obstante, es posible que la exposicion
continuada a niveles bajos del péptido altere la sensibilidad celular a otros estimulos.
Esta hipdtesis resulta interesante porque los niveles del péptido estdn aumentados en
enfermedades cardiovasculares. A este respecto, se ha mostrado que miocitos neonatales
sometidos a bajas concentraciones de NPY variaban la respuesta de cronotropica

positiva a negativa de los agonistas a-adrenérgicos. Estos resultados sugieren, por tanto,
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que el NPY puede alterar la diferenciacion fenotipica de las células miocéardicas
neonatales, contribuyendo a su maduracion (Sun y cols., 1991; Sun y cols., 1998b). Esta
hipétesis concuerda, perfectamente, con las observaciones realizadas, por otros autores,
en miocitos adultos (Millar y cols., 1994; Goldberg y cols., 1998; Pellieux y cols.,
2000). Asi, se propone que el contacto continuado de las células con el NPY retarda la
degradacion de las proteinas y estimula su sintesis. A este respecto, un estudio de
Goldberg y cols. (1998) propone que el NPY estimula la sintesis de proteinas de los
miocitos adultos, mediante la activacién de proteinas G sensibles a PTX y de la enzima
fosfatidil inositol 3 kinasa (factor crucial para la sintesis proteica). Ademas, induce la
activacion de enzimas fetales como la isoenzima creatina kinasa-BB fetal, por la
activacion de la PKC y de la MAPK. Estos hallazgos junto con otros factores de
crecimiento podrian ser los responsables del crecimiento patolégico de las células, en
pacientes con enfermedades donde los niveles plasméaticos del péptido estan

anormalmente elevados.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Desde el aislamiento del NPY en 1982 (Tatemoto y cols., 1982), muchos
investigadores han estudiado sus efectos a todos los niveles del organismo. Sin
embargo, resultaba especialmente interesante el estudio de las acciones y mecanismos
implicados en la funcién cardiovascular, ya que a pesar de que su nombre haga
referencia al sistema nervioso, es un péptido muy abundante en el corazén. Ademas, en
él se han localizado al menos tres subtipos de receptores, el Y1 (McDermott y cols.,
1997), el Y, (McDermott y cols., 1997) y el receptor putativo Y3 (Balasubramaniam y
cols., 1990). Por tanto, era logico pensar que el NPY modulara la funcién cardiaca
directamente en los cardiomiocitos, alterando la contraccion, el cronotropismo, la
conduccion eléctrica (Kralios y cols., 1995) o afectando la sintesis proteica que
desencadenaria el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (Millar y cols., 1994).

Sin embargo, los investigadores no se ponian de acuerdo en cuanto al efecto del
NPY en conceptos clave en el corazon, como la contraccion. Por un lado, no era facil
aunar los efectos vistos por unos y otros autores debido a la diversidad de tejidos y
especies utilizados y por otro lado, resultaba dificil separar los efectos meramente

cardiacos de los efectos vasculares.

En este sentido, se han descrito efectos inotropicos negativos en estudios in vivo
utilizando perros, como animales de experimentacion (Awad y cols., 1991), en miocitos
de rata (Balasubramaniam y cols., 1988; Piper y cols., 1989; Millar y cols., 1991) en
miocitos de cobayo (Bryant y cols., 1991) y de perro (Rigel y cols., 1989). Por su parte,
otros estudios, que intentaron analizar parametros implicados en el mecanismo de la
contraccion, mostraron que el NPY inhibia la acumulacion de AMPc, previamente
estimulada por forskolina o isoproterenol (ISO) y que prevenia su acumulacion, cuando
el péptido se administraba previamente (Kasis y cols., 1987; Millar y cols., 1988).

Por el contrario, otra corriente de investigadores apoyaba la hipétesis de que el
NPY no ejerce ningun efecto sobre la contractilidad cardiaca. Asi lo demostraban
algunos estudios llevados a cabo en auricula derecha (Allen y cols., 1986), en auricula
izquierda de cobayo (Wahlestedt y cols., 1987; Serone y Angus, 1999), en miocardio
aislado de corazon de rata (Woo y Ganguly, 1995) y en células ventriculares de rata
(Horike y cols., 1997).
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De igual forma, se han descrito efectos inotropicos positivos en perros
vagotomizados (Hashim y cols., 1997), en auricula de cobayo (Lundberg y cols., 1984;
Franco-Cereceda y cols., 1985), en miocitos ventriculares de rata, donde la Iy, era

blogueada previamente y en células ventriculares de cobayo (Millar y cols., 1991).

Por otro lado, en la literatura aparecian pocos trabajos que describieran el efecto
de NPY en las corrientes ionicas de membrana del corazon (Millar y cols., 1991; Bryant
y Hart., 1996) o en la movilizacién de Ca?* (Horike y cols., 1997), parametros muy

relacionados con la contraccion.

Con respecto al mecanismo de accion, los resultados no eran mucho mas
unanimes. La idea méas aceptada sobre el mecanismo de accion del péptido argumentaba
la inhibicion de la enzima A-C. Asi, se especulaba que los receptores de NPY,
anteriormente citados, estan acoplados a proteinas G;j, sensibles a la toxina pertussis, que
actGan disminuyendo o anulando la actividad de dicha enzima y por tanto, reduciendo
los niveles de AMPc intracelulares. La variaciéon del contenido intracelular de AMP¢
implica a su vez la modificacion del flujo de Ca®*, tanto mediante la modulacién de los
canales de Ca®*, como por la movilizacién intracelular del mismo (Lundberg y cols.,
1984; Mihara y cols., 1989). Otro mecanismo de accion propuesto, proponia la
activacion, por parte del NPY, de la via del IP3; activando secundariamente la

movilizacién de Ca** intracelular y la activacion de los canales de Ca?*.

El analisis profundo de la literatura que describe los efectos del NPY en el
corazén demuestra que todavia quedan muchas incdgnitas por resolver en relacion a los
efectos sobre las corrientes idnicas de membrana, la contraccion y los mecanismos de
accion implicados. Por ello, en un intento por esclarecer las acciones y mecanismos del
NPY implicados en el corazén se decidio realizar una exhaustiva investigacion en
células ventriculares de rata, utilizando la técnica electrofisiologica de patch-clamp y
técnicas de fluorescencia acopladas a un microscopio confocal. Esta Gltima permitiria el

estudio simultaneo de la movilizacién de Ca** intracelular y de la contraccion.
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Por todo lo anterior, los objetivos que se plantearon en la presente Tesis
Doctoral fueron los siguientes:

1.- Estudiar el efecto directo de NPY sobre la contraccion y la sefializacion de Ca®*
intracelular, en miocitos ventriculares de rata.

2.- Analizar el subtipo de receptor y de los principales mecanismos de transduccién

implicados en el proceso de movilizacién Ca®* intracelular.

3.- Estudiar el efecto de NPY sobre la Icq.

4.- Estudiar los subtipos de receptores implicados en el efecto de NPY sobre Icq..
5.- Investigar el efecto de NPY sobre la ly.

6.- Estudio del subtipo de receptor y de los mecanismos de transduccion que intervienen

en el efecto.
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3.1. TECNICA DE DISOCIACION DE MIOCITOS CARDIACOS DE RATA
3.1.1. FUNDAMENTO Y PUNTUALIZACIONES DE LA TECNICA

El aislamiento y obtencién de células cardiacas, viables y tolerantes al Ca*, es
fundamental para la correcta caracterizacion de las corrientes idnicas, implicadas en la
funcién cardiaca. Por ello, es importante establecer, en cada laboratorio, una técnica de
disociacion facilmente reproducible, que permita obtener miocitos con caracteristicas

fisioldgicas similares.

La técnica utilizada para el aislamiento de células cardiacas consta basicamente
de dos etapas. Durante la primera etapa, la separacion de las células y la consecuente
ruptura del tejido es de caracter enzimatico, mientras que en la segunda etapa, la

disgregacion del tejido es de tipo mecanico.

Uno de los hechos mas relevantes a tener en cuenta durante el proceso de
disociacion celular es la “paradoja del calcio” (Zimmerman y Hilsmann, 1966). En
general, se ha visto que en la primera parte del proceso de disociacion, es necesaria la
exposicion del corazén a una solucién sin Ca?*. Aunque las razones no se conocen con
exactitud, parece ser que existen lugares especificos de unién para el Ca?* en la
membrana y/o matriz extracelular, hecho que favorece la integridad estructural del
tejido. Por ello, la eliminacién de dicho ion, del corazodn, facilitard la posterior
disgregacion celular, ya que los discos intercalares se separan parcialmente entre si y
parte del glicocaliz, que recubre la superficie del sarcolema se pierde (Frank y cols.
1982). Por tanto, después de la eliminacién del Ca**, las células estan mecénicamente
desacopladas, fenémeno conocido con el nombre de disociacién electromecanica. La
limitacion a esta aproximacion experimental se basa en el dafo irreversible que causa el
Ca®* sobre las células, cuando se las expone de nuevo al ion (paradoja del calcio) para
restablecer las condiciones fisiologicas del miocito. Basicamente, se podria decir que
cuando el corazén es expuesto de nuevo al Ca®*, se produce una entrada masiva del
mismo al interior de la célula y una consecuente activacion de la contractilidad. Si a este
hecho le sumamos el desacoplamiento mecanico existente entre las células, es logico
pensar que la fuerza local desarrollada por cada miocito se transmita s6lo a pequefias
areas, creandose entonces, demasiada tension en esas zonas. A Su vez y como

consecuencia, se produce la hipercontractura de las miofibrillas y el dafio estructural de
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las mitocondrias. Como resultado, el sarcolema se rompe liberando proteinas y ATP de

los reservorios celulares (para revision Piper, 2000).

Por tanto, el ajuste de la concentracién de Ca** durante cada etapa conllevara el
éxito o0 el fracaso en la obtencién de células viables y tolerantes al Ca?*. Por ello, y
teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, en la presente tesis doctoral se
utilizaron concentraciones de Ca®* crecientes que iban desde soluciones que no

contenian el catién hasta soluciones que tenian una concentracion de 1 mM del mismo.

La temperatura a la que se lleva a cabo la disociacién celular es también un
factor importante que influye dramaticamente en la obtencién de miocitos viables. En
general, el intervalo de temperatura, para la disociacion de corazones de mamiferos, ha
de ser de 35 a 37° C, aproximadamente (aunque una vez que las células se han obtenido
pueden mantenerse a cualquier temperatura). Parece ser, aunque no se conoce el
mecanismo con exactitud, que su importancia radica en la severa dependencia del RS a

la temperatura, a la hora de captar el Ca** (Sreter, 1969).

3.1.2. SOLUCIONES

e Solucién Tyrode en mM: NaCl 140; KCI 5,4; NaH,PO, 0,4; MgCl, 0,5; Hepes 25;
NaHCOj; 5; Glucosa 22; Insulina 0,1 u/L; el pH se ajusté a 7,4 con NaOH.

e Solucion con EGTA: La composicion de esta solucion fue igual a la anterior

excepto en que se afiadié EGTA a una concentracion de 0,2 mM.

e Solucién enzimatica I: El enzima, colagenasa Worthington tipo 1l (254 Ul/mL) se

disolvié en la solucién Tyrode y se afiadio CaCl, a una concentracion de 0,1 mM.

e Solucién enzimatica I1: La composicion de esta solucion es basicamente igual que
la anterior excepto que se afiadi0 1mg de albumina por cada mL de “solucién

enzimatica 1”.

e Solucién de lavado: Se disolvieron 0,5 mM de CaCl, y 2 mg/mL de albumina en la

solucion Tyrode.

e Solucidn de almacenamiento: En la solucion Tyrode se afiadiéo CaCl, (1 mM) y 2

mg/mL de albdmina.

71



Material y métodos

3.1.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

La técnica de obtencion de miocitos cardiacos llevada a cabo en la presente tesis

doctoral se basa en el método descrito anteriormente por Cheng y cols. (1993).

Los corazones se obtuvieron de ratas macho, de raza Wistar, con pesos
comprendidos entre 250 y 260 g. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sodico (50 mg/mL) siguiendo la normativa europea. A continuacion, se procedié a la
extraccion rapida del corazon que se mantuvo en la “solucion Tyrode”, a baja
temperatura (4°C), mientras se procedia al aislamiento de la aorta y se limpiaba de
restos de sangre y grasa. Posteriormente, se mont6 en un aparato de Langendorff que
mantenia una temperatura constante de 36° C. Seguidamente, se realizé la perfusion
retrograda a través de la aorta, con la “solucién con EGTA”, atemperada a 37° C. Al
corazén se le paso esta solucion con el fin de eliminar los restos de sangre y Ca®" y
terminar asi con los latidos espontaneos del mismo. Una vez que el corazdn estuvo
limpio, es decir, cuando cambi6 de color (de rojo a marron) y cuando la gota que pasaba
a su través era traslucida, se perfundié con la “solucién enzimatica 1”. Cuando el
corazén estuvo disociado la velocidad de caida de la gota aument6 (1,5 gotas por

segundo).

Concluida la disociacion de tipo enzimatico, se dio paso a la disociacion de tipo
mecanico. Se quitd el corazon del aparato de Langendorff y se disecciond en 4 partes
anatomicas: apex, septum, ventriculo derecho y ventriculo izquierdo. Las distintas
partes del corazdn se trocearon con ayuda de unas tijeras, y se pusieron en contacto con
la “solucion enzimatica 117, sometiéndolas a agitacion durante 1, 2 y 3 min (para obtener
fracciones a distintos tiempos), después de los cuales el sobrenadante se filtrd, para
separar las células de los trozos de tejido y se centrifugé durante 3 minutos, para
favorecer el deposito de las mismas. Dichos depositos se dispersaron en la “solucion de
lavado” con el fin de frenar la actividad enzimatica sobre las membranas de las células y
se volvieron a centrifugar. Por Gltimo, los depésitos celulares se resuspendieron en la
“solucién de almacenamiento” donde se conservaron hasta el momento de la

experimentacion.

Con este procedimiento se obtienen un 80% de células tolerantes al Ca®*, las
cuales son viables, incluso 48 horas después de la disociacion (Bénitah y Vassort,
1999).
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3.2. TECNICAS DE FLUORESCENCIA

En la naturaleza existen ciertas moléculas que poseen propiedades fluorescentes,
es decir, que absorben fotones y a continuacion, son capaces de emitir luz.
Generalmente, son sustancias con estructuras poliaromaticas o heterociclicas a las que
se denomina fluordforos. Estas moléculas se caracterizan por presentar, en su estructura,
enlaces o conjuntos de enlaces responsables de la absorcion de luz. El estudio de la
fluorescencia proporciona una valiosa informacién sobre aspectos estructurales de la
molécula responsable, o de su relacién con el medio que la rodea. En el &mbito biofisico
el uso de estas técnicas permite observar, y en algunos casos cuantificar, sustancias o
regiones bioldgicas concretas, por la mera union de la sustancia o region objeto de

estudio con la molécula fluorescente.

3.2.1. DESCRIPCION DEL FENOMENO DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia tiene lugar como resultado de un proceso que consta de tres
etapas: excitacion, pérdida de energia y emision. Durante la etapa de excitacion, la
molécula absorbe un fotdn procedente de una fuente externa (una lampara
incandescente o un laser, por ejemplo), y como consecuencia, la molécula pasa desde el
estado fundamental a un nivel energético superior o estado excitado (etapa 1 en la figura
15). Una vez en el estado excitado los rapidos procesos de relajacion hacen que el
sistema evolucione hacia un modo vibracional de menor energia del estado excitado. De
esta manera, se disipa una determinada energia en forma de calor, etapa de pérdida de
energia (fase 2 en la figura 15). Posteriormente, la molécula tiende a pasar de nuevo al
estado fundamental. Este retorno se puede llevar a cabo de mdltiples formas, las cuales
compiten entre si y se denominan, en su conjunto, procesos de desexcitacion. En el caso
de un fluordforo, la vuelta al estado fundamental se realizara mediante la emision de
energia en forma de luz (fase 3 de la figura 15). Dado que durante el proceso hay una
pérdida de energia (fase 2 en la figura 15) el foton emitido tiene menor energia que el
foton absorbido. Como consecuencia, la longitud de onda del fotén emitido es mayor
(tem) que aquella del foton absorbido (tex). La emision fluorescente esta, por ello,
desplazada hacia el rojo, con respecto a la luz absorbida. Este principio general se
conoce con el nombre de “Ley de Stokes”, o del desplazamiento hacia el rojo del

espectro de emision en relacion con el de excitacion. Por tanto, la diferencia en las
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energias o longitudes de onda proporciona sensibilidad a las técnicas de fluorescencia,
pues permitird la deteccion selectiva de la longitud de onda de emision aislada de la

longitud de onda de excitacion (figura 16).

/ Estado excitado . \
Estado excitado
de menor eneraia
}\-Ex
}\-Em

Eneraia

k Estado fundamental j

Figura 15. Diagrama Jablonski. La grafica ilustra el proceso implicado
en la creacion de un estado eléctronico excitado por absorcién Optica y
consecuente emision fluorescente. 1. Excitacion. 2. Paso al estado excitado
de menor energia. 3. Emision de fluorescencia.

3.2.2. ESPECTROS FLUORESCENTES

En general, la muestra fluorescente se suele iluminar con una luz
monocromatica, y que por tanto, sélo produce la transicion a un modo vibracional
concreto del estado excitado. Sin embargo, el retorno puede llevar a distintos modos
vibracionales del estado fundamental. Como consecuencia, en un conjunto de moléculas
que posean un fluoréforo determinado, aunque todas se exciten con una misma longitud
de onda, los fotones pueden ser emitidos a distintas longitudes de onda. Es decir,
aparecerd un “espectro de emision fluorescente”. Dicho espectro representa la
intensidad de fluorescencia emitida a las distintas longitudes de onda (figura 16). Por
otro lado, el espectro de excitacion sera la representacion de la intensidad de
fluorescencia (para una sola longitud de onda de emision) frente a diversas longitudes
de onda de excitacion. En general el espectro de emision es una imagen especular del de
excitacion, pero desplazado hacia longitudes de onda mayores (desplazado, por tanto,

hacia el rojo).
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Figura 16: Espectro fluorescente del fluo-3.

3.2.3. DETECCION FLUORESCENTE

Son cuatro los elementos requeridos para la deteccién de fluorescencia. En
primer lugar, haré falta una fuente de luz, la ldmpara, para provocar la excitacion de la
muestra. En general, la fuente més iddnea serd aquella capaz de emitir luz a una sola
longitud de onda (el laser, por ejemplo). Es necesaria, también, la presencia de un
fluordforo, filtros para aislar los fotones de emision de los de excitacién y por ultimo,
un detector que registre la emision y la transforme en una sefial eléctrica, que puede ser

representada por una imagen fotogréfica.

Existen cuatro tipos de equipos de fluorescencia. Cada uno permite obtener una
informacién distinta de la muestra que se analiza. Asi por ejemplo, un

espectrofluorimetro mide propiedades de masa de las muestras. EI microscopio de

fluorescencia resuelve la fluorescencia como una funcién de coordenadas espaciales en
dos o tres dimensiones para objetos microscopicos (menores de 0,1 mm de diametro).
Es el tipo de equipo utilizado en la presente Tesis Doctoral. Por su parte, el escaner de
flurescencia analiza la fluorescencia como una funcién de coordenadas espaciales en

dos o tres dimensiones para objetos macroscopicos tales como, geles de electroforesis,

cromatogramas, etc. Por ultimo, el citometro de flujo mide la fluorescencia en la propia
célula. Las células pasan aisladas por un haz de luz gracias al flujo continuo al que estan

sometidas.
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3.2.3.1. FLUOROFOROS

La naturaleza de estas sustancias es, en general, poliaromatica o heterociclica.
Son, por tanto, moléculas que poseen enlaces o conjuntos de enlaces, capaces de
absorber y emitir fotones. Las moléculas que presentan fluorescencia por si mismas se
denominan fluoréforos intrinsecos. Sin embargo, la mayoria de las moléculas o
estructuras objeto de estudio, en el ambito de la biomedicina, no son fluorescentes. Por
ello, sera necesaria la union covalente o no con un fluoréforo ajeno a ellas de tal forma

que adquieran la propiedad de emitir luz. Son los denominados fluoréforos extrinsecos.

Las propiedades que debe cumplir cualquier fluoréforo podrian resumirse,
basicamente, en tres: 1) que sus espectros de absorcion y emisién no se solapen, 2) que
sean eficientes en la absorciéon y en la emision. La eficiencia del fluor6foro se suele
evaluar en funcion del coeficiente de extincion molar para la absorcion y en funcion del
rendimiento cuantico en el caso de la emision. 3) que sean capaces de absorber luz y

emitirla de forma repetida y ciclica.

A este respecto, es interesante recalcar que algunas veces las propiedades
fluorescentes de las moléculas se pueden ver alteradas por causas externas a ellas. Por
ejemplo, una intensidad luminica demasiado elevada conlleva fenémenos irreversibles
de fotoblanqueamiento y de desactivacion (quenching) de fluorescencia (procesos
donde la molécula emisora de luz pierde irreversiblemente sus propiedades, debido,
principalmente, a la interaccion con otras moléculas, desactivantes o quenchers,
presentes en el medio). Otros factores como la polaridad del solvente utilizado, la
concentracion de sustancias desactivantes en la solucién, el pH, e incluso la

temperatura, también pueden modificar las propiedades fluorescentes de una molécula.

> Medidas de calcio con indicadores fluorescentes

En el caso concreto que nos ocupa, el ion estudiado, mediante técnicas
fluorescentes, es el Ca?*. Su investigacién es posible gracias a la ingeniosa
aproximacion experimental que realizaron Grynkiewikz y cols., en el afio 1985. Ellos
fueron capaces de combinar magistralmente un fluoréforo con un quelante de Ca*,

hecho que permitié la monitorizacion y el registro del Ca®* intracelular en células vivas.

En la actualidad, se comercializan multitud de indicadores fluorescentes de

calcio, que se pueden clasificar en funcion de criterios quimicos. Es decir, si con ellos se
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puede conocer o no la concentracién intracelular de Ca®* (ratiométricos o no
ratiométricos, respectivamente). También se pueden clasificar en funcién de parametros
fisicos. Entonces, se dividen segun la longitud de onda a la que son excitados, UV o

visible.

Fluo-3

Debido a que el presente estudio se llevo a cabo con el indicador fluorescente

Fluo-3 merece la pena mencionar algunas de las propiedades que le caracterizan.

El fluo-3 fue desarrollado por Tsien, en el afio 1989. El principal objetivo era
conseguir un fluoroforo que se excitara a longitudes de onda del visible. Esta sustancia
carece de propiedades fluorescentes cuando no esta unida al Ca®* y su rendimiento
cuantico en saturacion es aproximadamente 0,14. El espectro de emision se fija
normalmente en valores mayores de 525 nm mientras que el espectro de excitacion

suele ser 488 nm (figura 16).

En general, el fluo-3 se encuentra en forma de ester (acetometilester), lo que le
permite atravesar las membranas facilmente, e introducirse en el interior de las células.
Una vez dentro, las esterasas presentes en el citoplasma romperan los enlaces tipo ester

y por tanto dejaran libre al indicador fluorescente.

En el caso de que los experimentos de fluorescencia se acoplen a técnicas de
patch-clamp, no sera necesario que el fluo-3 se encuentre como ester, ya que se
introducira en el interior de la célula a través de la micropipeta. Para este tipo de

ensayos, se utilizara la sal potasica de fluo-3.
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3.2.4. EQUIPOS UTILIZADOS

3.2.4.1. DESCRIPCION DEL MICROSCOPIO DE EPIFLUORESCENCIA

El equipo utilizado consta de una lampara de excitacion de Xenon, que excita a

las células, previamente cargadas con el indicador fluorescente, a una longitud de onda
comprendida entre 460 y 490 nm. La luz emitida por la lampara es procesada de forma
selectiva por algunos filtros, que sélo permiten el paso del intervalo de longitudes de
onda elegidas. El sistema también esti dotado de un dispositivo denominado dicroico
(figura 17). Su principal utilidad consiste en aislar longitudes de onda. Asi, longitudes
de onda de alta energia se reflejaran, mientras que longitudes de onda de baja energia lo
atravesaran. De este modo, se podra aislar facilmente la luz de excitacién (de baja
longitud de onda y alta energia) de la luz de emision (de mayor longitud de onda pero

menor energia).

Muestra

‘©

Aem

Dicroico

Lampara de excitacion I Aex <Q
L’ - Fotomultiplicador

Filtros de banda

v A
/ i
Espejo Dicroico
Amplificador
Ordenador Convertidor analdgico digital

Figura 17. Esquema general de un microscopio de epifluorescencia

Las sefiales fluorescentes emitidas (mayores de 520 nm) son recogidas

directamente en un tubo fotomultiplicador (Nikon France). La sefial eléctrica, una vez

amplificada y filtrada a 100 kHz (Filtro Fern Development), es transformada mediante

un convertidor andlogico digital (TL-1, Axon Instruments) conectado, a su vez, a un
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ordenador. Finalmente, las sefiales digitales se registran, a una tasa de muestreo de 200

us, y se analizan usando el programa pclamp6 (figura 17).

3.2.4.2. DESCRIPCION DEL MICROSCOPIO CONFOCAL

El microscopio convencional de epifluorescencia permite el registro del
transiente global de [Ca®];. Sin embargo si lo que se quiere estudiar son las unidades
elementales que constituyen el transiente, los sparks, entonces se requiere un sistema
mas sofisticado que proporcione una mayor resolucion espacial. La ventaja que ofrece
el microscopio confocal se basa en el hecho de que solo registra la luz procedente del
objeto situado en foco, a la vez que elimina el resto de fluorescencia que viene de areas

fuera de foco (figura 18).

Foco l/ H Muestra

<—— Objetivo

Luz de excitacion e |
—

Dicroico

Lente ——

AVANE Iris (pinhole)

Detector

Figura 18. Esquema del fundamento para la deteccion fluorescente en un
microscopio confocal.

El fundamento del microscopio confocal es, basicamente, el mismo al descrito
anteriormente. Sin embargo, algunos de los componentes difieren en sus caracteristicas.
En primer lugar, la luz de excitacion (lampara laser) suele iluminar sélo el punto

seleccionado. De este modo, se evitara el fendmeno de blanqueamiento sufrido por las
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muestras cuando son excitadas varias veces, 0 a una intensidad luminica muy elevada, y
por otro lado, la region excitada se vera limitada por el punto de luz. En segundo lugar,
la luz fluorescente emitida serd conducida hacia un diafragma (pinhole) situado, con
respecto a la muestra, en un punto Optico concreto. Esta particularidad del equipo
supone una gran ventaja, ya que el resto de luz no procedente del plano focal, no podra

atravesar el estrecho iris y como consecuencia no sera detectado (figura 18).

La imagen obtenida puede estar formada por lineas consecutivas del mismo
fragmento de la muestra (una célula en el caso que nos ocupa) a distintos tiempos. Por
ello, se dice que la imagen se obtiene mediante barrido de linea (figura 19). Asi, una
linea paralela al eje longitudinal de la célula, era escaneada, repetidas veces (cada 1,5

ms en el estudio de los sparks 0 3 ms en el caso del estudio del transiente global de

[Ca?'];) (figura 19).

/ Imagen de barrido de linea \

espacio

tiempo

barrido de linea

\_ _/

Figura 19. Esquema baésico de la obtencion de una imagen de sparks de Ca**
en un microscopio confocal mediante barrido de linea.

Los registros del transiente global de [Ca*']; y de sus unidades elementales, los

sparks obtenidas en el presente trabajo, se recogieron en un microscopio confocal (Zeiss
LSM 510) acoplado a una lampara laser de Argon, que excito la muestra a 488 nm. El
microscopio invertido (Axiovert 100M, Zeiss) constaba de un objetivo de inmersion de
agua (x63 y 1,2 de apertura numérica) (C-Apochromat, Zeiss). La luz emitida fue
recogida por un filtro que s6lo permitia el paso de longitudes de onda mayores de 505
nm. Posteriormente, las imégenes obtenidas se procesaron y analizaron usando el

softward IDL (Research system. Boulder. CO).
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3.2.5. SOLUCIONES Y PRODUCTOS QUIMICOS
3.25.1. SOLUCION DE REGISTRO
La solucién de registro, utilizada para los registros de transientes de Ca?*

globales o locales, es muy similar al medio extracelular en condiciones normales. Su

composicion se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 2. Solucion de registro utilizada en los
experimentos de fluorescencia.
Compuesto Concentracion (mM)
NaCl 140
KCI 4
MgCl, 1,1
HEPES 10
Glucosa 10
CaCl, 1,8
pH = 7,4 (Ajustar con NaOH)

3.2.6. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES: TRANSIENTES DE CALCIO
3.2.6.1. PREPARACION Y CARGA DEL FLUO-3

Para introducir el fluoréforo en la célula es necesario variar la solubilidad del
mismo. Por ello, se utilizd fluo-3 (Molecular Probes) en su forma esterificada
(acetometilester). Gracias a la liposolublilidad de los ésteres, el marcador fluorescente
atraviesa facilmente la membrana celular. Una vez en el interior, las propias esterasas de

la célula romperan los enlaces y el fluo-3 quedara libre

El fluo-3 se disolvid en una mezcla de &cido pluronico F-127 (1/4) y
dimetilsulfoxido (3/4) (DMSO) para obtener una solucion madre de 500 ug/mL. A
continuacién, se afiadio a la suspensién celular, a una concentracion final de 5 uM. Esta
mezcla se mantuvo en oscuridad durante 40 minutos. Este tiempo es suficiente para que
el fluo-3 atraviese las membranas celulares, para que se rompan los enlaces esteroidicos
y se libere la forma activa. Transcurrido ese tiempo, las células se resuspendieron en

una solucion Tyrode sin fluo-3.
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3.2.6.2. TRANSIENTE DE CALCIO GLOBAL

Para determinar los transientes de [Ca*'];, de los miocitos cardiacos se utilizé la
técnica de estimulacion de campo (field stimulation). En primer lugar, se procedio a la
carga de las células con el indicador fluorescente fluo-3 (tal y como se explicé en el
apartado anterior). Posteriormente, una alicuota de celulas se deposité en una camara de
registro, situada en la platina de un microscopio de epifluorescencia o en la de un
microscopio confocal. La cadmara de registro tenia acoplada, en su interior, dos
electrodos de platino situados en paralelo y conectados, a su vez, a un estimulador
eléctrico, capaz de producir diferencias de potencial, en el espacio delimitado por los
filamentos. Asi, todas las células que quedaran entre ambos podian ser estimuladas. De
este modo, se inducia la contraccion de la célula. La contraccion se produce por el
fenémeno de liberacién de Ca®* inducida por Ca?* (CICR). Por tanto, la intensidad de
liberacion del Ca** (transientes de [Ca’'];) se puede medir por medio de la sefial
fluorescente emitida y registrada, posteriormente, por un equipo de epifluorescencia o

un microscopio confocal.

Una vez seleccionada la célula, comenzo la perfusién con la solucion de registro
y se la estimulé con una corriente 1,5 veces el umbral de excitacién, a 1 Hz de
frecuencia. Al mismo tiempo, se excitd luminicamente a la célula (a una longitud de
onda de 488 nm) de modo que pudiera registrarse la sefial fluorescente a la vez que la

contraccion.

Hay que puntualizar que los primeros estudios sobre el efecto de NPY vy su
efecto sobre el transiente global de [Ca®']i se realizaron en un microscopio de
epifluorescencia. El objetivo era determinar de forma rapida si el NPY tenia algin

efecto sobre el transiente global de [Ca*'];

y el tiempo al que dicho efecto era mas
marcado, en nuestras condiciones experimentales (ver la seccién de resultados). Una
vez establecida la concentracion y el tiempo donde el efecto era maximo, el registro de
los transientes se llevd a cabo en un microscopio confocal. Su uso se justifica por sus
ventajas técnicas (ver apartado 3.2.4.2 de esta seccidn), porque permite el analisis de la
contraccion de la célula (parametro que podia tener interés dados los resultados
obtenidos de forma preliminar, ver resultados) y porque permitia también el estudio de

las unidades fundamentales que constituyen el transiente global de [Ca?*];, los sparks.
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Con el microscopio de epifluorescencia se obtiene una sefial eléctrica
digitalizada posteriormente y registrada a una tasa de muestreo de 200 us con el

programa pClamp6 (figura 20).

Sin embargo, con el microscopio confocal se obtiene una imagen de barrido
(figura 21, A y B). Cada punto de la imagen corresponde con un valor arbitrario de
intensidad luminica. Por tanto, el negro tomara un valor de 0 y el blanco tomara el valor
maximo, 255. De esta imagen se puede obtener el correspondiente transiente (figura

21A, panel inferior).

= Y

Figura 20. Ejemplo representativo de un transiente de [Ca?'];
obtenido en el microscopio de epifluorescencia.

El transiente obtenido, tanto en el caso de los experimentos realizados en el
microscopio de epifluorescencia como en el caso de los obtenidos en el microscopio
confocal, se normalizé con respecto a la sefial fluorescente obtenida antes de la
despolarizacion, ya que se asume que la [Ca®*]; en reposo es la misma en todas las

células.

Asi, los valores de amplitud se midieron como el maximo valor de F/Fy con
respecto al tiempo, donde F es el valor de fluorescencia y Fo es la fluorescencia basal,
antes de inducir la despolarizacion (figura 21A). Por su parte, el constante de tiempo de
relajacion del transiente de [Ca*]; (¢) se calculd ajustando la fase descendiente del trazo

fluorescente a una exponencial simple (figura 21A, panel inferior).
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3.2.6.3. TRANSIENTE DE CALCIO LOCAL

Los sparks de Ca®* pueden definirse como las unidades elementales que
conforman un transiente de [Ca*]i. En la presente investigacion se estudiaron los sparks
espontaneos de miocitos cardiacos de rata. En general, la liberacién de sparks por parte
del RyR se produce cuando hay una entrada local de Ca®* a través de los canales de Ca**
tipo L (durante la fase 2 del PA). Por tanto, la probabilidad de apertura de los RyR
depende de la [Ca?'];, de tal forma que cuando ésta aumenta, la probabilidad de apertura
también aumenta. Sin embargo, la probabilidad de apertura del RyR nunca es cero ya
que tampoco es cero la [Ca®*];. Aprovechando este hecho, se pueden aislar sparks de

Ca®* en el estado de reposo donde la probabilidad de apertura, aunque no muy

favorable, no es nula, existiendo siempre un goteo de sparks a través del RyR.
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Figura 21. Ejemplos de imagenes de barrido de linea y transientes obtenidas en el microscopio
confocal. A. Imagen de barrido de linea (panel superior) mostrando el transiente global de [Ca*']i obtenido
durante la estimulacion de una célula a 1 Hz de frecuencia. En el panel inferior se obseva el transiente
obtenido a partir de la imagen y los parametros utilizados para su correcto analisis. B. Imagen de barrido de
linea (panel superior) que muestra un spark espontaneo. En el panel inferior se observa el transiente obtenido
a partir de la imagen y los pardmetros utilizados para su correcto analisis.
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Los sparks, al igual que los transientes son incrementos transitorios de Ca*. Por
ello, se puede decir que poseen una amplitud maxima o pico y una zona de caida o curso
temporal de relajacion (t) (figura 21B, panel inferior). Los factores que contribuyen en
la cinética de relajacion de los sparks de Ca®* son distintos de los factores que influyen
en el transiente global [Ca*];. A diferencia de este Gltimo, en la constante de relajacion
de los sparks de Ca*" influyen principalmente la difusién desde el lugar donde se
origina hacia otras zonas donde la [Ca?*]; es menor, y la SERCA (Gémez y cols., 1996).
Por el contrario, el intercambiador Na/Ca®* no participa en el proceso porque su

activacion es mucho mas lenta (Bassani y cols., 1994).

Las imagenes de los sparks, al igual que en el caso de los transientes globales se
obtuvieron mediante el sistema de barrido de linea (figura 21B, panel superior). Asi, un
miocito era escaneado repetidas veces (cada 1,5 ms) a lo largo de una linea paralela al
eje longitudinal de la célula. El transiente fluorescente (figura 21B, panel inferior), de
cada spark, se obtuvo por el mismo procedimiento (citado en el apartado anterior) que
en el caso de los transientes globales. Es decir, cada punto de la imagen tomé un valor
arbitrario de intensidad luminica, desde O (para el negro) hasta 255 (para el blanco)

(figura 21B, panel inferior).

Los valores arbitrarios de fluorescencia (F) fueron también normalizados con
respecto al valor de fluorescencia basal (Fo) para obtener un méaximo valor de F/Fq (pico
del transiente) (figura 21B, panel inferior) También se analizo el tiempo de relajacion
del transiente local (t). Para ello, se ajusto la fase descendiente del trazo fluorescente a
una funcion exponencial simple (figura 21B, panel inferior). La anchura media o
dispersion media espacial (en inglés, half-width) se midié a partir de un transiente
transversal obtenido de los valores fluorescentes medios en 15 ms a lo largo del espacio
y ajustado posteriormente a una funcion de Gauss (figura 21B, panel inferior).
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3.3. TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS
3.3.1. TECNICA DE PATCH-CLAMP

La técnica de patch-clamp permite medir las propiedades eléctricas de células
aisladas (potenciales de accion y corrientes eléctricas). En el caso concreto que nos
ocupa, proporciona informacion sobre el comportamiento de las corrientes que pasan a

través de ciertos canales ionicos.

La técnica se fundamenta en la capacidad conductora de las células cuando hay
variaciones en el potencial de la membrana. De esta forma, cuando las células reciben
un estimulo eléctrico son capaces de conducir corriente, pues la membrana facilita la
entrada o la salida de iones. Por tanto, segin lo anterior y segin la ley de Ohm (la
intensidad de corriente es proporcional al voltaje aplicado e inversamente proporcional
a la resistencia que se oponga a dicho paso de corriente), si fijamos un voltaje
determinado, podremos medir la corriente ionica que fluye a dicho potencial (voltage-
clamp) o por el contrario, si fijamos un valor de corriente determinado (current-clamp)
podremos analizar la variacion de voltaje, es decir, se podran estudiar potenciales de

accion.

Para trasladar las conjeturas tedricas a aspectos practicos, los investigadores
Neher y Sakmann (premiados con el prestigioso premio Nobel) disefiaron, en 1978, un
modelo experimental, modificado posteriormente por Hamill y cols. (1981), con el que
se podian estudiar canales ionicos por primera vez (Neher y cols., 1978). La técnica
consistia en la formacién de un sello de alta resistencia (llamado por ello en el argot
electrofisiologico anglosajon giga-seal), entre la célula y una micropipeta rellena de una
solucién electrolitica. A su vez, la pipeta estaba conectada a un amperimetro lo que
permitia la fijacion del voltaje, en la porcion de membrana sellada. De este modo, se
podian determinar las corrientes idnicas, puesto que ademas del voltaje, también se
conocia la resistencia que oponia la pipeta al paso de la corriente, en la porcion de la
membrana donde se habia formado el sello.
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3.3.1.1. CONFIGURACIONES DE PATCH-CLAMP

A partir de estas primeras aproximaciones a la técnica, fueron surgiendo mejoras
y modificaciones. Asi, el registro de las corrientes de membrana se puede efectuar a
partir de distintas configuraciones; on-cell patch (registro de la corriente so6lo en la zona
delimitada por el parche), whole-cell (registro de la corriente en toda la célula, la pipeta
abre un orificio en la membrana), perforated-patch (registro de la corriente en toda la
célula, la pipeta contiene un antibidtico capaz de abrir pequefios poros en la membrana),
inside-out y outside-out (registro de la corriente de una vesicula previamente extraida de
la membrana dejando el interior celular o el exterior en el lado externo de la pipeta,
respectivamente). Las distintas configuraciones y el metodo de obtencidn de las mismas
aparecen reflejados en la figura 22.

Llegados a este punto, es importante destacar que sea cual fuere la configuracion
utilizada siempre es necesaria la utilizacion de un electrodo de succion (con didmetro
interno de punta aproximado de 2,5 um), relleno de una solucion conductora similar al
liquido intracelular o al extracelular segun convenga. Por supuesto, tanto en la solucion
intracelular como en la solucién que bafa el exterior de la célula se pueden afiadir
blogueantes o moduladores farmacolégicos, con el fin de aislar la corriente objeto de

estudio.

Todas las configuraciones que se describirdn a continuacion convergen en los

primeros pasos de ejecucion, teniendo cada una de ellas pasos diferenciales concretos.
On-cell-patch o cell-atached

El primer paso para la obtencion de la citada configuracion consiste en
aproximar la punta de la pipeta a la superficie de la membrana. Es conveniente que a la
pipeta se le aplique una ligera presion positiva para evitar el intercambio idnico con la
solucion extracelular, y para evitar que se ensucie, lo que imposibilitaria la formacién
posterior del sello. A continuacion, cuando la pipeta esta préxima a la célula y la sefial
que se aprecia en el osciloscopio se vuelve ruidosa, se suprime la presion positiva y se
aspira levemente hasta que hay una adhesion perfecta entre el exterior de la pipeta y la
membrana de la célula. Se dice entonces que se ha formado un sello de alta resistencia o
giga-seal (denominado asi porque la resistencia obtenida es de 10 a 100 gigaohms). En
este momento nos encontramos en la configuracion de cell-attached (figura 22). Esta
configuracion sélo permite el estudio de las corrientes en la porcion del “parche” de
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membrana delimitada por los bordes de la pipeta. Es decir, se tiene la posibilidad de
analizar corrientes unitarias, del canal o canales que se encuentran en el parche. El
mayor inconveniente que presenta esta aproximacion se basa en que no se puede
conocer el potencial de la membrana celular en reposo, ni se puede modificar el medio

intracelular, sélo se controla la solucidn que bafa a la célula.

l Succion

CELL-ATTACHED

Tirar Esperar
Succ:|on 5
®
®®®®
®®
Tirar WHOLE-CELL PARCHE-PERFORADO
\/ Tirar l
\/ OUTSIDE-OUT
INSIDE-OUT

Fig. 22. Esquema de las configuraciones de la técnica de patch-clamp.
(Modificado de Hamill y cols., 1981).

Configuracion de célula entera o Whole-cell

En la cofiguracién de whole-cell o célula entera el interior de la pipeta queda en
contacto directo con el citoplasma, permitiendo estudiar la corriente que pasa a través de

toda la membrana celular. Una vez alcanzada la cofiguracién de cell-attached es
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necesario aplicar una leve succidn para conseguir que el sello se rompa y que el interior
de la pipeta entre en contacto con el citoplasma (figura 22). De esta manera, se consigue
que el acceso eléctrico tenga menos interferencias con el ruido eléctrico. Es importante
destacar que la corriente registrada en este caso es la corriente que pasa a través de
todos los canales de la membrana celular y por tanto, dicha corriente dependera del
numero de canales, de la corriente unitaria y de la probabilidad de apertura de dichos
canales en cada potencial, (es decir, de la ecuacion de Nerst). Esta configuracién
permite el aislamiento de corrientes i6nicas ya que es posible la modificacion del medio
extracelular e intracelular. Para ello, simplemente sera necesario el uso de bloqueantes
especificos del resto de los canales o bien la sustitucion de los iones que no interesen

por otros incapaces de atravesar la membrana celular.

Sin embargo, el método presenta algunos inconvenientes. EI problema es la
diferencia de volumen entre el contenido de la pipeta y el contenido celular. Es decir, el
interior de la pipeta contiene una solucion con mayor volumen que el citoplasma y por
tanto, es capaz de diluir el medio intracelular. Debido a este fenémeno, denominado de
washout o “fenémeno de lavado celular”, algunos componentes celulares necesarios
para la modulacion intracelular (segundos mensajeros etc.) o para la activacion de un
canal se dializan hasta el punto de la inactivacion. Un caso concreto de este fenémeno
es la desaparicion de la Ica. con el tiempo, lo que en términos electrofisioldgicos se
denomina run-down. Otro inconveniente de esta técnica es el desajuste en los sistemas
intracelulares de regulacion del Ca?*. Se han postulado diversas razones para justificar
este problema. Una de ellas apunta a la salida de Ca®* al exterior de la célula por vias no
fisioldgicas (salida por la porcion de membrana rota por la pipeta), también es probable
que el desequilibrio venga dado por el uso de sustancias quelantes del Ca®* (por
ejemplo, EGTA), o por la diluciéon de proteinas cuyo fin es el de fijar dicho cation.
También es posible que la capacidad de los reservorios para captar o liberar Ca®* esté

alterada o que se origine alguna disfuncion en la energia requerida por las bombas.

Por ello, para la investigacion de mecanismos de accion intracelular es
conveniente la aplicacion de otra configuracion distinta a la de “célula entera”, la
configuracién de parche perforado (perforated-patch recording), configuracion

modificada a partir de la anterior.
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Configuracion de parche perforado

El fundamento de la técnica del parche perforado fue descrito, primeramente,
por Lindau y Fernandez (1986) y posteriormente modificado y mejorado por Horn y
Marty, (1988). En esta configuracion la pipeta no entra en contacto directo con el
citoplasma, como en el caso de la configuracion de whole-cell. EI contacto eléctrico se
establece por la formacion de poros en la porcion de membrana donde se formo el sello.
Dichos poros se forman gracias a la inclusion de un antibidtico (nistatina, anfotericina
B, gramicidina, etc.) en la solucion de la pipeta. Esta sustancia difunde a través de la
membrana y va abriendo pequefios poros (selectivos para cationes monovalentes,
principalmente) que hacen mas dificil la pérdida de componentes citoplasmaticos

fundamentales para la activacién de las corrientes.

La aproximacion experimental difiere en algunos aspectos al resto de las
configuraciones descritas hasta el momento (figura 22). Como ya se ha mencionado, en
la solucion conductora se afiadira el antibidtico, anfotericina B, a una concentracion
aproximada de entre 50-100 ug/mL (ver apartado de soluciones). Es conveniente dejar
la punta de la pipeta sin antibidtico. De este modo, se evitara que éste actle en zonas de
la membrana distintas a la porcion donde se formard el parche. Ademaés, la
aproximacion a la célula sera lo méas rapida posible y sin la aplicacion de presion
positiva para que el contenido de la pipeta no se mezcle con el liquido extracelular,
situacion que seria letal para las células. Una vez conseguida la configuracién de cell-
attached bastara con esperar un periodo de tiempo de entre 10 a 35 min para conseguir
la misma conexion eléctrica entre la célula y la pipeta que la obtenida en el caso de la
configuracién de whole-cell.

Esta configuracion presenta grandes ventajas en estudios donde sea necesario
preservar intacto el contenido citoplasmatico. Por ejemplo, en la investigacion de
cascadas intracelulares. También es conveniente su uso en circunstancias en que sea
imprescindible mantener estable la lc,. U otras corrientes que también dependan de
dicho ion, asi como para preservar los mecanismos intrinsecos, asociados a la
homeostasis del Ca?* celular. También se ha visto que es Util en aquellos casos donde
dado el pequefio tamafio de la célula, y por tanto de la pipeta, sea dificil preservar, de

forma estable, el contacto eléctrico en otras configuraciones.
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Es evidente que el uso del parche perforado ha permitido grandes avances en el
conocimiento de cascadas intracelulares y de mecanismos de accion intracelular de
algunos farmacos, que con otras técnicas resultaban confusos (Liu y Kennedy, 1998;
Zhang y cols., 1998). Sin embargo, su uso se ve limitado por algunas desventajas
quedando por ello, su empleo restringido a las necesidades y objetivos de cada

investigador.

Por un lado, es importante resefiar que la mayoria de los poros producidos por
los antibidticos utilizados, son impermeables a moléculas de gran tamafio. En concreto,
sustancias con peso molecular mayor de 200 kDa, como nucleétidos ciclicos, péptidos,
enzimas, sustancias quelantes (EGTA) o algunos indicadores fluorescentes. Este hecho,
impedird por tanto, introducir estas moléculas en la célula y como consecuencia

modificar el medio intracelular.

Por otro lado, hay que destacar el posible desarrollo de una diferencia de
potencial (junction potential) entre el contenido de la pipeta y el contenido celular. En
general, este hecho suele estar desencadenado por la desigualdad en la composicion
ionica de una y otra solucién, pero el equilibrio se establece minutos después de la
obtencion del parche de membrana. El problema fundamental en la configuraciéon de
parche perforado es que los poros que abre la anfotericina B son muy permeables para
cationes monovalentes pero no lo son tanto para cationes divalentes o aniones (como el
cloro por ejemplo). Por ello, el ion encargado de equilibrar la diferencia de cargas
existente entre la pipeta y la célula (que contiene gran cantidad de macromoléculas
cargadas negativamente) serd el potasio, que atraviesa facilmente el poro. Se establece
entonces, un equilibrio tipo Donnan que desencadenara, por un lado, un desplazamiento
en las curvas de activacién de corrientes dependientes de voltaje, y por otro lado, un
cambio en el volumen celular ocasionado por un desequilibrio osmoético que puede
incluso dar lugar a la muerte de la célula por plasmolisis. La solucién parcial a este
inconveniente consiste en reemplazar parte del cloro contenido en la solucion de la
pipeta por aniones que no atraviesen el poro para asi mantener estable la concentracion

intracelular de los mismos (ver apartado 3.3.3.2 de esta seccion).

La configuracion de parche perforado también tiene el inconveniente de
presentar valores de resistencias en serie tres veces mayores que en la configuracion de

whole-cell, circunstancia que puede dar lugar a registros con escaso control de voltaje.
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Inside-out patch

En esta configuracion se obtendra una pequefia vesicula adherida a la pipeta que
pondréa en contacto el contenido citoplasmatico con la solucién contenida en el bafio y la
membrana externa de la célula con la solucion de la pipeta (de ahi su nombre interior-
fuera o inside-out) (figura 22). Para obtener esta configuracion debemos llegar, como
habitualmente, a la configuracion de cell-attached. Posteriormente, la pipeta se retirara
de la célula bruscamente para conseguir la citada vesicula que debera ser abierta para
observar la actividad del canal. En este caso concreto el contenido de la pipeta sera

similar al medio extracelular y la solucién de perfusion similar al medio intracelular.
Outside-out patch

En esta configuracion la superficie exterior de la célula constituye la cara
externa de la vesicula y por tanto, queda en contacto con la solucion de perfusion,
mientras que la superficie citoplasmatica constituye la cara interna de la vesicula y por
tanto queda en contacto con la solucion de la pipeta. Para obtener esta configuracién se

parte de la configuracién de célula entera y se retira la pipeta lentamente de la célula.

Las dos altimas configuraciones descritas se diferencian del resto en que con
ellas se puede estudiar la corriente que pasa a través de un solo canal (estudios de
single-channel). Ademaés, permite la modificacion de ambos medios, el medio
intracelular y el extracelular. Sin embargo, los estudios estan limitados ya que la
corriente en cuestion se encuentra aislada de todos los mecanismos reguladores del

canal objeto de estudio.

En la presente tesis doctoral la técnica electrofisioldgica utilizada sera la de
fijacion de voltaje (voltage-clamp) en la configuracién de célula entera (whole-cell) o en
la configuracion de parche perforado.

3.3.2. EQUIPO UTILIZADO

El equipo de fijacion de voltaje (voltage-clamp), consta de un amplificador
modelo Axopatch 1D con un preamplificador “Headstage CV-4 1/100” (Axon
Instruments, Foster City, CA USA) controlado por un ordenador (IBM PC-AT)
equipado con una tarjeta de conversion analogico digital Labmaster TL 1 (125 kHz). El

amplificador estd conectado, a su vez, a un osciloscopio. Las corrientes de membrana se

92



Material y métodos

registraron con la ayuda de un programa de ordenador comercial, pClamp version 6.0.4

(Axon Instruments) (figura 23).

Las pipetas de patch-clamp se fabricaron a partir de capilares de hematocrito de
1.5 de didmetro externo y cristal blando, con un estirapipetas programable modelo P-97
(Sutter Instruments Co.). La resistencia de la punta una vez llena la pipeta fue de 0.9-3
MQ. Las resistencias en serie presentaban valores de 2 a 8 MQ (el 60-80% de las

resistencias en serie fueron compensadas).
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Fig 23. Esquema basico de un equipo de patch-clamp. A. Ordenador y programa pclampé. B.
Convertidor analdgico digital. C. Amplificador. D. Osciloscopio. E. Preamplificador. F. Holder.
G. Camara de registro.

3.3.3. SOLUCIONES

Las soluciones utilizadas para el registro electrofisiolégico de corrientes han de
ser similares en su composicién idnica, tanto al medio citosélico como al medio externo
que rodea a la célula. Asi, durante el periodo de experimentacion dispondremos de una
solucion interna, que se introducira en el interior de las micropipeta, y de una solucién
externa (también llamada de registro) que se encontrard bafiando la superficie celular.
Cuando el estudio electrofisioldgico requiera el aislamiento de una corriente
determinada, de las demads, serd necesario el uso de bloqueantes especificos de los
canales o bien habra que sustituir equimolarmente a los iones trasportadores de carga
por otros iones incapaces de atravesar la membrana celular. En la elaboracion de ambas
soluciones se incluyé HEPES (acido N-[2-hidroxietil] piperazina N-[2-etansulfonico]),

como tampdn acido débil, para mantener el pH y glucosa como substrato metabdlico.
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3.3.3.1. SOLUCIONES EXTERNAS
> Solucion externa utilizada para el registro de la Ic,

Para el registro de la Ica. Se utilizo la solucion que se detalla en la tabla 3. Es
importante destacar que se utilizé6 la misma solucién de registro tanto para los
experimentos realizados en la configuracion de célula entera como para los que se

Ilevaron a cabo en la configuracion de parche perforado.

Tabla 3. Solucion de registro de lIcq .
Compuesto Concentracion (mM)

NaCl 140

CsCl 54

CaCl, 1,8

MgCl, 1,1

Glucosa 10
Hepes 5
pH = 7,4 (Ajustar con NaOH)

La Ina fue blogueada de forma irreversible con TTX a una concentracion de 30
uM. Por otro lado, el potasio se sustituyd de forma equimolar por cesio (CsCl), para

eliminar las corrientes de potasio.

» Solucidn externa utilizada para el registro de la Iy, en la configuracion de

célula entera

Para eliminar la contaminacion con las corrientes de sodio, este ion se sustituyd
de forma equimolar por colina. De este modo, se consigue eliminar las corrientes de
potasio activadas por sodio, las corrientes transitorias generadas por la bomba Na'/K" y
las corrientes provocadas por el intercambiador Na‘/Ca®* (Lefevre y cols., 1991).
También se afiadio sulfato de atropina para bloquear la posible activacion de la corriente

de fondo sensible a acetil-colina (Ixach)-

94



Material y métodos

La composicién de dicha solucién aparece reflejada en la tabla 4, que se muestra

a continuacion:

Tabla 4. Solucién de registro de I, en la
configuracion de célula entera.
Compuesto Concentracion (mM)
Colina 135
KCI 54
CoCl, 2
MgCl, 1
Glucosa 10
Sulfato de Atropina 0,01
Hepes 10
CaCl, 1
pH = 7,4 (Ajustar con KOH)

> Solucidn externa utilizada para el registro de la Iy, en la configuracion de

parche perforado

A diferencia de la solucion anterior, no se utilizé colina para eliminar las
corrientes de sodio. La presencia de colina en el exterior de la célula invierte el
funcionamiento del intercambiador Na*/Ca?*, de tal forma que sale Na* y entra Ca®* al
interior celular. Al no haber EGTA en el interior (pues no atraviesa el poro que abre la
anfotericina) el Ca®* induce la contraccién de las células y dificulta el proceso de
apertura del sello. Por ello, se optd por una solucién con una composicién idnica mas
fisiologica y en lugar de colina se afiadio cloruro sodico y la corriente de sodio se

bloqued con TTX.
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La composicion de dicha solucion se detalla en la tabla 5 que se muestra a

continuacion:

Tabla 5. Solucion de registro de I, en la
configuracion de parche perforado.
Compuesto Concentracion (mM)

NaCl 135
KCI 54
CoCl, 2
MgCl, 1
Glucosa 10
Hepes 10
CacCl, 1
pH = 7,4 (Ajustar con KOH)

Para el estudio de la corriente de potasio sensible a 4-AP (li@-ar)) fue necesario

afiadir este compuesto en la solucion de registro a la concentracion de 3 mM.

3.3.3.2. SOLUCIONES INTERNAS

» Solucién interna para el registro de I, en la configuracion de célula

entera

Como se ha mencionado anteriormente, las soluciones internas han de tener
cierta similitud con la composicién i6nica del citoplasma. La concentracion de Ca®*
libre intracelular es muy pequefia, del orden de 10 M. Por ello, para mantenerlo en ese
rango durante los experimentos es necesario el uso de quelantes de Ca**. En la presente
tesis doctoral, se utilizo el EGTA (&cido etilén glicol bis (B-aminoetil éter) NNN’N’
tetracético) como sustancia quelante. Esta estrategia facilita considerablemente la
consecucion y posterior estabilidad del sello obtenido en la configuracion de célula
entera (Marty y Neher, 1983) y minimiza las corrientes activadas por el Ca®*, asi como
la corriente del intercambiador Na'/Ca®*. Sin embargo, es importante considerar la
concentracion de EGTA utilizada, porque concentraciones demasiado elevadas podrian
enmascarar los efectos de algunos farmacos (Kawamura y cols., 1994). En el caso
concreto del estudio de la Ica., €l potasio, ion mayoritario del contenido citoplasmatico,
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fue sustituido de forma equimolar por el cesio. De este modo, se eliminaban las
corrientes de salida de potasio ya que el canal no es permeable a este ion. Por el mismo
motivo, se afiadio TEA. Se utilizaron, ademas, compuestos de alto valor energético,
como son el ATP, el guanosin trifosfato (GTP) o la fosfocreatina disodica, con el fin de
mantener a la célula en las condiciones Optimas durante todo el experimento y para
evitar, en la medida de lo posible, el fendmeno de desaparicion de la corriente con el

tiempo (conocido en electrofisiologia como fendmeno de run-down).

La composicion detallada de la solucién interna utilizada para el estudio de la

IcaL en la configuracion de célula entera se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Solucion interna de Ic,_ para la
configuracion de célula entera.
Compuesto Concentracion (mM)
CsCl 100
EGTA 5
TEA 20
Mg.,ATP 5
Mg.GTP 0,4
NayFosfocreatina 5
Hepes 10
CaCl, 0,06
pH = 7,2 (Ajustar con CsOH)

» Solucién interna para el registro de Ic, en la configuracion de parche

perforado

La solucidn interna utilizada en esta configuracién es bastante mas sencilla que
la utilizada en la configuracion de célula entera. Hay que tener en cuenta que las
moléculas de gran tamafio como el EGTA, el ATP, el GTP, etc., utilizadas
anteriormente, para preservar en las mejores condiciones posibles el medio intracelular,

ahora no son necesarias ya que con este método se evita la dialisis de componentes
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intracelulares, imprescindibles para la viabilidad de la célula. Ademas, no hay que

olvidar que su gran tamario les impide atravesar los poros abiertos por la anfotericina B.

Aunque en condiciones normales, la concentracién de Ca?* afiadido a la solucién
interna debe ser minima, en el caso que nos ocupa se afiadi6 1 mM de CaCl
(concentracion deletérea para la célula). ElI Ca®*, catién divalente, es incapaz de
atravesar los poros inducidos por la anfotericina B. Sin embargo, pasaria libremente en
el caso de la ruptura accidental del parche (a la configuracion de célula entera). Si esto
sucediera, la entrada masiva de Ca?* en la célula, sin EGTA en el interior para quelarlo,
induciria efectos deletéreos sobre la misma. Asi, se consigue el efecto buscado, pues
proporciona al experimentador la seguridad de encontrarse en todo momento en la

configuracion deseada.

La composicion de la solucidn interna se muestra en la siguente tabla:

Tabla 7. Solucion interna de I, para la
configuracion de parche perforado.
Compuesto Concentracion (mM)

CsOH 110

Acido glutamico 110

CsCl 10

NacCl 10

CaCl, 1
HEPES 5
pH = 7,2 (Ajustar con CsOH)

El uso de acido glutdmico (para formar la sal de cesio), en vez de cloro, se
justifica ya que se ha visto que las concentraciones bajas de cloro favorecen la duracion
en el tiempo de los experimentos (Kawamura y Wabhler, 1994). Ademas, como se
comentd anteriormente, la concentracién de cloro afiadida a la pipeta no debe ser muy
diferente a la concentracion citosolica de cloro porque de lo contrario, se establece un
desequilibrio i6nico y por consiguiente una diferencia de potencial entre la solucién de
la pipeta y el contenido citosdlico, dificil de regular por la imposibilidad de paso de
aniones a través de los poros. Todo ello, desencadenaria un equilibrio de Donnan y
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consecuentemente un desplazamiento en las curvas de activacién, asi como un
desequilibrio osmatico que redundaria en la variacion del tamafio celular.
La solucion de la pipeta contiene también anfotericina B en un rango de

concentraciones que oscilan entre 50 y 150 pg/mL (ver apartado 3.3.3.3 de Material y

Métodos).

» Solucién interna para el registro de I, en la configuracién de célula

entera
La solucion interna utilizada se muestra a continuacion:

Tabla 8. Solucién interna para Iy, en la
configuracion de célula entera.
Compuesto Concentracion (mM)
EGTA 10
KCI 150
MqCl, 1
HEPES 5
Glucosa 10
GTPNa, 0.4
ATPNay 5
pH = 7,2 (Ajustar con KOH)

» Solucidn interna para el registro de Iy, en la configuracion de parche

perforado
La solucion utilizada registrar I, en la configuracion de parche perforado es
practicamente igual a la utilizada para registrar la lc, . La Unica diferencia es que en

este caso el ion transportador de carga es el potasio en lugar del cesio.
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Tabla 9. Solucioén interna para I, en la
configuracion de parche perforado.
Compuesto Concentracion (mM)

Acido glutamico 110
KOH 110
KCI 10
NacCl 10
CaCl, 1
HEPES 5
pH = 7,2 (Ajustar con KOH)

3.3.3.3. PRODUCTOS QUIMICOS Y FARMACOS

» Preparacion de Anfotericina B

La anfotericina B es un antibiotico poliénico que destaca en farmacologia por su
accion fungicida. Su actividad letal sobre las células se debe a la capacidad de union del
farmaco a los esteroles de las membranas celulares y abrir poros, variando asi su
permeabilidad a ciertos cationes (sodio, potasio e hidrogeno). En electrofisiologia, se
utiliza precisamente por su capacidad de abrir poros en la porcion de membrana
delimitada por la pipeta (Rae y cols., 1991). De este modo, se consigue la conexién
eléctrica, y el posterior registro de corrientes ionicas, evitando la pérdida de la
integridad del contenido intracelular.

El farmaco en cuestion es sensible a la luz por lo que es aconsejable que la
preparacion se realice en oscuridad (aunque una vez preparada se puede trabajar con luz
fluorescente sin alterar su actividad). La solucion madre se prepar6 a una concentracion
de 50 mg/mL. La anfotericina B se disolvié en DMSO. El uso de un ultrasonicador de
émbolo facilito considerablemente la disolucién del antibidtico. Justo en el momento de
su utilizacion, se afiadio a la solucion interna en una concentracion que oscilaba entre 50
y 150 pg/mL.
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> Preparacion del Neuropéptido Y (NPY)

El NPY en el hombre, en la rata, en el conejo y en el cobayo es idéntico y posee
Metionina (MET) en la posicion 17 (facilmente oxidable). Sin embargo, la estructura
del NPY porcino y bovino se caracteriza porque en posicion 17 tiene el aminoacido

leucina (LEU) (menos susceptible de oxidacion) (ver Introduccidn, figura 11).

El aminoacido MET se oxida mas facilmente que la LEU, hecho importante en
la evaluacion de la actividad bioldgica del péptido, cuya mayor actividad se ha
demostrado en la forma reducida. Asi, se sabe que la forma sintética de NPY humano
pierde actividad cuando se almacena en solucidon. Este hecho, justifica el uso de NPY

porcino en nuestros estudios.

La preparacion del NPY es sencilla puesto que es soluble en agua. Se prepar6
una solucién madre a la concentracién de 10 M y posteriormente se afiadio, a la
concentracion final de 100 nM, a la solucion de registro o sobre las propias células
segun el tipo de experimento a realizar, efecto agudo del farmaco o efecto a largo plazo,

respectivamente.

> Preparacion de los antagonistas selectivos del receptor Y; e Y,
Antagonista del receptor Y; (BIBP3226)

El N2-(Difenilacetil)-N-[(4-hidroxi-fenil) metil]-D-arginina amida (BIBP3226)
es un antagonista selectivo de los receptores Y; (Rudolf y cols., 1994). Su estructura no
péptidica se asemeja al tripéptido del carbono terminal del NPY (Pheng y Regoli, 2000).
Se disolvié en una mezcla de agua y DMSO, siendo la concentracion final de este

ultimo de 0,01%. La concentracion final de antagonista fue de 1 uM.

Antagonista del receptor Y, (BIIE0246)

El BIIE0246 ((R)-N [4-(aminocarbonilaminometil)-fenil]-N2-(difenilacetil)-
argininamida trifluoroacetato) es un antagonista selectivo de los receptores Y, (Doods y
cols., 1999; Dumont y cols., 2000). Contiene una arginina, similar al carbono terminal
del NPY. En la presente tesis doctoral se utilizd a la concentracion final de 1 uM,
conteniendo un 0,01% de DMSO.
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3.3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

3.3.4.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE LA CONFIGURACION
DE CELULA ENTERA

Transcurrido un tiempo aproximado de una hora o dos después de haber llevado
a cabo la disociacion de los miocitos cardiacos de rata (periodo de estabilizacion de las
células), se procedio al registro de las corrientes de membrana. Los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente con el fin de hacer méas lentas las cinéticas de las

corrientes en estudio y poderlas separar facilmente de las espigas capacitivas.

Se puso una alicuota de la suspension celular en la camara de registro situada en
la platina de un microscopio invertido Olimpus IMT-2. Se esperd un tiempo prudencial
hasta que las células se hubieron depositado en la base de cristal de la camara.
Transcurrido este tiempo, las células se perfundieron, con las soluciones de registro
modificadas o no por la adicion de diferentes farmacos, segun el interés del experimento
a realizar, a un flujo constante de 2 mL/min. El flujo se control6 mediante una bomba
peristaltica (Eyela MP3), de 4 vias para permitir el cambio rapido de una solucion a
otra. A continuacion, se eligié una célula con la simetria adecuada (rectangular) y que
no estuviera contrayéndose de forma espontanea. Por otro lado, a la pipeta, llena con
una solucién intracelular adecuada segun el experimento a realizar, se le introdujo un
electrodo de plata (previamente clorurado) conectado a su vez con el resto del equipo
(ver figura 23). Posteriormente, se introdujo la pipeta, con una ligera presion positiva,
en el liquido de perfusién y se ajustd a cero, manualmente, la diferencia de potencial
existente entre el exterior y el interior de la pipeta. Con la ayuda del micromanipulador
(Narishigue) se acerco la punta de la pipeta a la superficie de la célula hasta que ambas
superficies se tocaran. Este hecho se aprecid en el osciloscopio (Techtronix 5110),
puesto que durante todo el tiempo se habia estado dando pulsos de 5 mV, y en el
osciloscopio se registraba la corriente en respuesta al diferente potencial entre el interior
y el exterior de la pipeta. Justo en el momento en que la pipeta se pone en contacto con
la superficie de la célula, la sefial en el osciloscopio se vuelve muy ruidosa. Este es el
momento en el que se elimina la presion positiva y se ejerce una ligera presion negativa,
mediante ligera succion, lo que conlleva la formacion del sello de alta resistencia. Una
vez formado el sello, en el osciloscopio no se observa ninguna corriente en respuesta al
potencial aplicado, debido a la gran resistencia del sello conseguido. Para conseguir la

configuracion de célula entera o whole-cell, es necesaria la ruptura del sello mediante la
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aplicacion de una succion brusca (se produce la ruptura de la porcién de membrana
delimitada por los bordes de la pipeta). De este modo, la pipeta y todo su contenido
entran en contacto con el interior celular consiguiendo el acceso quimico y eléctrico
buscado. Una vez que se ha conseguido con éxito la configuracion de célula entera es
aconsejable esperar unos 5 minutos aproximadamente, antes de realizar el registro
electrofisiologico, para permitir la dialisis del liquido intracelular con el liquido de la

pipeta y la estabilizacion de las corrientes.

3.3.4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE LA CONFIGURACION
DE PARCHE PERFORADO

El modo de actuacion para conseguir la configuracion de parche perforado es
bastante parecido al explicado en el apartado anterior, pero con algunas variaciones. En
primer lugar, el sello de alta resistencia se consigue sin aplicar a la pipeta presion
positiva. Una vez conseguido el sello de alta resistencia, no se lleva a cabo la ruptura,
puesto que la pipeta contiene en su interior una sustancia antibiotica capaz de abrir
pequefios poros, que permitiran el acceso eléctrico. Asi, una vez conseguido el sello, se
aplicoé un protocolo que permitiera ver como se iba estableciendo el contacto eléctrico
de forma gradual. El protocolo consistia en la aplicacion de pulsos desporalizantes
desde un potencial de fijacién (PF) de —60 mV hasta —40 mV. Con esta maniobra
podiamos ver el grado de perforacion del parche a lo largo del tiempo. Cuanto mayor
era el contacto eléctrico las espigas capacitivas eran mayores y mayor era la Iy, que
generalmente, aparece al potencial test aplicado. El registro electrofisiologico se llevaba

a cabo 35-40 minutos después de haber conseguido el sello de alta resistencia.

3.3.4.3. MEDIDA DE LA CAPACITANCIA Y RESISTENCIAS EN SERIE

La capacitancia de membrana (Cm) se midié en cada célula. Se puso de
manifiesto aplicando pulsos de voltaje de + 10 mV de 6 ms de duracién, desde su

potencial de reposo (potencial de la célula cuando la corriente era 0).

6 ms -50 mV

-60 mVv

-70 mV
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La capacitancia da informacion indirecta de la superficie celular (1 pF/cm?) y se

calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Cm=r1clg [ AV, [1 — (|OO/ |0)]

donde ¢ es la constante de tiempo de caida de la capacitancia, I es el maximo valor de
la amplitud de corriente, AVy, es el valor del pulso de voltaje y loo es la amplitud de

corriente al final del pulso (Reuter y Scholz, 1977).

La resistencia en serie se calculé a partir del mismo registro, mediante la

ecuacion:
Rs = 1¢ /Cm

donde Rg es la resistencia en serie.
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Figura 24. Ejemplo de un trazo de capacitancia celular y los parametros para su
correcto andlisis
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3.3.4.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL REGISTRO DE Iy

» Medicion de las corrientes. Relacion corriente-voltaje

Los registros de corriente se iniciaron 8 minutos después de la ruptura del sello.
La Ica Se puso de manifiesto aplicando pulsos de voltaje en incrementos de 10 mV,
durante 300 ms a 0,2 Hz de frecuencia, siendo el intervalo de tiempo entre pulsos de 6
segundos. Por tanto, desde un PF de —-80 mV se aplicaba una rampa hasta —-40 mV que
era seguida por la aplicacion de pulsos despolarizantes desde —40 hasta +60 mV. La
rampa se utilizé para inactivar la corriente de sodio, presente desde —40 mV hasta —10

mV, aproximadamente.

300 ms

+60mV

-40 mV
-80 m\/_/ L

6s

Los registros de corriente se midieron en amplitud de corriente. Este parametro
se define como la diferencia entre la corriente medida en el pico maximo (lp) menos la

corriente medida al final del pulso (l.) (figura 25).

Es légico pensar que cada célula expresa una lc,. de una amplitud proporcional
a su tamaio. Por ello, para poder comparar los registros de corriente entre distintas
células, lo mas correcto es expresar los valores de corriente en densidad. Es decir, los
valores de amplitud se normalizan por la capacitancia de membrana. De este modo, si
representamos la densidad de corriente obtenida frente a cada potencial aplicado
obtendremos lo que se denomina “curva densidad de corriente-voltaje” que a su vez nos

mostrara la dependencia del voltaje de la corriente estudiada.
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Figura 25. Ejemplo de un trazo de Ic, a =10 mV y los parametros para su analisis. T
constante de tiempo de inactivacion rapida. ts: constante de tiempo de inactivacion lenta. Tp:
tiempo al pico.

3.3.4.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL REGISTRO DE I,

La Iy, se puso de manifiesto aplicando pulsos de voltaje en incrementos de 10
mV, durante 1000 ms a 0,2 Hz de frecuencia, siendo el intervalo de tiempo entre pulsos
de 6 segundos. Por tanto, desde un PF de —80 mV se aplicaban pulsos despolarizantes
desde —40 hasta +60 mV.

1000 ms
+60mV

-40 mV
-80 mV

— o

6s

Como en el caso de la Ica. la corriente de potasio también se midié en amplitud
y los datos de dicha amplitud se normalizaron entre la capacitancia para ser expresados

en densidad de corriente.
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Figura 26. Ejemplo de trazo de Iy, a + 40 mV y los pardmetros para su correcto analisis.

Se ha descrito que la corriente de potasio aislada con este protocolo consta
basicamente de dos componentes, el componente sensible a la 4-aminopiridina (4-AP)
(blogueante parcial de la corriente de potasio) y el componente insensible a ella (Apkon
y Nerbonne, 1991). En la presente Tesis Doctoral, se analizo el efecto del NPY sobre la
corriente como mezcla de ambos componentes, pero también se estudio el efecto sobre
el componente sensible a la 4-AP (lio@-ap)). Para aislar dicho componente basto sustraer
la corriente obtenida después de la perfusion con 4-AP, de la corriente obtenida en
ausencia de la misma (se explicard mas detalladamente en la correspondiente seccion de

resultados).

Otros autores habian utilizado la 4-AP como herramienta farmacoldgica para
separar el componente independiente de Ca®* (Hiraoka y Kawano, 1989; Tseng y
Hoffman, 1989, Gomez y cols., 1997). La 4-AP es una amina terciaria capaz de
bloquear el canal de Iy,. Este bloqueo es inverso a la uso-dependencia. Es decir, es mas
efectivo a bajas que a altas frecuencias debido a la unién y desunion del compuesto
durante el estado de reposo y de activacion, respectivamente (Jahnel y cols., 1994).
Ademas, el mecanismo de blogueo se explica gracias a su estructura terciaria capaz de
estar en la forma no protonada cuando precisa atravesar la membrana o en la protonada

cuando debe bloquear el canal. Debido a su mejor actividad cuando se encuentra
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protonada los niveles de pH bajos en el interior de la célula favorecen el blogueo
(Wegener y cols., 1998).

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la presente Tesis Doctoral se expresaron como la media +
EEM (error estandar de la media). Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante el test de la t de Student para datos pareados o no pareados, segun el caso. Se
considero un nivel de p<0.05 como punto de minima diferencia significativa en cada

comparacion, y el nivel de p<0.001 como punto éptimo de diferenciacion significativa.
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4. RESULTADOS

El estudio de los efectos y mecanismos del NPY en el corazdn se abordo desde
dos aproximaciones experimentales diferentes. En primer lugar, se analizé el efecto
del NPY sobre la contraccion y sobre la [Ca?];. Estos experimentos se llevaron a cabo
utilizando técnicas de fluorescencia. Posteriormente, se estudié el efecto del NPY
sobre algunas corrientes de membrana (lca € lo (s-ap)). Para ello, se utilizo la técnica
electrofisiologica de patch-clamp (fijacion de voltaje), en la configuracion de célula

entera y en la de parche perforado.
4.1. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA
4.1.1. MODULACION DE LA SENALIZACION DE Ca”* POR NPY

Hoy en dia, las acciones cardiacas del NPY contindan siendo motivo de
discusion. La disparidad de resultados radica por un lado, en las innumerables
técnicas, especies y tejidos utilizados para el examen de la cuestion y por otro, en la
dificultad de aislar los efectos cardiacos de los vasculares. Sin embargo, el problema
no se soluciona si se analizan sélo los resultados obtenidos para una misma especie y
tejido. Por ejemplo, en los miocitos de rata algunos autores describieron un efecto
negativo sobre la contraccion (Balasubramaniam y cols., 1988; Piper y cols., 1989;
Millar y cols., 1991), otros apuntaron la ausencia de efectos (Woo y Ganguly, 1995),
mientras que otros postulaban una dualidad de efectos, ya que observaban efectos
positivos cuando la lap) S€ encontraba bloqueada y los efectos contrarios cuando no
habia bloqueo (Millar y cols., 1991).

Todo estas contradicciones fueron las responsables de que decidiéramos
abordar el problema con otra aproximacion experimental. En este caso, se disponia de
técnicas de fluorescencia, que acopladas a un microscopio confocal permitieron el

estudio simultaneo de la movilizacion de [Ca*']; y de la contraccién.

Por ello, se realizd una investigacion en miocitos ventriculares de rata
utilizando la técnica de estimulacion de campo (ver seccion 3.2.6.2. de Material y
Métodos). Con ella, se indujo un PA y por tanto, la contraccion de la célula. En este
proceso, la entrada de Ca?* en la célula a través del canal de Ca®" tipo L (durante la
fase 2 del potencial de accion), desencadena la liberacién de mayores cantidades de
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Ca”" del RS (ver apartado 1.2.3 de la Introduccién). Esta movilizacién de Ca®* se

puede medir cargando las células con un indicador fluorescente.

4.1.1.1 EFECTO DEL NPY (100 nM) SOBRE EL TRANSIENTE GLOBAL DE [Ca®"];

Los estudios preliminares se realizaron en un microscopio de epifluorescencia
(Seccion 3.2.4.1 de Material y Métodos). De esta forma, se pudo investigar si el NPY
tenfa algtn efecto sobre el transiente global de [Ca?*];. Si esto sucedia, los siguientes
estudios se llevarian a cabo en el microscopio confocal, lo que permite, entre otras
muchas ventajas (ver seccion 3.2.4.2 de Material y Métodos), medir el efecto del NPY

sobre la contraccion, asi como hacer un estudio exhaustivo del efecto del péptido

~

sobre los sparks de Ca** (ver siguientes apartados).
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Figura 27. Efecto del NPY sobre el transiente global de
[Ca?*]; a distintos tiempos. La sefial fluorescente (F) fue
normalizada con respecto a la sefial de la base (Fp). En el
interior de cada barra se muestra el tiempo durante el cual la
célula se perfundid con NPY. Los datos se representan como la
media + EEM. *p<0,05.

En primer lugar, se estudié el efecto de 100 nM de NPY sobre el transiente
global de [Ca*];, a distintos tiempos. Como muestra la figura 27, el NPY aument6 de
forma significativa (p<0,05) la amplitud maxima del transiente global de [Ca®'];
durante el primer minuto de aplicacion. Asi, la fluorescencia maxima en 10 células
(normalizada con respecto a la fluorescencia basal, F/Fq) fue de 3,52 + 0,22 en control
y de 5,05 + 0,73 después de la perfusion con NPY. A los 2 y 3 minutos, se observé un

incremento menos marcado (en 8 y 4 células, respectivamente), en los valores de
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amplitud méaxima. Por Gltimo, a los 4 minutos de perfusién con NPY, el efecto
desaparecio, y la fluorescencia méxima volvié a establecerse a valores similares a los
del control (n=4) Con estos experimentos quedd demostrado que el NPY (a la
concentracion de 100 nM) tenia un efecto positivo sobre el transiente global de
[Ca®*]i, y que dicho efecto era méximo cuando el tiempo de perfusion era de un
minuto. Por tanto, todos los experimentos que siguieron, se realizaron bajo las
condiciones establecidas. Es decir, perfundiendo con NPY durante un minuto y

utilizando como concentracion de eleccién 100 nM de NPY.

A continuacién, se realizaron otros experimentos de estimulacion de campo,
pero esta vez en el microscopio confocal, lo que nos permitié comprobar si ademas de
un efecto sobre el transiente global de [Ca®'];, habfa alguna variacion en la

contraccion.

Los datos obtenidos, en 8 células cardiacas, corroboraron los resultados
preliminares realizados en el microscopio de epifluorescencia. EI NPY produjo un
aumento en el transiente global de [Ca*']; (figura 28), de manera que en condicién
control, la media de los valores de amplitud maxima (representados como F/Fy) fue de
2,58 + 0,24, y una vez que se perfundié la célula durante 1 min con NPY, el valor

medio de maxima fluorescencia fue de 3,73 + 0,49 (p<0,01).

R
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Figura 28. EI NPY aumenta la amplitud del transiente
global de [Ca®'];. El diagrama de barras representa los valores
medios de maxima fluorescencia (F/Fg) obtenidos en 8 células
ventriculares, antes (barra blanca) y después (barra azul) de la
perfusion con NPY. **p<0,01.
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También se analizo si habia variaciones en la cinética del transiente global de
[Ca?'];. Para ello, se ajusté la fase descendiente del trazo fluorescente a una funcién

exponencial simple (ver seccion de Material y Métodos, figura 21).
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Figura 29. EI NPY acelera la cinética del transiente de [Ca*"];. El diagrama
de barras representa los valores medios, de la constante de tiempo de relajacion
del transiente de [Ca®*]; obtenidos en 8 células ventriculares, antes (barra
blanca) y después (barra azul) de la perfusién de NPY. El tiempo de relajacion
se obtuvo mediante el ajuste del trazo fluorescente a una funcién exponencial

simple. **p<0,01.
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Figura 30. EI NPY incrementa el porcentaje de contraccién en células
ventriculares de rata. La grafica de barras muestra los datos medios de
contraccion de 8 miocitos antes y después de la perfusion con NPY. Los
datos se expresaron en porcentaje de contraccion. La barra blanca representa
los datos medios en control y la barra azul muestra los datos medios una vez

aplicado el NPY. *p<0,05.
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La figura 29 muestra que la aplicacion de NPY induce una aceleracion del
tiempo de relajacion, tal y como demuestran los datos medios, obtenidos para 8
miocitos (constante de relajacion, t: 293,86 + 14,97 ms antes y 199,98 + 18,20 ms

después de 1 min de perfusion con NPY, p<0,01).

Cuando se tratan las células con NPY, el transiente global de [Ca**]; aumenta,
por tanto, es razonable que aumente el porcentaje de contraccion, ya que hay mas
Ca’* en el medio para activar las proteinas contractiles. El equipo utilizado para
realizar estos experimentos permitié analizar el acortamiento de la célula durante el
proceso de contraccion. Segun lo esperado, el NPY incremento el porcentaje de
contraccion (figura 30) desde valores medios de 6,39 + 1,72 % para el control, hasta

valores medios de 11,79 + 3,49 % después de la aplicacion del péptido (p<0,05; n=8).

En la figura 31 se muestra una imagen representativa, obtenida mediante
barrido de linea, y su correspondiente transiente global de [Ca®']i, en situacion
control, y después del tratamiento del miocito con NPY. En ella se observa el
aumento del transiente global de [Ca?'];, la aceleracién del mismo y el aumento en la

contraccion después de la administracion del NPY.
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Figura 31. EI NPY modifica el acoplamiento E-C. Imagenes de barrido de linea (A y B, panel
superior) mostrando el transiente global de [Ca*"]; obtenido durante la estimulacion de una célula a 1
Hz de frecuencia antes (A) y después (B) de la perfusién con NPY. En el panel inferior (A y B) se
observa el transiente obtenido a partir de la imagen. La sefial fluorescente (F) fue normalizada con
respecto a la sefial de la base (Fo).
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En principio, la modificacién de los parametros basicos que constituyen un
transiente global de [Ca®'];, en células tratadas con NPY, podria ser consecuencia de

cualquiera de los siguientes fendomenos ocurridos durante el acoplamiento E-C:

En primer lugar, podria verse afectada la lca. (quien desencadena la
activacion de los RyR). Un aumento de la misma implicaria un mayor nimero de RyR
activados y por tanto, mayor liberacién de Ca?* del RS. El estudio del efecto del NPY
sobre la Ica. supuso otro capitulo de esta tesis doctoral y por ello, sera comentado en

el siguiente apartado.

Por otro lado, el contenido de Ca?* del RS podria encontrarse modificado.
Este hecho seria factible en el caso que nos ocupa, ya que segun los resultados
anteriores la constante de tiempo de relajacion se acelera. La aceleracion de la
constante de tiempo de relajacién () implica una recaptacién mas rapida del Ca®*
liberado y por tanto, un incremento en la velocidad de actuacion de la SERCA. Si lo
anterior es cierto, cabe la posibilidad de que el contenido de Ca®* del RS sea mayor,
porque trabajando més réapido, la SERCA es capaz de introducir mayores cantidades
de Ca’* en el RS. Para estudiar el contenido de Ca®* del RS se utilizé cafeina, a la
concentracion de 10 mmol/L. La cafeina tiene la propiedad de vaciar el RS ya que
abre los RyRs, manteniéndolos abiertos mientras esté presente. De este modo, es facil
saber la cantidad de Ca?* existente en el RS ya que la unién de la cafeina al RyR
inducira el vaciamiento total del RS. Al mismo tiempo nos puede dar una idea de la
actividad del intercambiador Na‘/Ca*, puesto que en presencia de cafeina, el efecto
de la SERCA queda anulado (aunque recapte Ca®*, éste es liberado de inmediato por
los RyRs bloqueados en el estado abierto). En este caso, la relajacion del transiente de
Ca®* evocado por la cafeina dependera mayoritariamente de la extrusién de Ca®* a

través del intercambiador Na*/Ca?*.

Para llevar a cabo estos experimentos, se estimuld a las células durante dos
minutos a 1 Hz de frecuencia de forma que el RS se encontrara en estado estacionario.
Posteriormente, se aplicd de forma réapida la cafeina, obteniéndose unos transientes
como los que aparecen en la figura 32. Dicha figura muestra 2 trazos representativos
de un transiente fluorescente inducido por cafeina, en una célula control (trazo negro)
y en una célula tratada con NPY (trazo azul). Después del tratamiento con NPY, el

contenido de Ca®" del RS se encontraba aumentado.
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Figura 32. Trazos de [Ca*"]; evocados por la cafeina.
Ejemplos de trazos fluorescentes obtenidos como
respuesta a la aplicacion rapida de cafeina 10 mM en una
célula control (trazo negro) y en una célula tratada un
minuto con NPY (trazo azul).

Los datos medios del pico maximo de fluorescencia (F/Fo), obtenidos en 9
células controles y en 8 células tratadas con NPY fueron de 3,31 + 0,36 y 4,42 + 0,34,
respectivamente (p<0,05). Dichos datos estan representados en la figura 33A, donde
de nuevo puede apreciarse el aumento en el contenido de Ca®* del RS, después de la

aplicacion de NPY.

También se estudié la constante de tiempo de relajacion, del transiente
fluorescente inducido por la cafeina (figura 33B). Sin embargo, no se observaron
variaciones significativas con respecto al control (1853,51 + 543,51 ms para el control
y 1893,77 + 478,47 ms para las células tratadas con NPY), indicando que la actividad

del intercambiador Na*/Ca?* no resulta alterada por el NPY.

116



Resultados

~ 0

54 *% _
| 2000- T
T _ 7
L3 £ 1200
i 1—;1
400

\1' Control  NPY ~ " Control  NPY /

Figura 33. El NPY aumenta la carga de Ca®* del RS de células ventriculares. A.
Gréafico de barras correspondiente al transiente fluorescente de [Ca*']; (F/Fo) inducido
por la cafeina. B. Gréfico de barras que representa la constante de tiempo de relajacion
del transiente de [Ca*']; (t, ms), después de la aplicacion rapida de cafeina. Las barras
blancas representan los valores medios + EEM obtenidos de 9 células controles y las
barras azules representan los valores medios =+ EEM de 8 células tratadas con NPY.
**p<0,01.

4.1.1.2. EFECTO DE NPY (100 nM) SOBRE LOS TRANSIENTES LOCALES DE CALCIO
(SPARKS DE Ca*)

Hasta el momento, se ha estudiado uno de los factores que podian estar
implicados en el aumento del transiente global de [Ca?'];; la habilidad del RS para
almacenar mayor cantidad de Ca®*, (pardmetro que podria explicar, en parte, la

variacion del transiente global de [Ca®*];, cuando se administra NPY).

Sin embargo, no hay que olvidar que el transiente global de [Ca*]; es el
sumatorio temporal y espacial de sus unidades elementales, los sparks de Ca*. Por
tanto, variaciones en las caracteristicas de los sparks de Ca®* influiran en la magnitud
del transiente global de [Ca®'];. Este es el motivo que nos impulsé a investigar los

sparks espontaneos de Ca’".
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Figura 34. EI NPY modifica la amplitud de los sparks de Ca?*. Representacion
de los valores medios de 402 sparks de Ca* registrados en 12 células control (A) y
de 434 sparks de Ca®* procedentes de las mismas células después de la aplicacion
de NPY (B). Las imagenes se obtuvieron mediante barrido de linea. La proyeccion
tridimensional de cada imagen se muestra en la parte superior de la figura. La sefial
fluorescente (F) se normaliz6 con respecto a la sefial de base (Fo).

Los resultados se muestran en la figura 34 donde se puede ver una imagen de
la media de los sparks de Ca**, obtenidos por barrido de linea, y registrados en
miocitos cardiacos antes (figura 34, panel A abajo) y después (figura 34, panel B
abajo) del tratamiento con NPY 100 nM. La proyeccion tridimensional de cada
imagen se muestra en la parte superior de la figura y aporta una imagen mas clara de
la media de la intensidad fluorescente de los sparks de Ca®*, antes (figura 34, panel A
arriba) y después (figura 34, panel B arriba) de la aplicacién de NPY. Resulta claro
que la intensidad fluorescente de los sparks de Ca®* aumenta en la presencia de NPY.

En la figura 35A, se presenta el diagrama de barras correspondiente a la media
de la amplitud maxima de los sparks de Ca®*, antes (barra blanca) y después (barra
azul) de la perfusion con NPY. En ella, se observa que el NPY aumentd la amplitud
de forma significativa (p<0,001) en 12 celulas, siendo los valores medios de maxima
fluorescencia (representados como F/Fo) de 1,36 + 0,01 en 402 sparks de Ca®*, y

valores de 1,52 + 0,01 en 434 sparks de Ca®*, después de la perfusién con NPY.
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Figura 35. EI NPY aumenta la amplitud de los sparks de Ca”". A. Representacion de la media del
méximo de fluorescencia de los sparks de Ca** (expresado como F/Fy) antes (barra blanca, n=402) y
después (barra verde, n=434) de la perfusion de NPY. B. Histograma de frecuencia que representa la
amplitud de los sparks de Ca** en control (barras blancas) vs. NPY (barras azules). ***p<0,001.

En la figura 35B aparece representado el histograma de frecuencias. Este tipo
de diagramas distribuye los sparks de Ca®* en poblaciones homogéneas, tomando
como factor determinante la amplitud de cada uno. Después del tratamiento con NPY,
se apreci6 un desplazamiento de la poblacién de sparks de Ca** hacia amplitudes mas
elevadas. Asi por ejemplo, la mayoria de los sparks de Ca**, en condiciones control,
presentaron una amplitud (F/Fo), aproximada, de entre 1,3 y 1,4, mientras que después
de la aplicacién de NPY, la mayor parte de los sparks de Ca?* tuvieron amplitudes
(F/Fo) que oscilaron entre 1,5y 1,6.

Ya se ha comentado, anteriormente, que los sparks de Ca*" son transientes
localizados de Ca?* (figura 21B) y como tales se puede analizar en ellos la constante
de tiempo de relajacién y la dispersion espacial media del mismo. La constante de
tiempo de relajacion se obtuvo ajustando la fase de caida de los sparks de Ca** a una
funcion exponencial simple y la anchura media se ajustd a una funcion de Gauss.
Ninguno de los dos pardmetros sufrié variaciones después de la perfusion con NPY
(figura 36A y B). De hecho, los valores medios para la constante de tiempo de
relajacion fueron de 24,20 + 1,72 ms en control (n=317) y de 24,11 + 1,43 ms (n=330)
después de la aplicacion de NPY. Los valores medios de la dispersion espacial fueron
de 0,87 + 0,03 um y 0,82 + 0,03 um para el control (n=254) y después de la

aplicacion de NPY (n=276), respectivamente.
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Figura 36. EI NPY no modifica la constante de tiempo de relajacion ni la
anchura media de los sparks de Ca*. A. Representacion de los valores medios
de la constante de tiempo (1) en control (n=317) y después de la aplicacion de
NPY (n=330). B. Gréafico de barras donde se muestran los valores medios de
dispersion espacial media, antes (n=254) y después de la perfusion de NPY
(n=276). Las barras blancas representan los valores medios para el control y las
barras azules representan los valores medios después del tratamiento con NPY.

Segun los resultados obtenidos, parece claro que el aumento del transiente
global de [Ca®'];, inducido por el NPY, est4 directamente relacionado con el aumento
de la amplitud de los sparks de Ca®*. Sin embargo, no se puede obviar que la
actividad de los RyRs podria resultar modificada por el NPY. Es decir, cabe la
posibilidad de que los sparks de Ca®* tuvieran amplitudes més elevadas y que ademés
se liberaran en mayor nimero (por posibles variaciones en la probabilidad de apertura
del RyR). Para comprobar si esto era asi 0 no, se realizaron estudios donde se midio la

ocurrencia de sparks espontaneos de Ca®* en ausencia y presencia del NPY.

En la figura 37A se muestran imagenes representativas de un miocito, antes
(figura 37A, panel superior) y después de la aplicacion de NPY (figura 37A, panel
inferior). La liberacion de sparks espontéaneos de Ca?* es mayor tras la aplicacién de
NPY.

Los valores medios de frecuencia (expresados como n° de sparks de
Ca®*/mm:-s) son 0,10 + 0,01 en condiciones control y 0,15 + 0,02, en presencia de
NPY (n=12). Dichos valores se representan en la figura 37B, que muestra un aumento
significativo (p<0,01) en la ocurrencia de sparks espontaneos de Ca®*, en presencia de
NPY.

120



Resultados

~

20 um}
o8
o
iy

o
-

NUmero de sparks de Ca?*/ mm:s

o
o
L

\ 200 ms Control NPY /

Figura 37. La frecuencia de los sparks de Ca®* aumenta después del tratamiento con NPY. A.
Imagenes obtenidas por barrido de linea que muestran la frecuencia de sparks de Ca®* espontaneos, en
situacion control (panel superior) y después de la perfusion de NPY (panel inferior). B. El diagrama de
barras muestra la frecuencia de los sparks de Ca®*, medidos en 12 células, antes (barra blanca) y después
(barra azul) del tratamiento con NPY. **p<0,01.

En resumen, los resultados muestran que el NPY aumenta la amplitud del
transiente global de [Ca?']; y acelera su cinética de relajacion. Dichas variaciones
de las caracteristicas del transiente, podrian explicarse por un aumento en la carga
del RS, un aumento de la amplitud de los sparks de Ca®*, asi como por el
incremento de frecuencia de los mismos. Todo ello, en conjunto, influira en el
aumento del % de la contraccion, observado después de la aplicacién de NPY. Sélo
quedaba pendiente estudiar si en efecto del NPY sobre la contraccion estaba también
implicada la lca.. Sin embargo, debido a la extension de los resultados obtenidos en

este sentido, se explicaran en otro apartado de la seccién de resultados.

4.1.2. MECANISMO DE TRANSDUCCION IMPLICADOS EN EL EFECTO DE NPY
SOBRE EL ACOPLAMIENTO E-C

Los resultados obtenidos hasta el momento proporcionaban una informacion
detallada y légica del aumento global del transiente global de [Ca*]i. Sin embargo,
nos parecié de sumo interés profundizar en el mecanismo de transduccion intracelular
por el que el NPY era capaz de producir los efectos, anteriormente citados. Para ello,

en primer lugar, se intentd dilucidar el subtipo de receptor de NPY que podia mediar
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el efecto, y posteriormente, se profundizo en el estudio de dos cascadas intracelulares,
posiblemente implicadas en el aumento del transiente, las proteinas G; y la cascada de
la (PKA).

En este punto es necesario especificar que cuando se utiliza, como herramienta
farmacoldgica la PTX, no se puede afirmar que los mecanismos sean mediados por
una proteina Gj, puesto que hoy en dia se sabe que la PTX también inhibe las
proteinas G, (Downes y Gautam, 1999). Por ello, durante el desarrollo y discusion de

los resultados se hablara de efectos mediados por proteinas G sensibles a PTX.

4.1.2.1. ESTUDIO DEL RECEPTOR DE NPY IMPLICADO

Con el fin de establecer el subtipo de receptor de NPY implicado en el
aumento del transiente global de [Ca®']; se utiliz6 un antagonista selectivo de los
receptores Y; (BIBP 3226, 1 uM) (Rudolf y cols., 1994) y un antagonsita selectivo de
los receptores Y, (BIIE0246, 1 uM) (Doods y cols., 1999; Dumont y cols., 2000).

Es conveniente remarcar que en este grupo de experimentos las células se
incubaron previamente con el antagonista (1 hora) correspondiente, para asegurar el
bloqueo del receptor. Posteriormente, los experimentos se realizaron como en
apartados anteriores, es decir, perfundiendo las células durante 1 minuto con NPY 100

nM en presencia del antagonista.
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Figura 38. EIl receptor Y, no esta implicado en la
modificacién del transiente global de [Ca?']; inducida
por NPY. El diagrama de barras representa los valores
medios de méaxima fluorescencia (F/F,) obtenidos en 10
células ventriculares antes (barras blancas) y después
(barras azules) de la perfusion con NPY. Las células
fueron tratadas con BIIE0246 una hora antes de comenzar
los experimentos. ***p<0,001.
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Como se aprecia en la figura 38, el bloqueo del receptor Y,, no alteraba el
efecto del NPY sobre el pico méximo de fluorescencia. Asi, los valores medios del
pico maximo de fluorescencia (F/Fo), en 10 células incubadas (1 hora) con BIIE0246,

eran de 1,84 + 0,08 antes y 2,14 + 0,09 después del tratamiento con NPY (p<0,001).

Como contrapartida, cuando se bloguearon los receptores Y1, con BIBP3226,
el NPY no logré mantener el aumento que inducia sobre el transiente global de [Ca®"];
(figura 39). Por tanto, se puso de manifiesto que la presencia del receptor Y; era

necesaria, para que el NPY actuara en la sefializacién de Ca** intracelular.
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Figura 39. El receptor Y; es el responsable del aumento
del transiente global de Ca** inducido por NPY. El
diagrama de barras representa los valores medios de
méaxima fluorescencia (F/Fy) obtenidos en 6 células
ventriculares, en ausencia (barra blanca) y en presencia
(barra azul) de NPY. Las células fueron tratadas con
BIBP3226 una hora antes de comenzar los experimentos.

4.1.2.2. IMPLICACION DE LAS PROTEINAS G SENSIBLES A PTX EN EL EFECTO DEL
NPY SOBRE LA SENALIZACION DE Ca**

En la figura 40, se observa que la cascada que sigue el NPY, en la
modificacion de las caracteristicas del transiente global de [Ca®'];, es totalmente
independiente de la cascada intracelular que regulan las proteinas G sensibles a PTX.
Tal y como se aprecia en dicha figura, después de la incubacion con PTX (durante 5
horas), el NPY seguia modificando la amplitud maxima del transiente (F/Fo) desde
valores de 2,70 + 0,18 en condiciones control, hasta valores de 3,14 + 0,19, después
de la aplicacion de NPY (p<0,01).
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Figura 40. El efecto de NPY es independiente de la
cascada de las proteinas G sensibles a PTX. El diagrama de
barras representa los valores medios de maxima fluorescencia
(F/Fy) obtenidos en 6 células ventriculares antes (barra
blanca) y después (barra azul) de la perfusion de NPY. Las
células fueron tratadas con PTX 5 horas antes de comenzar
los experimentos. **p<0,01.

41.23. IMPLICACION DE LA PKA EN EL EFECTO DEL NPY SOBRE LA
SENALIZACION DE Ca*

Las modificaciones inducidas por el NPY en el acoplamiento E-C eran muy
similares a las descritas por otros autores que investigaban farmacos B-adrenérgicos,

cuyos mecanismos de accion estaban mediados por la PKA (Valdivia y cols., 1995).

Por tanto, se realizd un blogue de experimentos para comprobar si el NPY
compartia el mecanismo de accion de los agonsitas -adrenérgicos. El objetivo fue ver
qué efectos tenia el 1SO (107 M), en células incubadas previamente con NPY. Para
ello, se disefiaron 2 grupos de trabajo, un grupo control y un grupo que se incubo
previamente con NPY (3 horas). Ambos grupos se trataron con 1SO y posteriormente

se compararon los efectos del péptido en uno y otro grupo.

En la figura 41A se aprecian los resultados obtenidos sobre la amplitud del
transiente global de [Ca*']i. En primer lugar, se observé que en el grupo control
(barras con fondo blanco) el efecto del 1SO se correspondia con el ya descrito por
otros autores (Valdivia y cols., 1995). Es decir, el agonista B-adrenérgico indujo un
aumento significativo (p<0,05) de la fluorescencia maxima. En la misma figura,
también se aprecié que las células incubadas con NPY (barras con fondo azul)
mostraron el mismo efecto de aumento, ya descrito para el péptido cuando la

perfusion era tan sélo de un minuto (figuras 28 y 31). Sin embargo, en dichas células
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incubadas, el ISO tuvo un efecto diferente que en control, puesto que no fue capaz de
aumentar el transiente global de [Ca*]; (figura 41A).

En el caso de la constante de tiempo de relajacion (figura 41B) y de la
contraccion (figura 41C) los resultados fueron parecidos. Es decir, el ISO actu6 en las
células controles (acelerando la constante de tiempo y aumentando la contraccion),
pero no ocurrid asi en las células incubadas con NPY, donde el 1SO fue incapaz de

potenciar el efecto producido por el NPY.
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Figura 41. El tratamiento con NPY previene los efectos del 1SO 100 nM. A. El gréfico de barras
muestra los valores medios de la fluorescencia méaxima (representada como F/Fg) en 11 células control
(barras blancas) antes (barra blanca lisa) y después (barra blanca rayada) del tratamiento con ISO 100
nM. Las barras azules representan los datos medios obtenidos en 6 células incubadas con NPY (3
horas), en ausencia (barra azul lisa) y en presencia (barra azul rayada) de ISO. B. Representa la
constante de tiempo de relajacion (t, ms) del transiente, obtenido mediante el ajuste del trazo
fluorescente a una exponencial simple. Las barras tienen el mismo cédigo de colores que en el panel A
para 12 células control y 7 incubadas con NPY. C. El diagrama de barras representa los datos medios
(en %) de contraccion, obtenidos en 8 células control y en 4 células incubadas con NPY. El codigo de
colores es el mismo que en los paneles A y B. *p<0,05; ***p<0,001.

Por tanto, parece evidente, segun los resultados presentados, que el NPY
media su efecto, sobre la sefializacién de Ca?* intracelular, a través de su unién al
receptor Y;. A su vez, en la cascada intracelular podria verse implicada la via de la
PKA, y no asi aquellos mecanismos relacionados con las proteinas G sensibles a
PTX.
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4.2. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS

Hasta el momento, habia quedado demostrado que el NPY aumentaba el transiente
de [Ca**];, asi como la contraccién. Estas modificaciones se debian a diversos factores
previamente descritos, entre los que se incluyen el aumento de la sensibilidad de los
RyRs, la mayor capacidad de llenado del RS y el incremento en la amplitud de las
unidades elementales que conforman el transiente global de [Ca*]i. Todo ello,

explicaba el incremento en el porcentaje de contraccion.

Sin embargo, no podia excluirse la variacion en las corrientes idnicas implicadas
en el PA. Asi, podia suceder que la amplitud de Ica. fuera mayor y por tanto, fluyera
Ca’®* durante un periodo de tiempo mas largo del habitual. Ello contribuiria a la mayor
liberacion de Ca®* del RS (por el ya mencionado fenémeno de CICR) v,

consecuentemente, a un aumento de la contraccion.

Por otro lado, tampoco se debia obviar la posibilidad de que el NPY modificara
la l,. Una disminucién de la misma prolongaria la fase de meseta del PA, dejando, de

nuevo, més tiempo para que el Ca®* fluyera al interior de la célula.

Por todo los expuesto anteriormente, se disefid un grupo de experimentos
destinados a investigar los efectos del NPY sobre la lca. y otro bloque de
experimentos con el fin de analizar sus acciones sobre la l;,. En el caso de encontrar

alguna accidn se profundizaria en los mecanismos de transduccion que la mediaban.

42.1. EFECTO DEL NPY EN LA CORRIENTE DE CALCIO TIPO L (lca) EN
CELULAS VENTRICULARES DE RATA.

El efecto del NPY sobre la Iy se estudio, primeramente, en la configuracion
convencional de célula entera (whole-cell). La concentracién utilizada fue la misma
que para el resto del estudio (100 nM), ya que era a esa concentracion a la que otros
autores encontraban sus efectos (Millar y cols., 1991; Bryant y Hart, 1996). Una vez
obtenido el parche de membrana se esperd un periodo de 8 minutos para permitir la
estabilizacion de la célula y la didlisis de los componentes de la solucion intracelular
al interior. Posteriormente, se aislo la corriente, antes y después de la perfusion con
NPY. Asi, desde un PF de —80 mV se aplic6 una rampa hasta —40 mV seguida de la
aplicacion de pulsos despolarizantes desde —40 hasta +60 mV (en intervalos de 10
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mV) (figura 43, esquina inferior derecha). La rampa se utilizo, junto con la perfusion
de TTX, para inactivar la Ins, presente desde —-40 mV hasta -10 mV,

aproximadamente

Los resultados obtenidos mostraban que la perfusion de NPY, durante 4
minutos, inducia una marcada disminucién de la corriente. En la figura 42 se muestra
un experimento representativo, donde se aprecian dos trazos de corriente obtenidos
mediante la aplicacion de un pulso despolarizante a 0 mV desde un PF de —-80 mV. El
trazo de la izquierda corresponde al control y el de la derecha corresponde a la
maxima amplitud de corriente obtenida después del tratamiento durante 4 minutos con
NPY (100 nM). La exposicion de los miocitos al NPY produjo un descenso en la

méaxima amplitud de corriente de —1072 pA a —749 pA.

4 N

Control NPY

JSOOpA
S N,

Figura 42. Trazos representativos de lcy. en la configuracion de célula
entera. Los trazos de lc, representan la amplitud méxima de corriente,
obtenida mediante la despolarizacion de la membrana desde un PF de -80 mV
hasta 0 mV, antes (trazo negro) y después (trazo azul) de 4 minutos de
perfusién con NPY. La linea discontinua indica el nivel de corriente cero.

0 pA b

La grafica de la figura 43 ilustra la relacion corriente-voltaje obtenida a
partir de 27 ceélulas, antes (circulos blancos), y después (circulos azules) de la
perfusion de NPY. El NPY indujo una disminucién de la corriente que fue
significativa desde —30 mV hasta +50 mV. Ademas, el efecto no fue reversible
después del lavado. Asi lo demostraban los valores medios de amplitud de corriente
de 10 miocitos ventriculares de rata (-1585 + 331,04 pA; -1122 + 193,83 pA y -1031

+ 209,50 pA, para el control, el NPY vy el lavado, respectivamente).
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Figura 43. EI NPY disminuye la I, en la configuracion de célula entera. La
grafica muestra la relacion media de la corriente frente al voltaje obtenida en 27
células antes (circulos blancos) y después (circulos azules) de la aplicacion de
NPY, durante 4 minutos. Los datos se expresaron como la media + EEM.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Aunque muy Util en determinadas condiciones, la configuracion de célula
entera muestra algunos inconvenientes (ver apartado 3.3.1.1 de Material y Métodos).
El principal problema es la diferencia de volumen entre el contenido de la pipeta y el
contenido celular. Es decir, el interior de la pipeta contiene una solucién con mayor
volumen que el citoplasma y por tanto, es capaz de diluir el medio intracelular.
Debido a este fendmeno, denominado “fendmeno de lavado” (en inglés, washout),
algunos componentes celulares necesarios para la modulacién intracelular (segundos
mensajeros, etc.) o para la activacion de un canal, se dializan hasta el punto de la
inactivacion. Un caso concreto de este fendmeno es la desaparicion de la Ica. con el
tiempo, lo que en términos electrofisiol6gicos anglosajones se denomina run-down de
Ca’* (Belles y cols., 1988; Pelzer y cols., 1990).

Con el fin de descartar que el efecto de NPY sobre la Icy fuera debido,
precisamente, al citado fendmeno de run-down, se realizaron unos experimentos para
cuantificar la cantidad del mismo que habia en nuestras condiciones experimentales.
El modo de actuacién fue similar al caso anterior, con la salvedad de que no se utiliz6
NPY. Asi, los registros se realizaron a los mismos tiempos: 8 minutos después de la
ruptura del sello, 12 minutos (comparables con los 4 min de perfusion con NPY) y 16

minutos (comparables con los 4 minutos de lavado).
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Figura 44. Estudio del run-down de calcio. Representacion
grafica de la relacion amplitud de Ic, -voltaje para 9 miocitos
cardiacos de rata. Los registros se realizaron a distintos tiempos
después de la ruptura del sello; 8 (circulos blancos), 12
(circulos azules) y 16 minutos (triangulos negros). EI NPY no
estuvo presente en este grupo de experimentos. Los valores se
expresaron como la media + EEM. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 (12 min vs. 8 min).

Los resultados obtenidos mostraban, que en ausencia del péptido, se producia
una disminucién de la lc,.. Los valores medios de la amplitud de lc,, obtenidos en 9
células, aparecen representados en la figura 44. Los valores de la amplitud de
corriente desde —20 mV hasta +40 mV fueron significativamente menores cuando el
registro se hacia mas prolongado en el tiempo. Es decir, la amplitud de la corriente era
menor a los 12 y 16 minutos (circulos azules y triangulos negros, respectivamente),
que a los 8 minutos (circulos blancos) de la ruptura del sello, presentando valores
medios de amplitud maxima de -593,78 + 49,01 pA a los 8 minutos, -502,44 + 43,52
pA (p<0,01) a los 12 minutos y -441,14 + 38,38 pA a los 16 minutos después de la

ruptura del sello (n=9).

El céalculo aproximado de los porcentajes de disminucion de la Ica por efecto
del run-down o por efecto del NPY (a 0 mV) inducian a pensar que el efecto de NPY,
cuando se utilizaba la configuracion de célula entera, estaba amplificado por el

fenémeno de run-down (figura 45).
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Figura 45. El efecto del NPY sobre la Ic,, en la configuracion de
célula entera, esta sobrestimado debido al run-down. La barra blanca
representa el % de disminucion de la I, , de 9 células, debido al run-
down (registros a los 8 vs. 12 minutos). La barra azul indica el % de
disminucion de la Icy cuando se aplicé NPY durante 4 min, con
respecto al control (n=26). El espacio delimitado por las lineas
discontinuas representa el porcentaje hipotético de efecto que tendria el
NPY al suprimir el % de run-down.

Los datos preliminares apoyaban la existencia de un efecto del NPY sobre la
IcaL. Sin embargo, el efecto en la configuracion de célula entera estaba sobrestimado.
Se hizo evidente que el uso de ciertos mediadores requeridos para la modulacion del
canal (ATP, GTP, creatin fosfato y EGTA) (ver apartado 3.2.3.2), no evitaban la
disminucion de la corriente con el tiempo. Por ello, la Gnica forma que quedaba para
demostrar el efecto del NPY sobre la lca consistia en la repeticion de los
experimentos, pero en la configuracion de parche perforado. Con esta laboriosa
técnica se evitaba la pérdida de componentes citoplasmaticos fundamentales para la
activacion de las corrientes (Revision, Tajima y cols., 1996). En esta configuracion
solo tienen libre movimiento los iones monovalentes, preferiblemente los cationes, ya
que el contacto eléctrico se establece por la formacion de poros en la porcion de
membrana donde se formo el sello y no por la ruptura de la misma (Ver seccion de

Material y Métodos, figura 22).

Los resultados de este nuevo blogue de experimentos verificaban,
indudablemente, que el NPY disminuia la Ic,.. El efecto era menos marcado de lo que

indicaban los resultados en la configuracion de célula entera y mas parecido al efecto
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gue quedaba cuando se sustraia, hipotéticamente, el run-down de la Ic,. obtenida
(figura 45).

En la figura 46 se muestra un experimento tipico, donde se representan dos
trazos de corriente (a 0 mV), uno en condiciones control (trazo negro) y otro después
de 4 minutos de aplicacion de NPY (trazo azul). Para esta célula, los valores de
amplitud méaxima fueron de —937 pA antes y —811 pA después de la aplicacion de
NPY (100 nM).

Control NPY

Figura 46. Trazos representativos de Ic, en la configuracién de parche
perforado. Los trazos de lc, representan la amplitud maxima de corriente,
obtenida mediante la despolarizacion de la membrana desde un PF de —-80 mV
hasta 0 mV, antes (trazo negro) y después (trazo azul) de 4 minutos de perfusién
con NPY. La linea discontinua indica el nivel de corriente cero.

El mismo efecto de disminucion se aprecio en 11 células expuestas al péptido
tal y como se representa en la figura 47. En la relacion corriente-voltaje obtenida antes
(circulos blancos) y después (circulos azules) de la perfusién de NPY, se muestra
como el péptido indujo una disminucion de la corriente que fue significativa (p<0,05;
p<0,01) desde —10 mV hasta +30 mV.

En conclusion, los resultados demostraban que el NPY es capaz de modular
discretamente la lc,. en miocitos ventriculares de rata. En este caso concreto, fue mas
correcto utilizar la configuracion de parche perforado ya que por el contrario el efecto
del péptido se veia amplificado debido a la didlisis intracelular sufrida por la célula,

cuando la configuracion utilizada es la de célula entera.
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Figura 47. EI NPY disminuye la lc,, en la configuracion
de parche perforado. La grafica muestra la relacion media
de la corriente frente al voltaje obtenida en 11 células antes
(circulos blancos) y después (circulos azules) de la aplicacion
de NPY durante 4 minutos. Los datos se expresaron como la
media + EEM. *p<0,05; **p<0,01.

4.2.2. ESTUDIO DEL RECEPTOR INVOLUCRADO EN EL EFECTO DEL NPY
SOBRE LA lca

Una vez demostrado que el NPY inducia la disminucion de la lc,., Se investigd
cudl de los dos principales receptores cardiacos de NPY estaba implicado en el efecto.
Para ello, como en ocasiones anteriores, disponiamos de las herramientas
farmacoldgicas adecuadas, los antagonistas selectivos del receptor Y; (BIBP3226) y
del receptor Y, (BIIE0246).

Para la realizacion de estos experimentos se incubaron las células durante 1
hora con el antagonista y posteriormente, se aislo la Ica. con el mismo protocolo
utilizado hasta el momento (figura 43). En este caso, cuando se perfundio la célula

con NPY fue en presencia del antagonista estudiado.

El bloqueo del receptor Y; anuld los efectos del NPY sobre la I, , tal y como
se aprecia en la figura 48A, donde las curvas que relacionan la amplitud de corriente
en funcidn del voltaje en control (circulos blancos) y después de la aplicacion de NPY

(circulos azules) se solapaban. De hecho, los valores medios para el pico eran muy
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similares, -1057,66 + 137,75 pA antes y -1051 + 41,92 pA, después de la aplicacion
de NPY (n=6).

Asimismo, también se anularon los efectos del NPY sobre la corriente, cuando
se bloquearon los receptores Y,. En la figura 48B se reflejan las curvas que relacionan
la corriente frente al voltaje demostrando que este receptor es necesario para la
regulacion del canal de Ca?* llevada a cabo por el NPY. Como en el caso anterior, los
valores medios de maxima amplitud de Ic,_ fueron practicamente iguales, -1011,20 +

163,78 pA vs. -1036 + 152,60 pA, para el control y el NPY (n=5), respectivamente.
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Figura 48. El efecto de NPY sobre la I, es inespecifico del subtipo de receptor. A. Representacién de
la relacion de corriente-voltaje cuando se bloguea el receptor Y;. B. La grafica muestra la relacion de
corriente-voltaje, cuando se blogquea el receptor Y,. En ambos casos, los circulos blancos representan la
curva obtenida en situacion control y los azules la curva resultante después de la aplicacion de NPY.
Durante todo el experimento las células estuvieron expuestas al antagonista objeto de estudio. Los datos se
expresaron como la media £ EEM.

Por tanto, de estos resultados se dedujo que ambos receptores eran
imprescindibles en la modulacion a la baja de la Ica. por NPY. Ademas, al parecer, se
hacia necesaria la interaccion del NPY con los dos receptores, porque cuando uno

solo era el que quedaba libre (por bloqueo del otro) tampoco habia efecto.
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4.2.3. ESTUDIO DEL POSIBLE EFECTO ANTIADRENERGICO DEL NPY

Algunos autores habian descrito que el NPY era capaz de disminuir los niveles
de AMP¢ citoplasmaticos, previamente aumentados por ISO (Kassis y cols., 1987;
Millar y cols., 1988). Si esto era asi, quiza el NPY tuviera un mecanismo relacionado
con el del ISO. Por ello, se investigd si el NPY era capaz de modular la lca

previamente estimulada por ISO (1uM).

Los experimentos se llevaron a cabo en la configuracién de parche perforado.
La aplicaciéon de ISO (1uM) indujo un incremento de la amplitud de la corriente de
casi el doble de la amplitud del control (figura 49). Aumento que el NPY no fue capaz
de modular a la baja. Los valores de amplitud, a 0 mV, de este experimento concreto
son de -1000 pA en control, -1603 pA después de la perfusion con ISO y -1652 pA
después de la aplicacion de 1ISO y NPY.

4 A

Control ISO ISO + NPY
0 pA ‘

\F __|500 pA

50 ms

\_

Figura 49. Efecto del NPY (100 nM) cuando la I¢,_ se estimuld con 1SO (1 uM).
Los trazos de I, representan la amplitud méaxima de corriente, obtenida mediante la
despolarizacion de la membrana desde un PF de —-80 mV hasta 0 mV, en situacién
control (trazo negro), cuando la corriente se estimul6 con ISO (trazo rojo) y después
de 4 minutos de perfusion de NPY (trazo azul). La linea discontinua indica el nivel
de corriente cero.

Este mismo resultado se obtuvo en 4 células mas. La relacion corriente-voltaje
registrada a diferentes potenciales test se muestra en la figura 50. EI ISO produjo un
aumento de la corriente practicamente a todos los potenciales. La amplitud en el pico
de corriente (a 0 mV) aumenté desde —1014,75 + 112,15 pA, en condiciones control,
hasta —1769 + 255,46 pA después de la aplicacion de 1SO. Sin embargo, el NPY no
modificé la amplitud de corriente previamente estimulada por 1SO. El valor medio a

la maxima amplitud de corriente fue de —1708 + 245,98 pA.
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Por tanto, en nuestras condiciones experimentales, el NPY no es capaz de

modular la Ica. una vez que ésta ha sido estimulada con 1SO.

Como resumen general de esta seccion se podria decir que el NPY induce una
disminucion de la Ica. Y que para ello le es indispensable la interaccién tanto con el

receptor Y; como con el receptor Y.

Por otro lado, también quedaba descartado que la Ica. fuera responsable del

aumento del transiente de [Ca®*]; demostrado anteriormente.

/ Voltaje (mm
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Figura 50. EI NPY no modifica la lIc, previamente
estimulada con 1SO. La grafica muestra la relacion media de
la corriente frente al voltaje obtenida en 4 células en
condiciones control (circulos blancos), durante la aplicacién de
ISO (circulos rojos) y después (circulos azules) de la aplicacién
de NPY + ISO durante 4 minutos. Los datos se expresaron
como la media + EEM.
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4.2.4. ESTUDIO DE LA CORRIENTE TRANSITORIA DE POTASIO SENSIBLE A 4-
AP (ly @.ar)) EN CELULAS VENTRICULARES DE RATA

Fueron varias las incdgnitas que se querian resolver con el estudio de la ly. En
primer lugar, parecia interesante esclarecer si esta corriente estaba implicada en el
efecto del NPY sobre la sefializacion de [Ca®*]i. Aunque la lca, no estuviera
contribuyendo directamente al aumento del transiente global de [Ca*'];, era factible su
contribucidn indirecta por la disminucion de la corriente repolarizante mas importante
presente en la rata, la Iy, lo que permitiria mayor tiempo de flujo del Ca®* a través de

su canal.

En segundo lugar, se planted otra hipdtesis no menos interesante que la
anterior basada en la dualidad de efectos, mediados por distintos subtipos de
receptores de NPY. Fue el grupo de Millar, (1991) quién propuso por primera vez esta
teoria. En sus estudios afirmaron que el efecto inotrépico negativo que se observaba
en el corazon de rata parecia debido a un aumento de la I, 4-ap) inducido por NPY,
pero cuando ésta era blogueada con 4-AP, se desenmascaraba un efecto inotrépico
positivo asociado con la activacion de la g, . Posteriormente, con la aparicion de
agonistas especificos el mismo grupo describié que dichos efectos contrapuestos eran
mediados por dos receptores distintos (McDermott y cols., 1997), el Y; para los
efectos positivos y el Y, para los efectos negativos. Con estos antecedentes y
habiendo comprobado anteriormente que el receptor Y; estaba implicado en el
aumento de la contraccion era interesante comprobar qué efecto encontrabamos en
nuestras condiciones experimentales sobre la Iy @a-ap) Y qué receptor mediaba dicho

efecto.

Dado que en la literatura s6lo aparecia un estudio donde se analizaba el efecto
del NPY sobre la Iy, en miocitos ventriculares de rata (Millar y cols., 1991), se optd
por comprobar si en nuestras condiciones experimentales habia algun efecto del NPY
sobre la l,. De ser asi, parecia interesante profundizar en los mecanismos

intracelulares implicados en dicho efecto.

Los estudios se centraron en el analisis de la I, -ap) ya que es la corriente
esencial en la fase 1 de repolarizacion y era en ella donde se habian descrito los
efectos de NPY. Para su obtencion se sustrajo la corriente obtenida antes y después de
la aplicacion de 4-AP.
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La primera aproximacion experimental se realiz6 en la configuracion de
parche perforado. La Iy, se obtuvo, tal y como se indicé en el apartado de Material y
Métodos, mediante la aplicacion de pulsos despolarizantes, desde —40 hasta +60 mV,
en intervalos de 10 mV (de 1s de duracion), desde un potencial de fijacion de =80 mV

(figura 51, derecha abajo).

En la figura 51 se muestran los resultados obtenidos en 10 miocitos aislados
del &pex de corazones de rata (en esta zona la I, €s mas homogeénea que en el resto del
corazén) (Bénitah y cols., 1993). La aplicacion de 100 nM de NPY, durante 4
minutos, no modifico la densidad de corriente, a ninguno de los potenciales test. Los
valores medios de amplitud, obtenidos al potencial de +60 mV, fueron de 1465,5 +

214,61 pA'y de 1489,0 + 208,73 pA para el control y para el NPY, respectivamente.
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Figura 51. La perfusion con NPY 100 nM, durante 4 minutos, no modifica
la I,. Representacion de la relacidn de corriente-voltaje en condiciones control
(circulos blancos, n=10) y después de la perfusion, durante 4 min con NPY
(circulos azules, n=10).

Algunos autores habian descrito ausencia de efectos directos sobre los canales
de Ca®* (Bénitah y Vassort, 1999) y K* (Shimoni y cols., 2000; Bénitah y cols., 2001),
tanto para aldosterona (Bénitah y Vassort, 1999; Bénitah y cols., 2001) como para la
insulina (Shimoni y cols., 2000). Sin embargo, después de mantener a las células en
contacto con las sustancias un tiempo mas prolongado observaron variaciones en la

magnitud de las corrientes.

Por este motivo, en este lote de experimentos, se incubaron las células con
NPY a la concentracién de 100 nM, a distintos tiempos (de 3 a 6 horas). De este
modo, se demostraria si no habia efecto o si por el contrario, no se habia visto, porque
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tardaba en mostrarse, debido al lento desarrollo de las cascadas intracelulares que lo

mediaban.

De nuevo, se utilizaron células procedentes de la zona apical del corazon
(Bénitah y cols., 1993). Las células se dividieron en dos grupos, un grupo control y
otro grupo al que se tratd con NPY (100 nM) durante un tiempo minimo de 3 horas y
un tiempo maximo de 6 horas. Para evitar el error debido a los diferentes tamafios
celulares, la amplitud de corriente en cada célula fue normalizada por su capacitancia
de membrana, Cm, que esté en relacion con la superficie (1uF/cm, Kleiman y Houser,
1988) y es més exacta que la medicién a través del microscopio, que despreciaria las
invaginaciones de la membrana. Por tanto, los resultados de este lote de experimentos

fueron expresados en términos de densidad de corriente.

Finalmente, tras la realizacién de este ensayo, el NPY demostrd tener un
efecto modulador de la l,,. En la figura 52A, se muestran ocho trazos de Iy, obtenidos
al despolarizar la membrana, desde un PF de —80 mV, a distintos potenciales test,
entre —=10 mV y +60 mV. El panel de la izquierda muestra los trazos de una célula
control y el panel de la derecha los trazos de una célula tratada con NPY. Tal y como
se observa en la figura, la célula tratada con NPY presenta una |, de mayor amplitud

que la corriente aislada de una célula control.

Para obtener la amplitud de la Iy 1-ap) Se trato a la célula con 4-AP (3 mM).
Asi, una vez registrada la corriente total, se repiti6 el mismo protocolo pero
perfundiendo con 4-AP, a una concentracion de 3 mM. Después del tratamiento con
4-AP (figura 52B) la Iy, disminuy6 drasticamente, tanto en la célula control (figura
52B, izquierda) como en la célula tratada con NPY (figura 52B, derecha).
Posteriormente, la Iy (2-ap) Se Obtuvo mediante la sustraccion de los trazos obtenidos
en ausencia (figura 52A) y en presencia de 4-AP (figura 52B). La figura 52C muestra
que la I, 2-ap) de la celula tratada con NPY (figura 52C, derecha) es mayor que la de

la célula control (figura 52C, izquierda).

Resultados similares se obtuvieron en 19 células control y 21 células tratadas
con NPY (3-6 horas). De este modo, se obtuvieron valores medios de densidad de I,
a +60 mV, de 24,82 + 2,43 pA/pF para las células control y de 37,89 + 2,54 pA/pF

para las células incubadas con NPY (p<0,001). La relacion densidad de corriente-
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voltaje se representa en la figura 53, donde se aprecia que los valores de Iy, son

mayores a todos los potenciales test utilizados, en las células tratadas con NPY.

A Control

4-AP (3 mM)

NPY 100 nM

50 ms

Figura 52. La incubacién con NPY 100 nM (3-6 horas) modifica la I, y 1a It 4ap) €n
miocitos apicales de corazones de rata. A. Trazos representativos de la |, (desde —10 mV
hasta +60 mV) de una célula control (panel izquierda) y una incubada con NPY (panel
derecha). B. Trazos de Iy, registrados en las mismas células (control y tratada con NPY)
después de la aplicacion de 4-AP 3 mM. C. Trazos de |y, .ap) Obtenidos mediante la
sustraccion de la corriente antes (panel A) y después (panel B) de la aplicacién de 3 mM de

~

4-AP.
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Figura 53. La incubacion con 100 nM de NPY (3-6 horas)
aumenta la l,. La grafica representa la relacion densidad de
corriente frente al voltaje obtenida en 19 células controles (circulos
blancos) y en 21 células incubadas con NPY (circulos azules). Los
datos se representan como la media + EEM. *p<0,05; **p<0,01;

*¥%1<0,001.
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La representacion de los valores medios de densidad de Iy, @-ap) frente al
voltaje (figura 54) también demostré que la incubacién de las células con NPY
incrementaba, de forma significativa, los valores de densidad de corriente a todos los
potenciales usados, siendo los valores medios de densidad, a + 60 mV, de 17,06 +
1,99 pA/pF, en las células controles (n=17) y de 25,21 + 2,57 pA/pF, para las células
tratadas con NPY (n=16) (p<0,01).

Voltaje (mV)

/ Densidad de lio 4-ap) (pA/pF)\\

Figura 54. La incubacién con NPY 100 nM modifica la I 4-ap)- La
grafica muestra la densidad de corriente-voltaje obtenida en 17 células
controles (circulos blancos) y en 16 células incubadas con NPY
(circulos azules). Los valores se representan como la media + EEM.
*p<0,05;** p<0,01.

4.24.1. CURVA DOSIS-RESPUESTA

Hasta el momento, se habia demostrado que la incubacion durante un periodo
de 3 a 6 horas con NPY 100 nM incrementaba la densidad de la ly, (s-ap). LOS
experimentos comenzaron a realizarse a la concentracion que habia resultado mas
efectiva a otros autores (Bryant y cols., 1991; Bryant y Hart, 1996) y que ademas
demostraba efectos estimulantes de la I, (Millar y cols., 1991). Ahora bien, era
interesante comprobar si el efecto encontrado, bajo nuestras condiciones
experimentales, se manifestaba de forma dosis dependiente o no. Por ello, se optd por
realizar el mismo protocolo utilizado para la concentracion seleccionada previamente

(100 nM), utilizando las concentraciones de 1 nM, 10 nM, 100 nM y 500 nM.
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En este lote de experimentos se obtuvo la curva que se muestra en la figura 55.
En ella, cada punto representa el porcentaje de aumento de los valores de densidad a
+60 mV, para cada concentracion. La minima concentracion a la que el NPY
manifestaba su efecto era la de 1 nM, evidenciandose el méaximo efecto a la

concentracién de 500 nM.

Del ajuste no lineal de la curva (Graph Pad sofware, version 3.0) se dedujo que
en nuestras condiciones experimentales, la concentracion eficaz 50 (CEsp) era de 10
nM y el porcentaje maximo de aumento de la Iy, s-ap) @ la concentracion con maximo

efecto (Emax) era de un 55 %.

([ N

60

% de aumento

-6 -5

\ log NPY (n/y

Figura 55. El aumento inducido por el NPY, en la li; 1-ap) €S
dependiente de la concentraciéon. La grafica muestra el
porcentaje de aumento de la Iy, -ap) SObre la corriente basal.
Cada punto representa los valores medios (a +60 mV) de
liouar), oObtenidos después de la incubacion del péptido a
diferentes concentraciones. Los nUmeros entre paréntesis
indican el nimero de células utilizadas para cada
concentracion. Los resultados se expresaron como la media +
EEM.
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4.25. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION IMPLICADO EN EL AUMENTO
DE LA Iy (4.a7) POR NPY

Llegados a este punto, en el que habiamos demostrado la modulacion al alza
de la lw@-ap) cuando se aplicaba NPY, parecia interesante ahondar en las cascadas

intracelulares que mediaban dicho efecto.

En los Gltimos afios y gracias al desarrollo de los antagonistas selectivos de los
receptores de NPY, se han identificado los subtipos especificos que median los
efectos tipicamente atribuidos al NPY (Michel y cols., 1998; Nie y Selbie, 1998;
Abrahamsson, 2000; Jacques y cols., 2000; Prieto y cols., 2000). Por este motivo, el
primer objetivo que se plante6 fue la investigacion del receptor o receptores
implicados en el efecto. Posteriormente, se estudio si algunos mediadores de ciertas
cascadas intracelulares (las proteinas G; y la PKA) estaban implicadas en el efecto del

NPY sobre la lio 4-ap).

4.25.1. ESTUDIO DEL RECEPTOR DE NPY IMPLICADO

Con el fin de averiguar el subtipo de receptor implicado en el aumento de la
loa-ap), tras la incubacion de los miocitos apicales de rata, se utilizd un antagonista
selectivo de los receptores Y; (BIBP 3226) (Rudolf y cols., 1996) y un antagonista
especifico de los receptores Y, (BIIE0246) (Doods y cols., 1999; Dumont y cols.,
2000).

Para la realizacion de este blogue de experimentos, las células se incubaron
durante una hora con el antagonista correspondiente (a la concentracion 1 uM), para
asegurar el bloqueo del receptor. Transcurrido ese tiempo, se afiadio el NPY y
siempre en presencia del antagonista se incubaron las células un minimo de 3 horas,

tal y como se habia hecho en apartados anteriores.

En la figura 56 se aprecia la curva densidad de Iy, @-ap) frente al voltaje de dos
grupos de miocitos apicales de rata. Uno de ellos (n=8), incubado sélo con el
antagonista BIBP3226 (circulos blancos) y el otro (n=10), incubado primero con el
antagonista y después durante 3 horas, como minimo, con BIBP3226 y con NPY
(circulos azules). Tal y como se observa en dicha figura, el efecto no podia estar
mediado por los receptores Y, puesto que al ser bloqueados, seguia apareciendo el

efecto, incluso, de forma mas marcada que en su ausencia (figura 54). EI NPY era
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capaz de aumentar la densidad de Iy (s-ap), inCluso en presencia del antagonista Y.
Los valores fueron significativos desde —10 mV hasta +60 mV siendo los valores
medios, a +60 mV, de 16,65 + 1,80 pA/pF para las 8 células incubadas con el
antagonista del receptor Y; y de 26,27 + 1,50 pA/pF para las 11 células incubadas
tanto con BIBP3226 (1uM) como con NPY 100 nM (p<0,001).

[ w N

%

50

[<B)

©

kS

S 101

[%2)

c

[<B]

()]
O' T 1
-50 -25 0 25 50 75

\ Voltaje (m\/)/

Figura 56. El receptor Y, no esta implicado en el efecto del
NPY en la Iy @4.ap). La gréfica muestra la densidad de corriente-
voltaje de 8 células tratadas con el antagonista Y, (circulos
blancos) y 10 células tratadas con el antagonista y con NPY
(circulos azules). Los datos se expresan como la media + EEM.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Por el contrario, cuando se bloquearon los receptores Y, con el antagonista
BIIEO246 a la concentracion de 1uM, el NPY no fue capaz de inducir el aumento
sobre la ly, (a-ap), previamente descrito. La curva densidad de corriente-voltaje se
muestra en la figura 57 donde se aprecian densidades de corriente similares en 14
células controles (incubadas con BIIE0246) (circulos blancos) y en 8 células
incubadas con NPY (y en presencia de BIIE0246). Por tanto, se puso de manifiesto

que la presencia del receptor Y era necesaria para que el NPY modulara la li (4-ap).
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Figura 57. El receptor Y, media el efecto del NPY sobre la Iy 4-ap).
La grafica muestra la densidad de corriente voltaje de 14 células
control (circulos blancos) y de 8 células incubadas con NPY (circulos
azules). Los valores se expresaron como la media = EEM.

4.252. IMPLICACION DE LAS PROTEINAS G EN LA CASCADA DE TRANSDUCCION
DEL EFECTO DEL NPY SOBRE ly, (4.ap)

En general, todos los receptores de NPY han sido descritos como miembros de
la familia de receptores acoplados a proteinas G. De hecho, se ha descrito que las
acciones mediadas a través de receptores de NPY pueden estar acopladas a distintas
familias de proteinas G. La mayoria de los estudios implican, principalmente, a la
proteina G; (Brown y cols., 1995; Michel y cols., 1998), aunque otros estudios
también apoyan el acoplamiento del receptor a otras proteinas G (G4 y Go) (Xiang y
Brown, 1993; Brown y cols., 1995).

El blogue de experimentos, que se detalla a continuacion, fue disefiado con el
fin de precisar si el efecto del NPY sobre la Iy, 4-ap) €staba mediado por proteinas G
sensibles a PTX.

La PTX bloquea lentamente las proteinas G y por ello, fue necesaria la
incubacién, durante 5 horas, de las células del &pex. Posteriormente, un grupo de
células incubadas con PTX se tratd con NPY (100 nM), como minimo 3 horas. El

resto de las células se utilizaron como controles.
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En la figura 58 se representa la densidad de Iy 4-ap) frente al voltaje obtenida
en 10 células controles, tratadas con PTX (circulos blancos) y en 13 células incubadas

con PTX (al menos 5 horas) antes del tratamiento con NPY (circulos azules).

Los resultados obtenidos para este bloque de experimentos (figura 58)
demostraron que en la cascada intracelular que mediaba el efecto, era imprescindible
la activacion de las proteinas G sensibles a PTX, ya que el aumento de la li (2-ap)
inducido por NPY, desaparecio. De hecho, los valores de densidad maximos
obtenidos eran muy similares en las células controles y en las células incubadas con
NPY (21,53 +2,77 y 23,16 + 3,78 para control y NPY, respectivamente).
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Figura 58. Las proteinas G sensibles a PTX estan
implicadas en el efecto de NPY sobre Iy, @.ap). La grafica
muestra la relacion densidad de corriente-voltaje en 10 células
controles (circulos blancos) y en 13 células incubadas con
NPY (circulos azules). Los valores se expresaron como la
media + EEM.

4.2.5.3. IMPLICACION DE LA PKC EN EL EFECTO DE NPY SOBRE LA Iy, 4.ap)
Aunqgue el mecanismo de transduccion tipicamente descrito para el NPY

argumenta la inhibicién de la A-C (Michel y cols., 1998), también se ha sugerido la
activacion de la PLC tras la estimulacion de los receptores de NPY (Bell y cols.,
1997; Goldberg y cols., 1998). Asimismo, varios estudios han demostrado que la PKC
puede modular los canales Kv4 (Nakamuray cols., 1997). Canales, cuyas subunidades
clonadas se corresponden con las subunidades nativas del canal de Iy, cardiaco

(Nerbonne, 2000). Por todo ello, era factible que el NPY estimulara la actividad de la
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PLC (Bell y cols., 1997) y por tanto, indirectamente, se activara la PKC que podia
actuar directamente modulando el canal (Nakamura y cols., 1997).

Asi, con el fin de establecer si la PKC podia estar involucrada en el aumento
de la ly @a-apy inducido por NPY, se incubaron las células durante 30 minutos con un
bloqueante especifico de la PKC, la Calpostina C (Kobayashi y cols., 1989; Bruns y
cols., 1991), a la concentracién de 100 nM.

Los resultados obtenidos (figura 59) mostraron que el tratamiento de las
células con calpostina C anulaba el efecto del NPY sobre la Iy s-ap). Asi, las curvas
densidad de corriente-voltaje, obtenidas para 13 células tratadas con calpostina C y
para 12 células tratadas con calpostina C y con NPY eran muy similares, presentando
valores medios maximos de densidad (+60 mV) de 13,96 + 1,74 pA/pF y de 15,56 +
2,64 pA/pF, para las células controles (incubadas con calpostina C) y para las células

incubadas con calpostina C y con NPY, respectivamente.

De nuevo, se ponia de manifiesto que la activacién de la PKC, era
fundamental en la secuencia intracelular que inducia el aumento de la lio (@-ap)

mediado por NPY.
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Figura 59. La PKC media el aumento de Iy, @.ap) inducido
por NPY. La gréafica representa la relacién densidad de
corriente-voltaje de Iy, 1-ap) €n 13 células controles y 12 células
incubadas con NPY. Todas las células se trataron previamente
con calpostina C. Los datos se expresan como la media + EEM.
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Como resumen general de esta seccion se podria decir que el aumento de la Iy
@-ap), inducido por NPY, se llevaba a cabo a través de la union del NPY al receptor
Y, y que dicha unién activaba una serie de cascadas intracelulares que tenian como

mediadores o0 segundos mensajeros a las proteinas G sensibles a PTX y a la PKC.
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5. DISCUSION

Desde el descubrimiento del NPY, en 1982 (Tatemoto, 1982b), muchos
investigadores han estudiado sus efectos en el sistema cardiovascular. Sin embargo, a
pesar del elevado nimero de estudios cientificos relacionados con las acciones del
péptido en el corazon, no habia ningun estudio concluyente sobre la contractilidad, ni
tampoco sobre los mecanismos de accién intracelulares. No obstante, la sintesis, en los
ultimos afios, de antagonistas especificos de los receptores del NPY ha facilitado el
estudio y comprension de los complejos y contradictorios efectos del péptido.

De hecho, gracias al acceso a dos antagonistas especificos (cedidos
desinteresadamente por Boerhinger-Ingelheim) y a la utilizacion de técnicas tales como
la electrofisiologia y la fluorescencia, en la presente Tesis Doctoral se llevo a cabo un
estudio detallado de los efectos del NPY en el corazon. La técnica de fluorescencia en
microscopia confocal permitié el estudio simultaneo de los movimientos de Ca®* libre
citoplasmatico ([Ca®'])) y de la contraccion celular. Por su parte, la técnica
electrofisioldgica de patch-clamp nos permitié el estudio de la modulacion por NPY de

las principales corrientes i6nicas de membrana.

Gracias al uso de dichas técnicas y herramientas farmacologicas, hemos podido

responder a las preguntas planteadas al comienzo de este trabajo de investigacion.

Los primeros objetivos se plantearon con el fin de clarificar la controversia
existente en cuanto al efecto inotrépico del NPY, en miocitos ventriculares de rata y al
mecanismo de transduccion implicado en dicho efecto. En este sentido, los resultados
mostraron que el NPY inducia un aumento de la amplitud del transiente global de
[Ca®*]i y la aceleracién de su cinética de relajacién. Dichas variaciones de las
caracteristicas del transiente, podrian explicarse por un aumento en la carga del
reticulo sarcoplasmico (RS), un aumento de la amplitud de sus constituyentes
elementales (los sparks de Ca?"), o bien por el incremento de frecuencia de los
mismos. Todo ello, en conjunto, influyé dréasticamente en el aumento de la

contraccion del miocito, observado durante la aplicacion de NPY.

Por su parte, también se puso de manifiesto, que el efecto del NPY estaba
mediado por la modulacion de la sefializacién de Ca®*, a través de su union al receptor
Y1. A su vez, en la cascada intracelular podria verse implicada la via de la PKA, y no

asi aquellos mecanismos relacionados con las proteinas G sensibles a PTX.
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Los siguientes objetivos se plantearon basandose en la importancia de las
corrientes ionicas de membrana en el PA y consecuentemente en la contraccion. El
estudio de la Ica. mostré que esta corriente no estaba implicada en los efectos descritos
anteriormente (ni en el aumento del transiente global de [Ca®*];, ni en el aumento en la
contraccion). Como contrapartida, la investigacion del efecto del NPY sobre la Icy. dio
lugar a una interesante investigacion que demostro que los estudios de la modulacion de
la Ica. por farmacos con efectos débiles, deben llevarse a cabo con técnicas que
preserven intacto el contenido intracelular (técnica de patch-clamp en la configuracion
de parche perforado), porque de lo contrario, los efectos podrian infra o sobrestimarse.
En el caso concreto que nos ocupa, el NPY disminuyd la lca. y fue mas correcto
utilizar la configuracion de parche perforado ya que por el contrario el efecto del
péptido se veia amplificado debido a la dialisis intracelular sufrida por la célula, cuando
la configuracién utilizada era la de célula entera. Ademas, el efecto del NPY sobre la
IcaL era dependiente de los dos receptores de NPY mayoritarios en el corazon, el Y y el
Yo.

Los ultimos objetivos se plantearon con el fin de demostrar la posible
implicacién de la Iy, en el aumento de [Ca®*];, asi como para esclarecer la hipotesis de
una dualidad de efectos mediados por dos receptores distintos (McDermott y cols.,
1997). Por un lado, los datos demostraron que la I, no mediaba el aumento de [Ca®'];
porgue no habia efecto rapido del péptido sobre la corriente. Por otro lado, se demostro
que el NPY, modulaba efectos contrapuestos a través de sus dos receptores. Asi, en
el presente estudio se habia demostrado que el receptor Y; estaba implicado en los
efectos inotropicos positivos del péptido, y evidenciamos que el NPY, mediante los
receptores Y, inducia un aumento de la I, hecho que implicaba un efecto inotrépico
negativo. Ademés, en la cascada intracelular, que mediaba esta accion, estaban

implicados de alguna manera las proteinas G sensibles a PTX, y la PKC.

Todos los resultados resumidos en los parrafos anteriores seran discutidos en

detalle en las siguientes paginas.
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Modulacion de la contraccién por NPY

Si se revisan los antecedentes del tema, es facil darse cuenta que la polémica, en
cuanto al efecto inotropico del péptido, perdura desde el aislamiento del mismo

(Tatemoto, 1982a) hasta nuestros dias.

En la presente Tesis Doctoral, se observé que el NPY tenia un efecto inotrdpico
positivo en miocitos ventriculares de rata (figura 30). Este mismo efecto habia sido
descrito por otros investigadores (Lundberg y cols., 1984; Franco-Cereceda y cols.,
1985; Millar y cols., 1991; Hashim y cols., 1997). Sin embargo, también habia autores
que postulaban un efecto inotrépico negativo (Awad y cols., 1991; Bryant y cols., 1991;
Millar y cols., 1991; Bryant y Hart, 1996) e incluso ausencia de efectos (Allen y cols.,
1986; Wahlestedt y cols., 1987; Woo y Ganguly, 1995; Horike y cols., 1997; Serone y
Angus, 1999).

Una posible explicacién a la diversidad de efectos descritos, podria basarse en
las diferentes especies y tejidos utilizados. Asi por ejemplo, Millar y cols. (1991)
describian efectos contrarios cuando estudiaban la contractilidad en miocitos cardiacos
de cobayo o de rata. Otra explicacion podria ser debida a la existencia de, al menos, dos
subtipos de receptores en el corazén (Y1 e Y3) (Michel y cols., 1998). Ambos receptores
podrian tener efectos contrapuestos, desencadenando el Y, efectos inotrépicos positivos
(figuras 38 y 39), y el Y, efectos inotrépicos negativos (figuras 56 y 57) (McDermott y
cols., 1997). De hecho, hay un estudio en neuronas de rata donde los dos receptores
actian sobre la Icy, mostrando efectos de aumento mediados por el receptor Y; y
efectos de disminucion mediados por el receptor Y, (Wiley y cols., 1993). Finalmente,
otro motivo de discrepancia podria derivar del tiempo al que los efectos son evaluados,

ya que el efecto puede ser transitorio (ver mas abajo y figura 27).

Modulacién de la [Ca*]; por NPY

El transiente de [Ca®']; es un parametro fundamental, porque su variacion afecta
directamente la contraccién de los miocitos cardiacos. Su estudio resultd interesante

pues daria la pauta de la modulacién del acoplamiento E-C por NPY.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento rapido de la amplitud del
transiente global de [Ca*7; (figura 28), después de la aplicacién de NPY. Este

resultado concuerda con la mayoria de los estudios realizados, en otros tejidos, con el
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fin de comprobar la accion de NPY sobre este pardmetro. Asi, datos similares fueron
obtenidos, por otros autores, en musculo liso vascular (Mihara y cols., 1989; Jacques y
cols., 2000), en células tumorales humanas (Motulsky y Michel, 1988; Aakerlund y
cols., 1990), en arterias mesentéricas de rata (Prieto y cols., 2000), en células
ventriculares de embriones de pollo (Jacques y cols., 2000) y en miocitos ventriculares
de rata (Horike y cols., 1997).

Resulta interesante mencionar que en las condiciones experimentales utilizadas,
el aumento del transiente global de [Ca?'];, inducido por NPY, era muy rapido (después
de 1 minuto de perfusion con NPY) y posteriormente desaparecia con el tiempo (figura
27). En este sentido, otros investigadores también han observado efectos transientes del
NPY, en distintas situaciones, tales como el estudio del efecto vasopresor en perros
anestesiados (Awad y cols., 1991) o en el aumento del transiente de [Ca®']i en el
musculo liso vascular (Mihara y cols., 1989) o en células tumorales humanas
(Aakerlund y cols., 1990; Grouzmann y cols., 2001).

El efecto transiente del NPY podria deberse a la desensibilizacion aguda del
receptor, fendmeno denominado también taquifilaxia. Este fenédmeno se caracteriza por
la pérdida de respuesta de una célula a la accién de un ligando, como resultado de la
accion de éste sobre la misma. La desensibilizacion determina que la célula quede
protegida frente a la estimulacion excesiva o prolongada. En nuestro caso, el NPY
podria aumentar la contraccidn del corazon frente a una situacion de estrés de forma
aguda o en alguna situacion en la que hubiera un fallo adrenérgico. La desensibilizacién
protegeria a la célula de los efectos toxicos de una sobrecarga de Ca’*. Actualmente,
algunos estudios han demostrado efectos de taquifilaxia en el receptor Y; (Michel,
1994; Gicquiaux y cols., 2002), debido a la internalizacion de los mismos (Gicquiaux y
cols., 2002). Otra posible hipotesis para explicar la desensibilizacion aguda del receptor
Y1, se basaria en la presencia de lugares de fosforilacion especificos para la PKA en su
estructura primaria, al igual que le ocurre a los receptores Bp-adrenérgicos (Seibold y
cols., 2000; Fan y cols.,, 2001) que también sufren procesos de taquifilaxia. Sin
embargo, los receptores Y, carecen de estos lugares especificos en su secuencia

primaria y no muestran desensibilizacion aguda (\Voisin y cols., 2000).

Por su parte, segun los resultados obtenidos, la unién del NPY a su receptor (al
Y1) desencadena un mecanismo de transduccion intracelular que induce el aumento de

la amplitud del transiente de [Ca®*];. En principio, este efecto podria estar mediado por
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el efecto del NPY sobre cualquiera de los fendmenos bésicos ocurridos durante el
proceso de acoplamiento E-C y que influyen en la formacion del transiente global de
[Ca?*]i: 1) aumento de la Ica; 2) aumento de la carga de Ca®* del RS; 3) alteracion de la
sensibilidad de los RyRs al Ca**.

Algunos autores sefialan a la mayor proporcién de Ca?* extracelular que ingresa
a la célula, por los canales de Ca®* (Ica), responsable del aumento del transiente de
[Ca?*]i (Jaques y cols., 2000; Prieto y cols., 2000). No obstante, segtn los resultados
presentados en esta Tesis Doctoral, la Ica. (figuras 46 y 47) no influye en el aumento de
la amplitud del transiente global de [Ca®']; ya que encontramos una disminucién en ella,
mediada por NPY (figura 47). Este resultado concuerda con los de otros autores que
describen efectos de aumento del transiente, incluso en ausencia de Ca”* extracelular
(Motulsky y Michel, 1988; Mihara y cols., 1989; Aakerlund y cols., 1990; Horike y
cols., 1997; Grouzmann y cols., 2001).

Por tanto, nuestros resultados apuntan que la fuente de Ca®* involucrada en los
efectos del NPY, seria la reserva interna del RS. Puesto que la Ic,. no estaba implicada
en la modulacion ejercida por el NPY sobre el transiente de [Ca®*];, debia ser el Ca®* del
RS, la diana donde actuaban los segundos mensajeros activados por el péptido. Aunque
otros autores (Grouzmann y cols., 2001) habian postulado que la movilizacién de Ca**
se producia de forma independiente al RS, nuestros resultados mostraron que era en el
RS donde se modulaban los efectos del NPY sobre el transiente global de [Ca®*];. Este
fendmeno se explicaba como consecuencia de la aceleracion de la constante de tiempo
de relajacion (figura 29). Si la constante de tiempo de relajacion se hace més répida,
quiere decir que la SERCA también ha incrementado su velocidad de actuacién y es
capaz de introducir mayores cantidades de Ca®* en el RS (figura 32) y a su vez liberar

mas por el RyR.

Por el contrario, algunos autores habian descrito que la constante de tiempo de
relajacion se aceleraba debido al intercambiador Na*/Ca®* (Horike y cols., 1997). Sin
embargo, no es muy factible que este mecanismo esté implicado porque en la rata, se ha
descrito que fase de relajacion del transiente de [Ca?*]i se debe, en su mayoria, a la
actividad de la SERCA (responsable de recargar el RS) (92%). El siguiente mecanismo
involucrado es el intercambiador Na*/Ca®* (7%) que expulsa Ca®* al exterior de la
célula (Hove-Madsen y Bers, 1993). Por ello, en el caso que nos ocupa, es mas probable

que la aceleracion en la recogida (figura 29) se deba, principalmente, al incremento de
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actividad de la SERCA. Ademas, los experimentos de cafeina permitieron comprobar la
actividad del intercambiador Na*/Ca®* (figura 32) puesto que en presencia de esta
sustancia la actividad de la SERCA se anula (aunque recapte Ca*, éste es liberado de
inmediato por los RyRs bloqueados en el estado abierto). Por tanto, la fase de caida del
transiente de [Ca*']; evocado por cafeina depende, casi exclusivamente, de la expulsién
de Ca®* al exterior de la célula por medio del intercambiador Na*/Ca**. Nuestros
resultados muestran que en presencia de cafeina, la fase de relajacién del transiente de
[Ca?*]i no se vio modificado después del tratamiento con NPY (figura 32), descartando,
por tanto, la implicacion del intercambiador en el efecto del NPY. Por consiguiente, la
aceleracion del transiente de [Ca®"]; (figura 29), se debe a la aceleracién de la SERCA
que sera capaz de introducir mayores cantidades de Ca®* en el RS (figura 32 y 33A),

como consecuencia de la aplicacion de NPY.

Por su parte, la investigacion de la modulacion de la actividad de los RyRs por el
NPY, era el tercero y Gltimo de los factores que podia estar involucrado en el aumento
del transiente global de [Ca'];, inducido por NPY. Para el anélisis de esta cuestion se
estudiaron los sparks de Ca”" porque proporcionan una valiosa informacién sobre la

probabilidad de apertura de los RyRs en células intactas (Cannell y cols., 1994).

Los sparks de Ca?* (o transientes locales de [Ca®']) son las unidades
elementales que constituyen el transiente global de [Ca?*];. Ello supone que variaciones
en ellos conduciran a variaciones en la magnitud del transiente global. Ademas, hasta el
momento, ning(n autor habia detallado los efectos del NPY sobre los sparks de Ca?*.
Ambas cosas hacian que el estudio de los sparks de Ca**, en la presencia de NPY, fuera

muy interesante.

La frecuencia de los sparks de Ca®* (figura 37) es un indice de la probabilidad de
apertura de los RyRs. Ademas de determinar variaciones en el estado del RyR, como su
fosforilacion (que puede variar su sensibilidad al Ca*), la probabilidad de apertura de
los RyRs depende del contenido de Ca®* del RS (Cheng y cols., 1996) y de la [Ca®']i. En
nuestro caso, puesto que hemos encontrado un aumento de la carga de Ca** del RS
(figura 32 y 33), sugerimos que el aumento de la ocurrencia de sparks de Ca** inducido
por NPY (figura 37), es, al menos en parte, secundario al aumento del contenido de Ca**
del RS (figuras 32 y 33). También podria especularse que el NPY modifique de alguna
manera el RyR variando su sensibilidad al Ca®* (por ejemplo, a través de la PKA)

(figura 50). Sin embargo esta ultima hipdtesis habria que comprobarla con medidas
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bioquimicas o con miocitos permeabilizados. Ademas, nuestros resultados indicaban
que el aumento de la frecuencia de los sparks de Ca®*, es independiente del flujo de
Ca®* extracelular ya que no hemos encontrado un aumento de lca después del
tratamiento con NPY (figuras 46 y 47) tal y como habian observado previamente,
Cheng y cols. (1993).

Por su parte, la amplitud de los sparks de Ca®* (figura 34 y 35) se vio
incrementada después del tratamiento de las células con NPY. La variacion de la
amplitud de los sparks de Ca?* esta relacionada con el aumento en la carga del RS
(figura 32y 33).

A la vista de los datos anteriores, resultaba evidente que el NPY modulaba el
acoplamiento E-C mediante la aceleracion de la SERCA y la modulacion de la actividad
de los RyRs. Ademas seguin se demostrd con el uso de antagonistas especificos (figuras
38 y 39) el receptor implicado en dicha regulacion, era el Yy, tal y como habian
postulado otros investigadores (Aakerlund y cols., 1990; Horike y cols., 1997; Jacques y
cols., 2000; Prieto y cols., 2000). Aunque en la literatura también aparecia un estudio
que atribufa los efectos del NPY en la movilizacién de [Ca®*]i a los receptores Y, en

una linea celular procedente de astrocitos humanos (LN319) (Grouzmann y cols., 2001).

Hasta el momento nadie ha descrito los mecanismos de transduccion
moleculares completos, inducidos por NPY, que median el aumento del transiente de
[Ca?*]i y consecuentemente, de la contraccién. Sin embargo, si se han estudiado los

segundos mensajeros que pudieran estar implicados.

Asi, los datos aportados en la presente Tesis Doctoral demuestran que las
proteinas G sensibles a PTX no estan implicadas en la modulacién del acoplamiento E-
C (figura 40) ni tampoco en la contraccién. Los resultados que aparecen en la literatura
a este respecto no son undnimes. Algunos estudios afirman que las proteinas G sensibles
a PTX median el aumento del [Ca®*]i inducido por NPY (Motulsky y Michel, 1988;
Mihara y cols., 1989; Grouzmann y cols., 2001). Por el contrario, algunos estudios
posteriores, enfocados desde un planteamiento experimental distinto, afirmaron que el
efecto inotrépico positivo estaba mediado por un mecanismo de transduccion
independiente de la via de las proteinas G; (Millar y cols., 1991; Bell y cols., 1997).
Aunque histéricamente, el mecanismo de transduccion de sefial por la via de las
proteinas G; (Brown y cols., 1995; Michel y cols., 1998) es el mas aceptado, es cierto

que otros autores han propuesto el acoplamiento del receptor a otras proteinas G (Gq y
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G,) (Xiang y Brown, 1993; Brown y cols., 1995). Incluso algunos de ellos proponian un
efecto bifasico de un agonista de NPY, dependiendo de la dosis. Asi, a dosis bajas
inhibia la enzima A-C por un mecanismo dependiente de proteinas G sensibles a PTX,
mientras que a dosis altas estimulaba la enzima A-C mediante la activacion de proteinas
G sensibles a la toxina del cdlera (Sheriff y Balasubramaniam, 1992). Ellos postularon
efectos mediados por distintos receptores, tal y como se demuestra en el presente

estudio.

Otros péptidos como la angiotensina Il y la bradiquinina median sus efectos
sobre la sefializacién de [Ca?*]; por mecanismos intracelulares implicados en el aumento
de IP; (Mihara y cols., 1989; Bell y cols., 1997), e independientes de las proteinas G
sensibles a PTX (Mihara y cols., 1989).

La hipotesis de que el NPY induzca el aumento de IP; (Grouzmann y cols.,
2001) como consecuencia del aumento de la actividad enzimatica de la PLCg, inducido
por NPY (Bell y cols., 1997), podria ser un mecanismo adecuado para explicar la
modulacién de [Ca®'];, en nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, algunos
autores se muestran contra esta hipotesis (Xiang y Brown, 1993). Pese a todo, este
posible mecanismo de transduccion de sefial no se puede descartar dado que se ha visto
que en situaciones patoldgicas la densidad de los receptores de IP; en el RS esta
aumentada, adquiriendo por ello una importancia en el acoplamiento E-C de la que

parece carecer en situaciones fisiologicas en el miocardio (Go y cols., 1995).

Segun los resultados obtenidos surgio otra hipdtesis. En nuestras condiciones
experimentales, la contraccién y el transiente de [Ca®']; aumentaban (figuras 30 y 28,
respectivamente). Curiosamente, cuando se perfundian las células con 1SO (figura 41)
después del tratamiento con NPY, ninguno de estos pardmetros se modificaba. Este
resultado, junto con los efectos tan parecidos que encontramos del NPY y del ISO, hizo
pensar que ambos podrian compartir parte de la cascada intracelular. Por tanto, era
posible que en la cascada estuvieran involucrados la PKA dependiente de AMPc. De
hecho, se ha visto que esta enzima tiene diversos efectos sobre el acoplamiento E-C,
entre los que se incluyen la fosforilacion del fosfolambano, que resulta en la aceleracién
de la SERCA (figura 29), el incremento de la carga de Ca?* del RS (figura 32y 33), y la
fosforilacion de los RyRs, induciendo un aumento de su probabilidad de apertura (figura
34, 35, 37). Esta hipotesis se ratifica porque después de la aplicacién de NPY los

efectos tipicos del 1SO desaparecieron. Es posible que la ausencia de efectos sea debida
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a la imposibilidad del I1SO de activar la PKA, previamente activada por NPY. Este
hecho sugiere que tanto los farmacos B-adrenérgicos, como el NPY comparten una
cascada intracelular similar. Hasta el momento, la implicacion de la PKA en el efecto
cardiaco de NPY, no ha sido descrita por ningun autor en el corazén, aunque si se ha
propuesto un mecanismo bifasico donde dosis altas de un agonista de NPY estimula la
enzima A-C por un mecanismo independiente de proteinas G sensibles a PTX (Sheriff y
Balasubramaniam, 1992), lo que podria implicar el aumento de AMP¢ y la posterior
activacion de la PKA. Otro estudio realizado en células humanas de neuroblastoma
postula que ciertos efectos del NPY estan mediados por la via de la PKA (Soares-

Lemos y cols., 1997).

El mecanismo cominmente descrito para el NPY es la inhibicion de la A-C, con
la consecuente disminucién del AMP¢ (Kassis y cols., 1986; Millar y cols., 1988) vy el
aumento de ATP. Este mecanismo mediaria efectos negativos en la contraccion por lo
que puede ser l4gico pensar que se lleve a cabo por la via del receptor Y,, acoplado a
proteinas G sensibles a PTX (figura 57 y 58) al que se atribuyen dichos efectos
negativos (McDermott y cols., 1997). En cualquier caso, también seria interesante
comprobar los efectos de la acumulacién de ATP sobre el acoplamiento E-C, de mucha
importancia en el masculo esquelético (Lamb, 2000), pero que aparentemente también
influye en el corazén (Yang y Steele, 2001; Vassort, 2001).

Efecto del NPY sobre lca.

La relevancia de la Ic,. en el acoplamiento E-C fue discutida en el apartado
anterior. Sin embargo, su estudio aportd datos a ese respecto y dio lugar a otro estudio

electrofisiol6gico no menos interesante.

Los experimentos realizados en la configuracion de célula entera mostraron que
el NPY inducia una disminucion de la Ica. (figura 43). En la literatura aparecian pocos
trabajos que describieran el efecto del NPY en el corazon. Aln asi, los que habia eran
contradictorios, o bien describian efectos de disminucion de la corriente, en miocitos de
cobayo (Bryant y Hart, 1996), o bien describian el efecto contrario, en cobayo o en
células ventriculares de rata a las que se habia bloqueado la I, con 4-AP (Millar y cols.,
1991).

La reduccién de la Ica. por el NPY ya habia sido puesta de manifiesto en otros

sistemas celulares. Asi, diversos autores describieron una disminucién de la Ica en
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celulas de feocromocitoma (McCullough y cols., 1998), en células HEK 293 (Sun y
cols., 1998a) en neuronas del ganglio simpatico de sapo (Schofield e Ikeda, 1988), en
neuronas ganglionares de rata (Wiley y cols., 1990; Wiley y cols., 1993) y en neuronas
simpaticas de rata (Toth y Miller, 1995). Curiosamente, este mismo efecto también se
observd en células del nédulo neurointermedio de anfibios utilizando el analogo de
NPY para los anfibios, la melanostatina (su secuencia sélo difiere en un aminoacido)
(Valentijn y cols., 1994).

Hasta el momento todos los estudios citados habian utilizado la técnica de patch-
clamp en su configuracién de célula entera para el estudio farmacoldgico de la Ica.. El
uso de esta técnica induce dos fendmenos en la lca. un aumento de la corriente o
proceso de run-up (Tiaho y cols., 1993) inmediatamente después de la formacion del
sello y un fenémeno de pérdida de la corriente o fendmeno de run-down de la lca
(Pelzer y cols., 1990; McDonald y cols., 1994). Esto ultimo parece debido a que algunos
componentes intracelulares fundamentales para la integridad del canal de Ca®* tipo L se
pierden con el tiempo, diluidos por el liquido de la pipeta. Aparentemente, en el
corazén, los principales implicados en el proceso de run-down son la calpaina
(endopeptidasa que regula la degradacion y formacion de los canales) y la calpastatina
(inhibe especificamente a la calpaina). Se ha visto que la didlisis de la primera acelera
los procesos de run-down, mientras que la didlisis de la calpastatina tiene el efecto

contrario (para revision, McDonald y cols., 1994).

Estos fendmenos suponen un problema en la evaluacién de la actividad de un
farmaco (en el caso que nos ocupa un péptido) que induzca una moderada inhibicion de
la Ica. ya que podria sobrestimarse el efecto (figura 45). Por ello, seria importante
verificar los resultados de disminucion (Bryant y Hart, 1996) o de aumento (Millar y
cols., 1991) obtenidos previamente por otros autores con el fin de descartar los efectos
de run-up o de run-down. El Unico método descrito hasta ahora que preserva el medio
intracelular y por tanto, evita posibles modificaciones en la Ic,_ €s la configuracion de
parche perforado. En esas condiciones se demostrd que el NPY inducia una leve
disminucion de la Icq (figura 47). Disminucion que era menor que la inducida en el
caso de los experimentos realizados en la configuracion de célula entera (figura 43),
donde se afiadieron diversos mediadores requeridos para la modulacion del canal (ATP,
GTP, creatina fosfato, etc.) con el fin de minimizar el run-down de la corriente. Este

resultado era diferente del obtenido por el grupo de Protas y Robinson, (1999) quienes
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utilizando la configuracion de parche perforado, afirmaron que tras la exposicion aguda
de NPY no se modificaba la lc,.. Sin embargo, es factible que las diferencias
observadas se deban al uso de miocitos en diferente estado de diferenciacion (miocitos

neonatales en su caso y miocitos adultos en el caso que no ocupa).

Con respecto al receptor que media la disminucién de la corriente, inducida por
NPY, no parece que exista especificidad y se requieren ambos para dicha modulacion
(figura 48). Este hecho también ha sido descrito en neuronas centrales y periféricas
(McQuiston y cols., 1996; Chen y Van den Pol, 1996) aunque Wiley y cols. (1993),
propusieron efectos opuestos sobre la Ic,. en funcién del receptor de NPY que se

activara (Wiley y cols., 1993).

Con los datos presentados es dificil explicar la relevancia fisiologica que pueda
tener la disminucién de I en el corazon. Seria interesante registrar las variaciones
ocasionadas en el PA, al igual que han realizado otros autores (Bryant y Hart, 1996)
para demostrar si realmente esa pequefia variacion en la I, €s capaz de acortar el PA,
puesto que la corriente Iy, se mantiene en la perfusion aguda con el NPY (figura 51). Sin
embargo, segun los datos presentados en la presente Tesis Doctoral no parece que sea
relevante, dado que el efecto final sobre la contraccion es inotropico positivo (figura
30).

Por otro lado, tampoco parece que el NPY module la Ica, Una vez que esta ha
sido activada con el 1SO (figura 50). En este sentido, otros autores han descrito que el
péptido es capaz de disminuir las concentraciones de AMP¢, previamente estimuladas
por 1SO, o por forskolina (Kassis y cols., 1987; Millar y cols., 1988). Los datos
obtenidos en la presente Tesis Doctoral no son concluyentes en este sentido. En
cualquier caso, aunque no se haya evidenciado un efecto claro de disminucion de la lca,
después del tratamiento con ISO, no se puede obviar que la modulacién de la misma se
Ileva a cabo por los dos receptores de NPY para los que se han descrito efectos opuestos
(McDermott y cols., 1997). Por consiguiente, seria factible que uno de los receptores
estuviera mediando los efectos de disminucién del AMPc, y el otro tuviera el efecto

contrario, anulandose los efectos de uno de los receptores con los del otro.
Efecto de NPY sobre Iy,

Tal y como se ha explicado anteriormente, nuestros resultados mostraron que el

NPY mediaba su efecto sobre la sefializacion de [Ca®]; a través del receptor Y;. Esto,
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junto con el hecho de que otros autores ya habian postulado efectos duales (McDermott
y cols., 1997), hicieron que el estudio de NPY sobre la Iy, resultara muy interesante. La
accion del péptido sobre dicha corriente podria estar mediada por el otro receptor, el Yo.
Este hallazgo podria ser la explicacion de los efectos contradictorios descritos por
diferentes autores. También podria explicar la ausencia de efectos del NPY descritos
por otros investigadores, debido a la activacion simultanea de los dos subtipos de

receptores con efectos contrapuestos.

Por tanto, este bloque de experimentos fue disefiado para estudiar el efecto de
NPY sobre la Iy, y mas especificamente, sobre la Iy, 4-apy (corriente implicada en la fase
temprana de repolarizacion del PA). Los resultados demostraron que el NPY induce un
aumento de la densidad de I, y que esta modulacién se media a través del subtipo de
receptor Y,. Ademas en la cascada intracelular que medio el efecto estaban involucradas

las proteina G; y la PKC.

En los miocitos ventriculares de rata ademas de la I, se han descrito otras
corrientes de potasio, la Ik y la Ix; (Barry y Nerbonne, 1996). Sin embargo, la I, se ha
descrito como la corriente principalmente implicada en la fase de repolarizacién
temprana de varios tejidos, incluyendo la rata (Apkon y Nerbonne, 1991), el conejo
(Hiraoka y Kawano, 1989), el perro (Tseng y Hoffman, 1989) y el hombre (Wettwer y
cols., 1994) pero no el cobayo (Hume y Uehara, 1985). Mas concretamente, se ha
demostrado que la corriente implicada en este proceso es la corriente transitoria de
potasio sensible a 4-AP (I, 4-ap)) (Hiraoka y Kawano, 1989; Tseng y Hoffman, 1989,

Gomez y cols., 1997), corriente objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral demostraron que la
exposicion al NPY (100 nM) aumento la densidad de Iy (2-ap) €n células ventriculares de
rata (figura 54). Estos resultados corroboraron los estudios previos de otro grupo de
investigacion (Millar y cols., 1991), quienes también observaron un incremento de la
corriente en el mismo modelo animal. Sin embargo, el efecto de NPY sobre I, no
resultaba exclusivo del tejido objeto de estudio, ya que otros tejidos como el nucleo
arcuate del cerebro de la rata (Rhim y cols., 1997) y las neuronas simpaticas de sapo
(Zidichouski y cols., 1990) también sufrian modificaciones al alza cuando se trataban
con el NPY.

Hasta el momento, la mayoria de los estudios afirmaban la implicacion de las

proteinas G; en los efectos mediados por NPY (Michel y cols., 1998). Nuestros
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resultados corroboraron esta afirmacién. De hecho, la ADP ribosilacion de la subunidad
a de la proteina G con PTX, hizo desaparecer el efecto de NPY sobre la I, indicando

que las proteinas G sensibles a PTX estaban involucradas en el proceso (figura 58).

Por tanto, la implicacion de las proteinas G sensible a PTX, en el efecto
observado encuentran, en parte, su explicacion en el ya mencionado hecho de su
acoplamiento con los receptores especificos de NPY (Michel y cols, 1998). No obstante,
no hay que olvidar que las proteinas G también pueden regular los canales de potasio
por la union directa de la subunidad o (Leaney y Tinker, 2000) o de la subunidad By
(Wickman y cols., 1994) a lugares especificos del canal. Asimismo, también se habia
afirmado una regulacion indirecta mediante la produccién de segundos mensajeros por
activacion de ciertas enzimas acopladas a las proteinas G, tales como la A-C (Babenko
y Vassort, 1997) y la PLC (Lee y cols., 2001). A pesar de todo, parece probable que el
efecto de las proteinas G sobre el canal de potasio objeto de estudio (l) sea indirecto,
puesto que hasta el momento no existe ninguna evidencia de una regulacion directa del

canal por las proteinas G (Oudit y cols., 2001).

Por su parte, las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion pueden ser
factores clave implicados en la modulacion de los canales i6nicos de membrana
(Murray y cols., 1994; Murakoshi y cols., 1997; Zhu y cols., 1999). Parece aceptado que
la activacion de la PKC modula directamente los canales de potasio, y mas
concretamente el canal de ly,. De hecho, algunos experimentos realizados en los canales
Kv4, cuyos genes expresan subunidades primarias del canal nativo de Iy, en el corazén
(Nerbonne, 2000), mostraban la reduccion de la Iy, después de la activacion de la PKC
con un éster de forbol (Nakamura y cols., 1997). Resultado que corroboraba el efecto
encontrado anteriormente, en miocitos ventriculares de rata (Apkon y Nerbonne, 1991).
Igualmente, se ha demostrado que en otros tejidos y especies, la PKC también es
responsable de la disminucion de la corriente de K™ (Zhu y cols., 1999; Kamimura y
cols., 2000).

No obstante, otros autores también han postulado que la activacion de la PKC
esta implicada en el aumento de la Iy, inducido por NA, en epicardio de perros con
enfermedad de Chagas (Han y cols., 1997) y en auricula de conejo (Braun y cols.,
1990). De igual forma, se la ha implicado en el aumento de otros canales de potasio

presentes en células cardiacas de cobayo (Tohse y cols., 1987).
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Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral corroboran los
estudios que afirman una modulacion al alza de la Iy, tras el tratamiento con NPY (100
nM). Efecto que demostro estar mediado por la PKC, ya que desaparecio después del
tratamiento de los miocitos apicales de rata con un inhibidor de la PKC (la calpostina C)
(figura 59).

La variedad de isoformas de PKC (PKCa, PKC8, PKCe) existentes en el
corazon (Disatnik y cols., 1997), podria explicar la disparidad de resultados obtenidos
como consecuencia de la activacion de la PKC. Dado que cada isoforma parece tener
una funcion biologica distinta en el miocardio (Mende y cols., 1999; Naruse y King,
2000), podria ocurrir que cada una tuviera efectos distintos sobre el canal de potasio.
Asi, un estudio reciente ha demostrado que la reduccion de la I, estd mediada,
principalmente, por la translocacion y union de la isoforma PKC, a sus proteinas de
anclaje, denominadas RACKS (del inglés receptors for activated C-kinases) (Shimoni,
1999).

Otra hipdtesis apunta que los efectos opuestos encontrados en la Iy, después de
la activacion de la PKC pueden deberse a la existencia, en el canal, de dos lugares de
fosforilacion distintos. Uno de ellos relacionado con el aumento de la corriente y otro
involucrado en la disminucién de la misma. De este modo explican algunos autores la
dualidad de efectos encontrados en canales Aplysia Kv1 (Furukawa y cols., 1995) y en
los canales minK-KvLQT1 (Lo y Numann, 1998).

La activacion de las proteinas G sensibles a PTX y de las PKC depende de la
unién del NPY a sus receptores especificos. Aungue se han descrito seis subtipos (y
Unicamente cinco han sido clonados), tan sélo tres de ellos se han descrito en el corazén
(McDermott y cols., 1997).

En nuestras condiciones experimentales resultd interesante caracterizar el
subtipo implicado en la regulacion de la l,, para ahondar en el mecanismo de
transduccion de sefial que indujo el efecto, e investigar si los efectos duales descritos
para el NPY se podian explicar como consecuencia de los efectos contrapuestos de los
dos receptores mas importantes presentes en el tejido objeto de estudio. La
investigacion llevada a cabo (descrita en la seccion 4.2.5.1 de resultados, figuras 56 y
57) con antagonistas especificos de los receptores Y; e Y, demostro que el subtipo Y,

era el receptor implicado en el aumento de la ly (s.ap). Si bien la funcion en el corazon
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de estos receptores no se conoce con exactitud, se ha propuesto que los receptores Y
podrian mediar los efectos inotropicos positivos, mientras que los receptores Y, estarian
implicados en los efectos inotropicos negativos (McDermott y cols., 1997). En este
sentido, los resultados del presente Trabajo de Investigacion estan de acuerdo con esta
hipdtesis. Es decir, el aumento de la Iy, (2-ap) inducido por NPY a través de los receptores
Y, produciria un acortamiento del PA. Hecho que reduciria el tiempo disponible para la

entrada de Ca** y por tanto, reduciria la contraccion.

Asi, con los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral s6lo se puede afirmar
que el NPY modula la densidad de I, por un mecanismo intracelular que incluye al
receptor Y,, las proteinas G sensibles a PTX y la PKC. Sin embargo, se podria
especular que el subtipo Y, esté acoplado a proteinas G sensibles a PTX, que a su vez
activen la cascada de la PLC. Mecanismo que ha sido recientemente descrito para
explicar la estimulacion del canal Karp implicado en el papel cardioprotector de la
adenosina (Lee y cols., 2001). La PLC genera el DAG como segundo mensajero que a
su vez activara la PKC. Por ultimo, la PKC modularia el canal, posiblemente mediante

la fosforilacion del mismo (Murray y cols., 1994; Furukawa y cols., 1995).

Efectos duales del NPY

A lo largo del desarrollo de esta discusion se ha mencionado en varias ocasiones
la posibilidad de que el NPY tuviera efectos opuestos en funcion de los receptores sobre
los que actuara. Esta hipétesis ha sido defendida por algunos autores que han estudiado
los efectos del NPY en el corazén (McDermott y cols., 1997), pero también por otros
que lo han hecho en el SNC (Wiley y cols., 1993). Asi, en la presente Tesis Doctoral se
ha demostrado que el receptor el Y; es capaz de inducir un aumento, tanto en el
transiente global de [Ca®']; (figura 31) como en la contraccion (figura 30). Por el
contrario, se ha mostrado que el receptor Y, media los efectos de aumento de la Iy
(figura 54). Este hallazgo también parece consecuente con la hipotesis postulada por
otros autores. Ellos apuntaron que los efectos positivos se debian al Ca**, mientras que
los negativos eran debidos al aumento de la corriente de potasio (Millar y cols., 1991).
Sin embargo, todavia quedan por esclarecer los factores que influyen en el predominio
de uno u otro receptor (si ambos estan presentes) y por tanto, esta pendiente descubrir

cuando y porqué se desencadena un efecto y no otro.
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Si ambos receptores estdn presentes, lo logico seria que, ante efectos
contrapuestos, no hubiera respuesta al NPY. Sin embargo el efecto obtenido (en
nuestras condiciones experimentales), en miocitos intactos, es inotrdpico positivo. La
explicacién podria ser que no se encuentren en la misma proporcion. Asi, podria
suceder que en situaciones fisiologicas predomine el efecto del receptor Y, pero es
posible que en situaciones patologicas, como la hipertrofia cardiaca, el receptor Y, se
encuentre en mayor proporcion, pues ha sido a él a quién se han atribuido los efectos
crénicos del péptido. Asi por ejemplo, algunos estudios sefialaban al receptor Y, como
el responsable de la modulacion inducida por NPY, de distintas corrientes durante el
desarrollo (Protas y Robinson, 1999; Qu y cols., 2000). Otros autores le implicaban en
el efecto angiogénico del NPY (Zukowska-Grodjec y cols., 1998), mientras que otros
estudios atribuian los efectos tréficos del péptido a dicho receptor (Millar y cols., 1994).
Se demostrd que el NPY podia retardar la degradacion de las proteinas y a mas largo
plazo, incluso inducir su sintesis (Millar y cols., 1994).

No obstante, en situaciones fisioldgicas, también cabe la posibilidad de que los
efectos del NPY sobre los diferentes subtipos de receptores dependan del tiempo. Tal y
como se ha demostrado en el presente estudio, el efecto de NPY sobre el receptor Y; es
agudo (figura 27), mientras que el efecto del NPY sobre el Y, se desencadena mas
lentamente (figuras 51 y 53). Ademas, este hecho estaria en concordancia con aquellos
estudios que apuntan que los efectos del receptor Y, ocurren a mas largo plazo (Millar y
cols., 1994; Zukowska-Grodjec y cols., 1998; Protas y Robinson, 1999; Qu y cols.,
2000) y con aquellos que apuntan efectos notables pero transientes del receptor Y3

debido a la taquifilaxia del mismo (Michel y cols., 1994; Gicquiaux y cols., 2002).

En definitiva, a lo largo del desarrollo de este trabajo se han resuelto las
preguntas planteadas en el inicio. Asi, se puede afirmar que el NPY tiene efectos duales
mediados por dos receptores, el Y1y el Y;, que al parecer actdan a distintos tiempos y
desencadenan mecanismos de sefializacion intracelular diferente. Asi, se podria sugerir
que el receptor Y actla a través de la PKA sobre la movilizacién de Ca** intracelular,

mientras que el Y tiene efectos sobre la I, por un mecanismos que incluye la via de la
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PKC. Aun asi, son necesarias mas investigaciones al respecto, con el fin de explicar, por
ejemplo, la importancia fisioldgica de los efectos duales del péptido y para demostrar si
la distribucidn de los receptores en las diferentes zonas del corazon es homogénea. Por
otro lado, también resultaria sumamente interesante estudiar la respuesta del NPY en
situaciones patolégicas (hipertrofia cardiaca o insuficiencia cardiaca) y la variacion en

la densidad y distribucion de sus receptores en dichas situaciones.
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. CONCLUSIONES

El NPY induce un aumento del transiente global de [Ca**]; mediante el aumento de
la amplitud y la frecuencia de los sparks, asi como por el aumento de la carga de
Ca’* del RS. Todo ello resulta en el aumento de la contraccién de los miocitos

ventriculares de rata.

El efecto del NPY sobre el transiente global de [Ca®*]; y la contraccién est4 mediado

por el receptor Y1 y por mecanismos dependientes de la PKA.

El estudio del efecto de NPY sobre la lIcy es més adecuado realizarlo en la
configuracién de parche perforado, para evitar los mecanismos de diéalisis

intracelular que ocasionan el run-down de la Icq.

El NPY disminuye la Ica. por un mecanismo que incluye la interaccion del péptido

con el receptor Y1 y con el receptor Ys.

La I, disminuye como consecuencia de la perfusion de los miocitos ventriculares de
rata con NPY. Este efecto esta mediado por proteinas G sensibles a PTX y por la
PKC.

En nuestras condiciones experimentales, los receptores Y; e Y, desencadenan
efectos contrarios. EI Y; se relaciona con los efectos de aumento de la [Ca®*]i y de la
contraccion. Sin embargo, el receptor Y, media los efectos negativos ya que induce

un aumento de la Iy, favoreciendo el acortamiento del PA.
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