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RESUME 

El factor activador de plaquetas (PAF) se ha identificado como mediador de 

diversas respuestas patológicas. En corazón el PAF tiene efectos cronotropico e 

inotrópico negativos, sin embargo su mecanismo de acción no se ha establecido de manera 

definitiva. Debido a que la activación de una corriente de K .  sensible a acetilcolina (1kAch ) 

induce efectos cronotrópicos negativos, el objetivo de la presente tesis fue examinar 

mediante fijación de voltaje con la técnica de patch clamp, si el PAF modifica las 

propiedades de IN.Ach en miocitos auriculares de rana. Nuestros resultados indican que en 

ausencia de acetilcolina el PAF (2 uM) aumentó la velocidad de activación de LAch 

mediada por GTPyS (de 0.30 ± 0.01 min.', n = 20, a 0.73 ± 0.07 mine, n = 12, p 0.005). 

Este efecto fue bloqueado por el antagonista específico del PAF CV-3988 (5 	0 33 ± 

0.14 min.', n = 12), sugiriendo la presencia de receptores específicos a PAF acoplados a 

I KAch. Otro hallazgo fue la incapacidad del PAF para modular 1K ..‘0, después de su máxima 

activación en presencia de GTPyS, lo cual apoya la posible presencia de receptores a PAF 

y su acoplamiento a proteínas G. El ácido eicosatetraynoico (ETYA, inhibidor de las 5- y 

12-lipooxigenasas) no inhibió el aumento en la velocidad de activación de lkAch  inducido 

por PAF (10 ItM ETYA, 0.28 ± 0.03 min- ', n = 7; 10 1iM ETYA + 2µM PAF, 0.58 ± 

0.13 min.', n = 8, p < 0.05) sugiriendo que el efecto observado no es mediado por un 

aumento en el metabolismo del ácido araquídonico Estos resultados sugieren que los 

receptores a PAF están presentes en los miocitos de aurícula de rana, y que la modulación 

de l k \ , ,h  por el PAF, resulta de un aumento en la activación de la(s) proteina(s) G 

involucrada(s) 
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Platelet activating factor (PAF), a potent signaling lipid implicated as a mediator oí 

pathological responses, has both negative chronotropic and inotropic effects on heart, 

although the mechanism(s) involved are not svell detined. Since negative chronotropic and 

inotropic response in mvocardium can also be induced by activation of the ruuscarinic 

acetylcholine-activated K' current (1K.,,1), the purpose of this thesis was to test the 

hypothesis that PAF exerts its cardiotropic effects by modulating kiwi, The experimental 

model sve used to test this hypothesis was isolated bullfrog atrial myocytes, and the whole-

cell contiguration of the patch-clamp technique was used to ~asure 1KAch. We found that 

in the absence of acetylcholine, 2 ?JIM PAF increased the rate of GTPyS-mediated 

activation (from 0.30 ± 0.01 mine, n = 20, to 0.73 ± 0.07 min.', n = 12; p < 0.005) This 

effeet of PAF was not observed when CV-3988 (specific PAF antagonist) was present at a 

concentration of 5 1.1M (0.33 ± 0.11 min- ', n = 12), suggesting the existence of specitic 

PAF receptors coupled to the I KAch  activation. To investigate the underlying mechanism of 

the effects of PAF, IKAch  activation rafe was measured alter maximal activation induced by 

GTPyS. Under these conditions PAF was unable to modulate 	suggesting that PAF 

modulation oflkich  must be mediated by a specitic G protein. In addition, eicosatetraynoic 

acid (ETYA, an inhibitor of 5- and 12-lipoxygenases) did not prevent the PAF-mediated 

increase in the rafe of IKAch activation (10 p151 ETYA, 0.28 ± 0.03 min.', n = 7; 10 1.iM 

ETYA plus 2 frM PAF, 0.58 ± 0.13 min- ', n = 8; p < 0.05) suggesting that the observed 

PAF effect was not mediated by arachidonic acid metabolites. The overall results of this 

thesis indicate that PAF receptors are present in bullfrog atrial myocytes, and activation of 

IKAch  by PAF results from receptor-mediated increases in G protein activation. 

2 
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1NTRODUCCION 

El funcionamiento del corazón es regulado por diversos sistemas que ajustan la 

bomba cardiaca a las necesidades cambiantes del organismo. Los elementos involucrados 

en dicha regulación actúan modificando directa o indirectamente la contractilidad cardiaca, 

la cual genera la fuerza eyectora de la sangre. El control de la actividad miocárdica se 

ejerce de manera compleja y finamente orquestada a muy diferentes niveles: orgánico, 

celular y genético. El nivel de control predominante depende de varios factores, tipo y 

duración del estímulo, velocidad de respuesta necesaria y sensibilidad del control 

requerido. Por ejemplo, el control a nivel orgánico es el más simple y por lo tanto el más 

rápido, lo que permite generar cambios gruesos en la contractilidad de un latido al 

siguiente. La relación longitud-tensión, descrita inicialmente por Frank y Starling 

(1895,1914), y que permite al miocardio adaptar la fuerza de contracción al volumen de 

llenado diastólico, ilustra espléndidamente la regulación de la contractilidad a este nivel. El 

control a nivel orgánico es el de más reciente aparición evolutiva. Contrariamente, el 

control a nivel genético es el más ancestral y por lo tanto el más ubicuo. Este tipo de 

control implica un cambio en los patrones o programas de expresión genética involucrados 

en la contractilidad miocárdica, y se desencadena en respuesta a estímulos generalmente 

crónicos. Por la complejidad inherente, el tiempo de latencia de este tipo de control es 

muy grande, pero a cambio, el grado y estabilidad de adaptación que se logra es 

considerablemente mayor. El ejemplo más claro de este tipo de control se observa en la 

hipertrofia miocárdica, que aparece como respuesta a factores hipertensivos crónicos. En 

un nivel intermedio entre el orgánico y el genético se encuentra el control de la 

contractilidad a nivel celular. Este tipo de control es mediado por agentes químicos 

(hormonas o neurotransmisores) que inducen la respuesta celular mediante unión a 

receptores específicos membranales. El flujo transmembranal y mioplásmico de Ca'', 

especialmente en miocardio ventricular, es el elemento .diana, y por lo tanto el ekctor del 

control a este nivel. Esto necesariamente implica la orquestación de un gran numero de 

elementos y factores reguladores, por lo que el tiempo de latencia del control celular es en 

general mayor que el encontrado a nivel orgánico, pero menor al nivel genético. Sin 

embargo, esto permite controlar la contractilidad miocárdica de una manera sostenida, 

3 
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estable, y principalmente con una gran sensibilidad. Por esta razón las respuestas inducidas 

son significativamente más graduadas que las obtenidas mediante control orgánico, y con 

un nivel de reversibilidad mucho mayor y más rápido que el observado en el control 

genético. 

Resulta fascinante observar cómo el desarrollo de los conocimientos relativos al 

control de la contractilidad cardiaca y de las disciplinas que los generan, ha seguido 

camino en dirección contraria al del desarrollo filogenético. Es decir, los primeros estudios 

clásicos de la fisiología cardiaca encuentran su máximo esplendor en las descripciones del 

control cardiaco a nivel orgánico. De hecho, los estudios de la relación longitud-tension se 

desarrollan en un contexto totalmente orgánico y fisiológico. Cuando el estudio del 

funcionamiento cardiaco se enfoca en la célula y sus componentes constitutivos, aparece la 

biología celular, disciplina cardinal en la instrumentación de tales estudios. Con ella los 

principios fisiológicos se replantean radicalmente. 	A partir de ese momento la 

contractilidad miocárdica se describe en términos bioquímicos y biofisicos. La tendencia 

reduccionista lleva entonces a entender al fenómeno contráctil en sus bases moleculares; 

interacción de proteínas contráctiles para la formación de puentes cruzados, 

desencadenado por incrementos transitorios en la [Ca`' mioplásmico a través de canales 

jónicos. La clonación de los genes de tales proteínas y el estudio de los mecanismos que 

controlan su expresión, ha experimentado un crecimiento exponencial durante la última 

década. Como consecuencia, el desarrollo de la biología molecular ha permitido que se 

empiecen a entender los mecanismos de control genético, y por otro lado, que los 

elementos que participan en el fenómeno contráctil se describan ahora en términos de su 

relación estructura-función. Así pues, estamos cada vez más cerca de no sólo entender los 

mecanismos de control de la actividad cardiaca y de los procesos que inducen su mal 

funcionamiento, sino de poderlos resolver mediante lo que ahora se conoce como terapia 

génica.  

Como se indicó anteriormente, la regulación a nivel celular de la contractilidad 

miocárdica depende principalmente de la función coordinada de los sistemas endocrino y 

nervioso autónomo. Aunque este último tiene mayor impacto en las respuestas a corto 

plazo, ambos sistemas modifican la contractilidad mediante la inducción de cambios, tanto 
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en la fuerza y frecuencia de la contracción, como en la velocidad de conducción y 

relajación. El número y variedad de mecanismos por los que los diversos agentes 

humorales inducen sus efectos sobre la contractilidad miocárdica, es asombroso. Se podría 

decir que todos y cada una de los elementos que participan en la función contráctil 

miocárdica están sujetos a un estrecho control neuroendócrino. La excitabilidad eléctrica 

membranal, el metabolismo intermedio celular, la generación de tensión, etc., son todas 

variables que permanentemente oscilan en rangos muy estrechos y delicadamente 

controlados. 

Uno de los factores humorales de gran impacto fisiológico y tisiopatológico en 

diferentes tejidos, pero especialmente en el sistema cardiovascular, es el factor activador 

de plaquetas (platelet-aciinning ,/actor, PAF). El PAF, fosfolípido identificado 

inicialmente por sus efectos sobre la adhesión plaquetaria, se ha asociado con los cambios 

de la contractilidad miocárdica observados en diversos procesos inflamatorios sistémicos 

que conllevan activación plaquetaria. A pesar de que ha sido materia de extenso debate, 

numerosos estudios realizados con la técnica de perfusión en corazón aislado sugieren que 

el PAF disminuye tanto la fuerza como la frecuencia de contracción, y que tales efectos los 

ejerce de manera directa. Sin embargo, la naturaleza exacta de las vías que regulan estos 

efectos se desconoce. 

El objetivo general de la presente tesis fue identificar el(los) mecanismo(s) 

mediante el(los) cual(es) el PAF induce disminución en la frecuencia cardiaca. 

Específicamente, los objetivos propuestos consistieron en identificar la naturaleza del 

receptor membranal al que se une el PAF, identificar la vía metabólica principalmente 

involucrada, y definir cualitativamente al efector responsable de la modulación cardiaca 

inducida por el PAF. La hipótesis central que se probó fue que el efecto del PAF sobre el 

miocardio es mediado por la activación del canal de K* sensible a acetilcolina (I KAci,), lo 

que a su vez induce un aumento en el potencial transmembranal reduciendo así la 

excitabilidad celular. Adicionalmente, se exploró la hipótesis de que tal activación es 

independiente del metabolismo del ácido araquidónico, el cual se ha propuesto como 

regulador de I kAch. Para probar estas hipótesis se registró Uch en miocitos auriculares de 
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corazón de rana (Cateshiana), y se evaluaron los cambios inducidos por manipulación 

experimental de los diferentes intermediarios de su regulación. 

6 



leSIS )0C/Oral 
	

Jurefinu 1?amos tronco 

ANTECEDENTES 

BASES IONICAS DEI. POTENCIAL 1.1?ANSAIEMBRANA EN LAS CELULAS 

CARDIACAS' 

Potencial cle reposo. 

Toda célula viva en estado de reposo presenta una diferencia de potencial eléctrico 

a través de su membrana plasmática. Si en una célula en reposo se inserta un 

microelectrodo, se registra un potencial intracelular más negativo que el del medio 

extracelular. La polaridad asignada a la diferencia de potencial se establece por 

convención. Este potencial se libera en una gran variedad de procesos fisiológicos que 

residen o se originan en la membrana plasmática. Durante el potencial de acción en tejidos 

excitables, este potencial se disipa como resultado de cambios transitorios de la 

permeabilidad de la membrana a diferentes iones (Na . , Ca'' y K' principalmente) Los 

flujos o corrientes iónicas resultantes se propagan como unidades de información a otros 

sitios celulares, o inclusive a otras células contiguas. El resultado de estos fenómenos es la 

liberación de agentes químicos, los cuales actúan como mensajeros intercelulares de 

diferentes procesos fisiológicos. En el caso del tejido muscular (cualquiera que sea el 

tipo), la respuesta final a un potencial de acción es la generación de tensión, la cual resulta 

de la formación de puentes cruzados entre las proteínas contráctiles, los cuales a su vez se 

forman por el incremento de la concentración de Ca' libre mioplásmico. Así entonces, las 

propiedades funcionales de la célula cardiaca (excitabilidad, contractilidad, automatismo, 

dromotropismo, etc.) se derivan en última instancia de la disipación de la energía química 

almacenada en forma de potencial eléctrico transmembranal (Coraboeuf y Nargeot, 1993; 

Katz, 1992).  

El potencial de reposo de la célula miocárdica se genera como consecuencia del 

gradiente de concentración de K que existe a través del sarcolema. Tal gradiente lo 

produce la ATPasa Na-K•, la cual continuamente bombea iones de Na‘ hacia el exterior 

celular y los intercambia por iones de K° (Ten Eick. Whalley y Rasmussen, 1992). La 

energía para mover estos iones en contra de un gradiente de concentración proviene de la 

7 
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hidrólisis del ATP que se forma en el metabolismo intermedio. La estequiometría 

asimétrica con la que opera la ATPasa de Na -K' (3Na•/210 le confiere un carácter 

electrogénico. De tal manera, que el sólo funcionamiento de la ATPasa de Na'-K' produce 

un exceso de cargas negativas en el interior del sarcolema, lo cual a su vez induce la 

aparición de un potencial de membrana de aproximadamente -10 mV. La magnitud de este 

potencial obviamente no es suficiente para explicar el valor tan negativo que se observa en 

la célula miocárdica (entre -60 y -85 mV). Debido a que en condiciones de reposo la 

membrana plasmática es permeable principalmente al K', este ión tiende a salir en favor de 

su gradiente de concentración. Este tipo de canales de K (IKI) se caracterizan por su 

rectificación entrante, también llamada anómala (permiten mayor entrada de K• que su 

salida), la cual se debe tanto a una mayor probabilidad de apertura (P„) como a una mayor 

conductancia unitaria a potenciales negativos (el mecanismo de rectificación se describirá 

mas adelante). Esta propiedad es de gran relevancia funcional, no sólo por determinar en 

gran medida el valor del potencial de reposo, sino por su papel en la génesis de la fase 2 

del potencial de acción (Hume y Uehara, 1985; Sakmann y Trube, I984h). Para el caso de 

la membrana en reposo, cada ión de K' que sale a través de 	acarrea una carga positiva 

hacia el exterior, la cual al no ser compensada genera una creciente negatividad interna. 

Conforme esto progresa se genera un potencial eléctrico que se opone a la salida de más 

iones K*. El flujo de K' alcanza el equilibrio cuando el gradiente químico que "empuja" al 

K a salir se iguala a la fuerza ejercida por el gradiente eléctrico que lo "empuja" a entrar. 

Al potencial de membrana en el que se alcanza dicho equilibrio se le conoce como 

potencial de equilibrio para el K' (EK ) y es definido cuantitativamente por la ecuación de 

Nernst Para el caso de la célula cardiaca EK  es aproximadamente -85 mV (Ten Eick el al, 

1992; Tourneur, Mitra, Morad y Rougier, 1987). 

Si se considera que las corrientes iónicas operan en términos generales bajo los 

principios establecidos por la ley de Ohm, 

l' 
r. 	

R„, 
	 (1) 

la magnitud del flujo de K (ik) dependerá en forma directamente proporcional del voltaje 

(1) e inversamente proporcional de la resistencia de la membrana (R,„) Resulta entonces 

8 
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que 1?„, depende inversamente del número de canales de K abiertos a determinado tiempo, 

fracción que se expresa como probabilidad de apertura (P„). Por otro lado, 1' se define por 

lo que se conoce como fuerza impulsora electromotriz, que a su vez resulta de la 

diferencia entre el potencial de membrana (r,„) y EK. Por lo tanto la ecuación (1) se 

redefine como, 

I _ 1rm -liE 	 (2) 

Para cada una de las especies iónicas que atraviesan la membrana plasmática existe 

una expresión equivalente, destacando como factor diferencial el potencial de equilibrio 

para cada ión (por ejemplo para el músculo cardiaco EN, es aproximadamente +50 mV). 

Además de la contribución del gradiente de I(' al potencial transmembrana de la 

célula en reposo, existen otros mecanismos cuya contribución es menor. Uno de ellos está 

dado por una permeabilidad pequeña al ión Na' el cual al entrar induce un cambio en el 

potencial de membrana en sentido opuesto al que induce el movimiento de 1(' hacia 

afuera. Adicionalmente, existen dos intercambiadores iónicos electrogénicos que 

contribuyen a la génesis del potencial de reposo: la ATPasa de Na`-K' ya mencionada, y el 

intercambiador Na'/Ca2 ' Este último intercambia un ion de Ca' por cada tres de Na', lo 

cual genera una corriente catiónica de pequeña amplitud. Durante el reposo y debido a la 

negatividad interna, el intercambiador Ni/Ca2' funciona metiendo Na* (corriente 

entrante) por lo cual la célula tiende a despolarizarse parcialmente. La salida de Ca2 ' que 

acompaña a la entrada de Na', favorece el proceso de relajación. Contrariamente, durante 

la sístole el interior se vuelve temporalmente positivo, lo que obliga al intercambiador a 

meter Ca2 ' el cual coadyuva al proceso contráctil, mientras que la salida de Na' favorece 

la tendencia repolarizante.  

Potencial de acción. 

La contracción del corazón se desencadena por un cambio regenerativo y 

autolimitado en el potencial de membrana, el cual se propaga a través de todo el miocardio 

(Coraboeuf, 1978). A este fenómeno se le conoce corno potencial de acción. Algunas 

estructuras se especializan en la rápida conducción del potencial de acción, tales como el 
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haz de His y las fibras de Purkinje con sus ramificaciones y arborizaciones por debajo del 

endocardio ventricular. Es importante señalar que cada impulso generado en el nodo 

senoauricular se transmite hacia el resto de las células musculares, a través de sinapsis 

eléctricas denominadas uniones comunicantes (gap onclions) localizadas en los discos 

intercalares La inervación del corazón, la cual proviene del sistema nervioso simpático y 

parasimpático, sirve únicamente para modular el funcionamiento del miocardio y no 

participa en la propagación de la onda excitatoria del corazón. 

El potencial de acción cardiaco presenta un curso temporal característico, en el 

cual se pueden distinguir 5 fases, las cuales varían dependiendo del tipo de célula 

miocárdica que se trate (Barry y Nerbonne, 1996). 

Fase O Despolarización Rápida. Cuando el valor del potencial de membrana se 

desplaza hacia valores menos negativos se alcanza el potencial umbral (alrededor de -60 

mV), determinado por la rápida apertura de los canales de Na*. Este fenómeno se debe a 

que los canales de Na.  al igual que todos los canales activados por voltaje, poseen un 

"sensor" de voltaje, que consiste en un segmento transmembranal con residuos cargados 

positivamente. La elevada densidad de canales de Na .  existentes en la mayoría de los 

tejidos miocárdicos y su rápida cinética de activación se traduce en una corriente (k) de 

gran amplitud, lo que a su vez hace que la velocidad de despolarización (c/'U) de la 

célula sea muy grande. Esta fase termina en un punto en donde el valor del potencial de 

membrana tiene signo positivo (overvhoot, sobretiro o simplemente punto de potencial 

invertido) El valor del potencial de membrana durante esta fase se desplaza en dirección 

positiva debido a su tendencia a moverse hacia E,, (aproximadamente +50 mV). Sin 

embargo, normalmente no se alcanza este valor ya que otra propiedad característica de los 

canales de Na* lo impide. Tal propiedad es que se inactiva!) rápidamente (ingreso a un 

estado de cierre "absorbente"), lo que hace que la amplitud de IN, decaiga rápidamente a 

cero Esta propiedad es de gran relevancia fisiológica, puesto que determina el periodo 

refractario absoluto (Ten Eick e, al. 1992). 

Fase I Repolarización Temprana Esta fase de repolarizacion rápida que sigue al 

pico del potencial de acción se caracteriza por su corta duración, y se debe 

fimdamentalmente a la activación de una corriente repolarizante transitoria (11 „). La 
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naturaleza de I r°  ha sido tema de extenso debate hasta la fecha. Sin embargo, en general se 

acepta que está formada por un componente de K .  (lt,,i) y otro de Cf (1102) (Coraboeuf y 

Carmeliet, 1982; Kenyon y Gibbons, 1979) A su vez, el componente de K' parece estar 

formado por dos tipos de canales activados por voltaje. uno rectificador saliente, análogo 

a I., (neuronas) y a la corriente tipo Shaker, y el otro sensible a Caz ' intracelular. 

Independientemente de su naturaleza, 	se caracteriza por presentar una cinética rápida y 

transitoria dada por inactivación temprana, y una densidad generalmente baja (en algunas 

especies como en la rata, IT„ presenta una gran densidad; Boyle y Nerbonne, 1992), por lo 

que su amplitud es reducida. Por este motivo su impacto en el potencial de membrana es 

pequeña Su carácter transitorio y cinética rápida favorecen que las fuerzas repolarizantes 

(salida de K' y/o entrada de CV) decaigan rápidamente. La repercusión funcional de esta 

fase reside en llevar el potencial de membrana a valores en donde la amplitud de la 

corriente de Ca'' es máxima, incrementando de esta manera la fuerza de contracción. 

Fase 2. Meseta Desde el punto de vista funcional esta fase es sin duda, la que 

mayor impacto tiene en la contractilidad miocárdica. Lo cual resulta del delicado y 

complejo balance que existe entre las corrientes que determinan el valor del potencial de 

membrana en esta fase y por la enorme diversidad de sus mecanismos reguladores. Debido 

a que durante esta fase existe una franca disminución de la permeabilidad de la membrana 

al 	la activación de cualquier corriente entrante induce una nueva tendencia 

despolarizante. Este efecto llega a ser tan intenso en determinados tejidos miocárdicos que 

la tendencia despolarizante desplaza el potencial hacia valores positivos, generando así una 

pequeña incisura (notch) de breve duración. Sin embargo, el balance relativo que existe 

entre corrientes entrantes y salientes provoca que el potencial de membrana permanezca 

estacionado durante algunas centenas de milisegundos (de ahí la denominación de fase de 

meseta) El decaimiento de la fuerza repolarizante proviene de la conjunción de varios 

factores. Uno de los más evidentes es, como ya se mencionó, la inactivación de.  I 1 „ Por 

otro lado, la corriente de K' de mayor amplitud (rectificadora retardada, IK) aún no se 

activa, pues su lenta cinética obliga a esta corriente a alcanzar su máxima amplitud hacia el 

final de la meseta. Sin embargo, el factor de mayor impacto en el decaimiento de la fuerza 

repolarizante proviene de la disminución de la conductancia de 	Aunque otras 
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corrientes con efecto repolarizante se mantienen activas durante la meseta, su contribución 

al valor del potencial de membrana es relativamente pequeño, por ejemplo la del 

intercambiador Na'/Ca2 ' (Ten Eick el al, 1992). 

La fuerza despolarizante que determina principalmente la morfología de la meseta 

proviene de la activación de una corriente de Ca' (lc„) acarreada a través del canal de Ca' 

tipo L (de long lasting). Ica  se caracteriza por tener un curso temporal transitorio, 

determinado por una activación relativamente rápida (aunque más lenta que IN„), y una 

inactivación lenta dependiente de voltaje y de Ca' Ir, tiene un umbral de activación de 

alrededor de -40 mV, alcanzando su máxima amplitud entre O y +10 mV (Pelzer, Cavalié y 

Trautwein, 1985; Tsien, 1983). Otra característica importante de lc, es su sensibilidad a un 

grupo de fármacos denominados dihidropiridinas (DHP), o genéricamente conocidos 

como moduladores de Ca' (Irlosey y Lazdunski, 1988). Entre dichos agentes existen algunos 

que inducen mayor Po  del canal (agonistas de Ca2'), y otros que la disminuyen 

(bloqueadores de Ca"). 

Puesto que la contracción del músculo cardiaco se desencadena como 

consecuencia directa de la liberación de Ca' del retículo sarcoplásmico, y ésta es 

proporcional al flujo de Ca' transarcolemal (liberación de Ca2 ' inducida por Ca2 '; Fabiato, 

1983), la duración y amplitud de la meseta es de crucial impacto en la contractilidad 

cardiaca. Por otro lado, la meseta establece un periodo refractario de muy larga duración, 

lo que previene al corazón de ser tetanizado, permitiendo asimismo un llenado ventricular 

suficientemente largo, y evitando al mismo tiempo desórdenes en el proceso de activación 

(Katz, 1992). 

Fase 3. Repolarización. El final de la meseta se desencadena debido a dos factores 

principalmente, la inactivación de Ic a  y la lenta activación de IK  dependiente de voltaje. 

Desde las primeras descripciones de 1K  se identificó la complejidad de su cinética de 

activación, caracterizada por un curso temporal definido por la suma de por lo menos dos 

funciones exponenciales, lo cual originó la suposición de que IK se formaba al menos por 

dos componentes. Estudios posteriores a nivel celular y especialmente a nivel unitario, han 

permitido reforzar la idea de que dichos componentes efectivamente corresponden a 

entidades moleculares distintas denominadas como 1K, (rapid) y IK, (s/ow). Diversos 
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reportes indican que dichos componentes además de su diferente curso temporal, exhiben 

diferente dependencia del voltaje, distinta sensibilidad farmacológica e incluso 

conductancias unitarias de diferente valor (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991; Balser, Bennett 

y Roden, 1990; Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990). En los últimos años tanto 	como IK„ 

han sido donados, siendo el gen minK el que codifica para 1K, (Honoré, Attali, Romey cal 

al, 1991; Folander, Smith, Antanavage, Bennett, Stein y Swanson, 1990; Takumi, Ohkubo 

y Nakanishi, 1988) y h-erg el que codifica para IK, (Sanguinetti, Jiang, Curvan y Keating, 

1995; Trudeau, Warmke, Ganetzky y Robertson, 1995), Existen otras dos corrientes 

identificadas como 1Kur  (uhrampid), la cual puede ser codificada por Kv' 5 (Snyders, 

Tamkun, y Bennett, 1993; Wang, Fermini y Nattel, 1993); y IK1, (p/atemi), una corriente 

saliente virtualmente independiente del tiempo (referido a la escala de tiempo de un 

potencial de acción) que se activa durante la fase de meseta del potencial de acción (Backx 

y Marban 1992; Yue y Marban, 1988). De cualquier forma, es evidente que durante el 

potencial de acción, IK  se activa como consecuencia de la fase O de despolarización, 

cuando el potencial de membrana se encuentra en un rango de valores entre los -50 y -40 

mV. Debido a su lenta cinética de activación la máxima amplitud de 1K  se obtiene después 

de varias centenas de milisegundos, es decir bien entrada la fase de meseta. Para cuando 

esto ocurre, h a  ha entrado ya en su fase de inactivación induciendo así un decaimiento 

significativo de las fuerzas despolarizantes que mantienen la fase de meseta, haciéndola 

más sensible a la activación de cualquier corriente repolarizante. El potencial de membrana 

entonces, se mueve rápidamente hacia valores cada vez más negativos durante la fase 3 del 

potencial de acción. De hecho, aproximadamente dos terceras partes de esta fase son 

generadas por la activación de 1K . Cuando el potencial de membrana llega a valores 

cercanos a -60 mV la amplitud tanto de IK, como de 	han disminuido debido a su 

desactivación y a la rectificación saliente. Esto hace que la velocidad de repolarización sea 

cada vez más lenta. El último tercio de esta fase de repolarización, aparece alrededor de -

70 mV, y se genera por el crecimiento progresivo de la conductancia de IKI . A estos 

valores de potencial (positivos a E1.) la corriente saliente de K' que fluye por este canal 

aunque pequeña es suficiente como para hacer que el potencial de membrana alcance 

valores cercanos a EK . 

13 
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Fase 4. Hiperpolarizacion Diastólica. Durante esta fase el valor del potencial de 

membrana se aproxima mucho a EK debido a que 	es prácticamente la única corriente 

activada al final de la fase 3. Como se mencionó en la sección relativa al potencial de 

reposo, el potencial de membrana es ligeramente más positivo que EK  debido a que la 

membrana no es absolutamente impermeable a otros iones, específicamente Na .  y CF. 

Durante la fase 4 del potencial de acción esta situación es diferente, pues los canales de 

Na.  aún se encuentran inactivados como consecuencia de la fase O, por lo que la 

conductancia de Na' es prácticamente nula. Esta condición dura mientras la membrana sale 

del estado refractario como consecuencia de la reactivación de los canales de Na .  (salen 

del estado de inactivación). Esta reactivación' de los canales de Na', que hace que la 

conductancia al Na* retome sus valores de reposo (baja, pero diferente de cero), genera 

una pequeña corriente de "fondo" (background) de Na' que despolariza algunos 

milivoltios a la membrana. A ello se suma el efecto despolarizante que ejerce la corriente 

generada por la actividad del intercambiador NalCa2. , el cual durante esta fase participa 

en la relajacón al remover Ca2 ' del interior celular e intercambiarlo por Na' El potencial 

,de membrana se aleja nuevamente de EK  en sentido positivo hacia su valor de reposo. 

Potencial de marcapaso. 

Hasta aquí se han descrito en términos generales las características más 

importantes tanto del potencial de reposo como de acción que la mayoría de los tejidos 

cardiacos presentan. Sin embargo, la actividad eléctrica del tejido nodal presenta 

caracteristicas propias. Puesto que el automatismo es una de las propiedades más 

importantes y distintivas del miocardio, y esta propiedad reside principalmente en dicho 

tejido, en esta sección se describen las propiedades más importantes de lo que se conoce 

como potencial de marcapaso. 

El potencial de membrana tanto en el nodo SA como en el AV, se caracteriza por 

prácticamente no presentar reposo. Es decir, el potencial de membrana está 

permanentemente cambiando. Durante el periodo diastólico, cuando el músculo esta 

relajado y el llenado cavitario se lleva a cabo, el potencial de membrana en el resto de los 

tejidos varia muy poco. Contrariamente, en los tejidos nodales el potencial de membrana 
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durante la diástole sufre un desplazamiento paulatino y constante hacia valores menos 

negativos durante la fase denominada despolarización diastólica. Esta fase inicia en el 

punto en donde termina el potencial de acción anterior, el de valor más negativo en todo el 

ciclo o potencial diastólico máximo. La fase de despolarización diastólica esta generada 

por la activación de corrientes entrantes caracterizadas por una cinética de activación muy 

lenta y una conductancia relativamente pequeña. La base molecular de esta corriente 

permanece sin ser demostrada, y ha sido denominada de diversas maneras, los nombres 

más comunes son lK2 (descrita después de I KI ), 1h  (por ser activada por hiperpolarización) 

o Ir (de Poni)", por su carácter peculiar; 1/Francesco y Tromba, 1987 y 1988), Lo más 

aceptado es que ésta corriente esta mediada por un canal catiónico poco selectivo entre 

Na' y K ., y que por el potencial de membrana en donde se mantiene activo (entre -60 y -

40 mV) parece ser acarreada por Na'. Debido a que en los nodos la densidad de 1M  es 

muy baja el potencial de membrana durante la diástole es muy inestable. La fase de 

despolarización diastólica termina cuando el potencial de membrana llega al potencial 

umbral para el siguiente disparo, alrededor de -40 mV. A este potencial se activa Ica, que 

en los nodos es la corriente entrante responsable de la fase de despolarización del 

potencial de acción, Al igual que en el resto de los tejidos cardiacos Ica  es mediada por 

canales de Ca`' tipo L, sin embargo existen algunas evidencias que sugieren que lc„ puede 

ser mediada también por canales tipo 1', los cuales se activan a potenciales más negativos 

que los tipo L. Como la activación de lca  se sustenta en una cinética más lenta que la de 

1 N3, la fase de despolarización en estos tejidos presenta una 	c11 menor a la observada en 

los llamados potenciales de acción rápidos o de Na'. Por consecuencia, la velocidad de 

conducción en los nodos es significativamente menor, dando origen al retraso aurículo-

ventricular. Una vez que Ic, se inactiva cesa toda fuerza despolarizante por lo que la fase 

de despolarización termina. Para entonces, ya ha transcurrido suficiente tiempo como para 

que lk  se haya activado, generando la fase de repolarización, la cual se sustenta en 

mecanismos muy similares a los de la fase 3 del resto del miocardio (DiFrancesco, 1993, 

Katz, 1992). Otra corriente que se activa hacia el final de la repolarización y que es 

responsable de llevar el potencial hasta el valor máximo diastólico es la corriente de K' 

sensible a acetilcolina (Lv-h). Esta corriente es en extremo importante por la intensa 
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regulación que opera sobre ella. Sus propiedades más importantes serán descritas en las 

siguientes secciones. 

Camdes de 11'' rectificadores enIrcinles. 

Como se mencionó anteriormente, los canales de K: rectificadores entrantes son 

los que principalmente establecen el valor del potencial de reposo, determinando con ello 

la Ixcitabilidad celular. Su propiedad distintiva es que la facilidad con la que conducen 

corriente (conductancia, definida como la pendiente de la relación corriente-voltaje) es 

mayor en el sentido opuesto al del resto de los canales. Para el hipotético caso de canales 

perfectamente Ohmicos (lineales), su conductancia es siempre la misma, sin importar el 

sentido de permeación ni la fuerza electromotriz. En realidad los canales iónicos no 

presentan comportamiento Ohmico, por el contrario, su conductancia cambia dependiendo 

de la dirección de la corriente, es decir rectifican (FIGURA I). 

Corriente 

FIGURA I. Relación Corriente-Voltaje. Las diferentes curvas ilustran el comportamiento de las 
corrientes fónicas (ordenada) al variar el valor del potencial de membrana (abscisa). en tres tipos 

diferentes de canales de K'. Las flechas indican la dirección de la corriente jónica: saliente t y entrante 
Comportamiento ohmico (1): rectificación saliente o "normal" (2): rectificación entrante o "anómala" (3). 
En los tres casos el valor de la corriente se vuelve cero a -86 inV, valor del potencial de Nernst para el K'. 

En la mayoría de los canales esta rectificación generalmente se orienta con el 

mismo sentido: su conductancia aumenta con la despolarización y disminuye con la 
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hiperpolarización. Esto es lo que se considera rectificación normal. Para el caso de los 

canales que nos ocupan, su rectificación aparte de ser más evidente que la del resto de los 

canales, su sentido es contrario al normal. En condiciones de reposo su conductancia es 

muy grande, y cuando la célula se despolariza disminuye prácticamente a cero 

(rectificación anómala). A nivel unitario, esta rectificación se debe al bloqueo de cinética 

rápida inducido cuando el Mg' intracelular atraviesa el canal en dirección saliente 

(Matsuda, Saigusa, e Irisawa, 1987; Vandenberg, 1987). 

En las células miocárdicas se han identificado al menos tres tipos de canales de K' 

rectificadores entrantes: 1) 	fue el primero en ser descrito y por los valores de voltaje 

en el que se le caracterizó inicialmente (valores alrededor del potencial de reposo) se le 

llamó tiempo independiente, determina la llamada corriente de fondo o de background 

(Sakmann y Trube, 1984a y 19841i; Harvey y Ten Eick, 1988); 2) IKAri„ sensible a 

acetilcolina y es regulado por proteína G (Sakmann, Noma y Trautwein, 1983, Noma, 

Kameyama, Kurachi e Irisawa., 1984; Soejima y Noma, 1984, Clark, Nakajima, Giles, 

Kanai, Momose, y Szabo, 1990) y 3) IKur, susceptible a la inhibición inducida por ATP 

intracelular (Noma, 1983; Edwards y Weston, 1993). Estos canales difieren entre sí en las 

siguientes propiedades: densidad relativa en los tejidos miocárdicos; mecanismos de 

regulación intracelular (ATP, acetilcolina o proteínas G); grado de rectificación entrante 

IkAch 	ikvip); y propiedades cinéticas y de permeabilidad a nivel unitario Estas 

diferencias apoyan la suposición de que distintas entidades moleculares son responsables 

de dichas corrientes. En miocitos de aurícula y nodo seno-auricular de mamífero las dos 

corrientes de K' más prominentes son I, , e IkAchsespectivamente. 

Con el enorme desarrollo de la biología molecular durante los últimos años, las 

técnicas de donación y secuenciación han permitido dilucidar las estructuras primarias de 

varias familias de canales rectificadores entrantes de K' (FIGURA 2). Estos canales se 

caracterizan por presentar únicamente dos segmentos transmembranales denominados M1 

y M2, a diferencia de los 6 segmentos transmembrales que presentan los canales de K' 

activados por voltaje. Por otra parte, no tienen el segmento transmembranal S4 propio de 

todos los canales sensibles a voltaje, el cual se ha postulado ser el sensor de voltaje debido 

a que presenta una serie de residuos cargados positivamente. No obstante, los canales 
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rectificadores entrantes de K' muestran un segmento con elevada homología a la región 

que forma el poro de permeación (115) de los canales de K' activados por voltaje. 

intracelular 

FIGURA 2. Representación Topologica de los Canales Rectificadores Entrantes. Por los patrones de 
hidrofobicidad se sugieren 2 segmentos transmembranales M I y M2. La región del poro (H5) formada por 
el segmento comprendido entre los dominios Ml y M2 el cual determina la selectividad del canal al 
Localización citoplasinática de las regiones amino (NH2 ) y carboxi (COOH)-terminales. Los círculos 
negros indican los posibles sitios de acoplamiento con proteína G. siendo estas regiones las de menor 
homología entre los diferentes canales rectificadores entrantes donados hasta la fecha. 

El primer canal rectificador entrante de K' que se donó se obtuvo de riñón de rata, 

mediante la técnica de donación por expresión en ovocitos de rana Xenopirs krevis (Ho, 

Nichols, Lederer, Lytton, Vassilev, Kanazirska y Hebert, 1993). Este canal, el cual se 

denominó ROMK I, proviene de epitelio de la rama ascendente de Henle y túbulo colector, 

y es regulado por ATP. Una semana después el grupo de Jan reportó la estructura 

primaria y la expresión funcional de un canal rectificador entrante de K' donado a partir 

de una línea celular de macrófago de ratón, denominado mIRK I o IRK I (Kubo, Baldwin, 

Jan y Jan, 1993a). Cinco meses después el mismo grupo, aisló un DNA complementario 

de aproximadamente 4.2 kilobases a partir de corazón de rata, que codifica para una 

proteína de 501 aminoácidos. Al ser inyectado el correspondiente cRNA en ovocitos de 

.Venopu.s.  'm'Os dio lugar a la expresión de canales de K' funcionales, los cuales fueron 
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sensibles a acetilcolina y susceptibles de ser regulados por proteína G, de manera muy 

similar a IKAr i, (Kubo, Reuveny, Slesinger, Jan y Jan, 1993h). El clon así obtenido file 

denominado GIRK I, y muestra un 43°0 de homología con IRK I y un 39% con ROMK1, 

a nivel de aminoácidos. Recientemente, varias clases más de canales rectificadores 

entrantes de K' han sido donados por homología y expresados funcionalmente en diversos 

sistemas (Morishige, Takahashi, Findlay, Koyama, Zanelli, Peterson, Jenkins, Copeland, 

Mori y Kurachi, 1993; Ashford, Bond, Blair y Adelman, 1994; lshii, Yamagishi y Taira, 

1994; Raabgraham, Radeke y Vandenberg, 1994; Doupnik, Davidson y Lester, 1995; 

Krapivinsky, Gordon, Wickman, Velimirovic, Krapivinsky y Clapham, 1995; Wible, De 

Biasi, Majumder, Taglialatela y Brown, 1995). 

Para el caso de Un, se ha demostrado que es un heteromultímero compuesto por 

2 subunidades homólogas: GIRK I y CIR (cardiac irsicani rectifier) cuya coexpresión en 

ovocitos y células de mamífero incrementa dramáticamente el nivel de actividad de GIRK1 

(Krapivinsky e, al, 1995). Este es el primer indicio de la co-asociación de diferentes 

rectificadores entrantes para formar canales nativos. 

CON I ROI. IV LI?1I0,S0 111: LA A('Ill'InAl) AllOCARDICA 

Aunque la generación y conducción de los impulsos eléctricos que desencadenan la 

actividad contráctil es una propiedad intrínseca del tejido miocárdico, su regulación y 

control dependen esencialmente del sistema nervioso autónomo, tanto en su porción 

simpática como parasimpática. En condiciones de reposo, la influencia predominante se 

ejerce por el sistema parasimpático, mientras que durante el ejercicio esta situación se 

revierte y la estimulación simpática se vuelve predominante. En general, las acciones de 

estas dos ramas pueden ser vistas corno opuestas. Por ejemplo, la estimulación simpática o 

adrenérgica produce un efecto positivo en las propiedades funcionales miocardicas: 

dromotropismo (velocidad de conducción), cronotropismo (frecuencia de disparo), 

inotropismo (fuerza de contracción), y lusitropismo (velocidad de relajación). Por su 
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parte, la estimulación parasimpática ó colinérgica produce un efecto negativo sobre las 

anteriores variables. 

El agente químico mediador de la actividad parasimpática es la acetilcolina (AC'h), 

la cual se libera como neurotransmisor durante una estimulación vagal. Aunque con 

diferente densidad, las terminales parasimpáticas que liberan acetilcolina (colinérgicas) se 

distribuyen en todo el miocardio. El efecto que típicamente se observa por estimulación 

parasimpática es disminución del gasto cardiaco, el cual se debe a decaimiento tanto de la 

fuerza de contracción como de la frecuencia cardiaca. Estos efectos, inotrópico y 

cronotrópico negativos, son más pronunciados cuando van precedidos de una estimulación 

simpática, lo que da como resultado que la estimulación parasimpática enmascare y se 

sobreponga a la respuesta por la estimulación adrenérgica (Breitwieser y Szabo, 1985). 

Numerosas evidencias experimentales han permitido establecer la mayoría de los 

mecanismos mediante los cuales la acetilcolina induce sus efectos característicos. 

En el tejido de trabajo (contráctil) el efecto colinérgico es mediado por la 

disminución en la amplitud de Ira. La acción de la acetilcolina sobre éste canal se debe a 

modificación en su cinética de apertura (P„), sin cambios ostensibles en sus propiedades de 

permeabilidad (selectividad y/o conductancia). Al unirse la acetilcolina con el receptor 

muscarínico se activa una cascada de eventos que culmina con una disminución del grado 

de fosforilación del canal (o de una proteína asociada a él; Wahler y Sperelakis, 1986). 

En el tejido nodal, el efecto colinérgico induce una disminución de la frecuencia 

cardiaca y de la velocidad de conducción del impulso. El efecto dromotrópico se debe a 

una disminución en la velocidad de conducción en el nodo AV secundaria al efecto 

colinérgico sobre 1c.. Por otro lado, el efecto cronotrópico se explica por un doble 

mecanismo: disminución de la pendiente de la fase de despolarización diastólica, 

posiblemente secundaria a decaimiento de Ir; (DiFrancesco y Tromba, 1987; 1988) y 

aumento del potencial diastólico máximo, el cual se debe al efecto de la acetilcolina sobre 

I KAch .( Noma y Trautwein, 1978; Noma, Peper y Trautwein, 1979). 
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La acetilcolina una vez liberada por el nervio vago se une a su receptor 

muscarínico M2 activando a una población específica de canales de K' (IKAch), distinta de 

IKI, que presentan también una marcada rectificación entrante. 

El aumento de la P„ del canal de K' inducido por agonistas muscarínicos se ha 

descrito mediante el uso de técnicas de fijación de voltaje en miocitos nodales (SA y AV), 

auriculares (Sakmann, Noma y Trautwein, 1983; Kurachi, Nakajima y Sugimoto, I 986a), 

en fibras de Purkinje y miocitos ventriculares (Carmeliet y Mubagwa, 1986; Hartzell y 

Simmons, 1987). El eslabón entre el receptor muscarínico e 1K.v . i, es la proteína GK . Esta 

proteína se identificó mediante la observación de que tanto el Mg'.  como el GTP 

intracelulares eran necesarios para que el agonista promoviera la apertura de IkAch  

(Kurachi, Nakajima y Sugimoto, I 986h y 1986e) El Mg2 ' tiene efecto dual sobre IKACh, ya 

que es necesario para la activación del canal mediante GTP, pero además promueve la 

rectificación entrante por el bloqueo de la corriente saliente de K' (Horie e Irisawa, 1989).  

El efecto a nivel orgánico de la activación de IKAn„ es bradicardia, la cual se debe al 

aumento del potencial de reposo en las células auriculares y del potencial diastólico 

máximo de las células nodales (principalmente del SA). Al volverse más negativo el 

potencial diastólico máximo la despolarización diastólica toma más tiempo en alcanzar el 

valor umbral para disparar el siguiente potencial de acción. Este mecanismo sería 

suficiente como para disminuir significativamente la frecuencia cardiaca, aún cuando no 

participaran otros mecanismos. Sin embargo, al aumento del potencial diastólico máximo 

se le agrega el efecto colinérgico ya mencionado sobre I, e 	lo que en conjunto potencia 

el efecto bradicardizante inducido por acetilcolina.  

Receptores Muscarinicos de Membrana 

El efecto parasimpático se lleva a cabo mediante la unión específica de la 

acetilcolina con receptores colinérgicos de membrana. En general, existen dos tipos 

fundamentales de estos receptores: nicotínicos, que se encuentran principalmente en 

músculo esquelético y células ganglionares; y los muscarínicos, que determinan las 
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influencias parasimpáticas en corazón. Estos dos tipos de receptores son 

considerablemente diferentes, tanto en su estructura como en su función. 

I.a familia de receptores muscarínicos (mAChR) fue descubierta por su capacidad 

de unir a la muscarina, alcaloide derivado del hongo venenoso Amanita ►n►►scaria. Los 

receptores de tipo muscarínico en contraste con los nicotínicos, son proteínas formadas 

por una sola subunidad de 7 segmentos transmembranales, con una gran asa 

citoplasmática entre los segmentos transmembranales V y VI La unión de la acetilcolina a 

su receptor puede involucrar varios segmentos hidrofóbicos: II, III, VI Y VII, lo que 

probablemente induzca cambios conformacionales en las regiones citoplasmáticas, en 

particular el asa 3. Esta región parece ser crítica para las interacciones funcionales entre el 

complejo ligando-receptor y proteínas G. 

Inicialmente se definieron dos tipos de receptores muscarínicos, referidos como 

MI en cerebro y M2 en corazón, y aunque ambos comparten propiedades estructurales y 

funcionales, su origen genético es diferente. Esta conclusión se basa en la baja homología 

a nivel de aminoácidos (-38%) que muestran los clones de MI y M2 (Bonner, Buckley, 

Young, y Brann, 1987; Kubo, Fukuda, Mikami, Maeda, Takahashi, e, al., 1986; Peralta, 

Ashkenazi, Winslow, Smith, Ramachandran, el al., 1987a, Peralta, Winslow, Peterson, 

Smith, Ashkenazi, el al., 1987b). Estos receptores constituyeron el tercer miembro de la 

aún creciente familia de receptores acoplados a proteínas G. Todos ellos caracterizados 

por presentar 7 segmentos transmembranales. Actualmente se sabe que existen por lo 

menos 5 subtipos de receptores muscarínicos (referidos como M I, M2, M3, M4 y M5), 

los cuales se caracterizan por presentar topografia similar, especialmente en los segmentos 

transmembranales. Siendo la principal diferencia el asa 3, que conecta los segmentos V y 

VI. Asimismo, las regiones citoplasmáticas parecen ser propias de cada subtipo, lo que 

explicaría la diversidad de vías que utilizan los mAChR para la transducción de la señal. 

Los subtipos de mAChR se acoplan a diferentes tipos de proteínas G para modular 

diversas vías como: estimulación de las fostblipasas A2, C y D; disminución de la síntesis 

de AMPc; estimulación de la degradación de AMPc; estimulación de la producción de 

GMPc; y regulación de varios canales iónicos Estudios realizados con el cDN A de los 5 

subtipos de mAChR han demostrado que los mAChR. M I, M3 y M5 estimulan la hidrólisis 
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de polifostbinosítido (PI), mientras que M2 y M4 atenúan la acción de la adenilato ciclasa, 

siendo estimulantes de baja potencia de la hidrólisis de PI. Estudios realizados con los 

clones de los subtipos de mAChR han revelado diferencias en su capacidad de 

estimulación de fosfolipasas y canales jónicos. 

(;. 

En años recientes ha quedado claro que muchos receptores de membrana 

pertenecen a una gran familia de receptores acoplados a proteínas reguladoras que fijan 

nucleótidos de guanosina (proteínas G, lismaa y Shine, 1992). La función de estas 

proteínas es la de traducir la señal de formación del complejo ligando-receptor a un 

"lenguaje" que sea reconocido por sistemas electores intracelulares. De esta manera las 

proteínas G modulan varios sistemas de segundos mensajeros intracelulares. Como 

consecuencia de la unión agonista-receptor, los receptores de esta clase catalizan el 

intercambio de GDP por GTP Aunque la mayoría de los receptores parecen unirse a un 

sólo tipo de proteína G, un receptor puede interactuar con varias moléculas de proteína G. 

Las proteínas G son heterotrímeros, formadas por 3 subunidades llamadas Ga, GI3 

y Gy. Cada una de estas subunidades es miembro de una familia de proteínas codificadas 

por varios genes cuyos productos son modificados por empalme alternativo de exones. 

Las subunidades Ga de aproximadamente 400 aminoácidos, tienen un peso molecular 

entre 39 a 46 kD Las subunidades GO con 340 aminoácidos y Gy con aproximadamente 

75 aminoácidos, son más pequeñas con pesos moleculares de 37.4, y de 8 a 10 kD, 

respectivamente. Mientras las subunidades a son más variables en su estructura (al menos 

21 isoformas), las otras 2 subunidades son más constantes (5 G(3 y 7 Gy, Wickman y 

Claphani, 1995) 

Inicialmente, las proteínas G se clasificaron de acuerdo a su efecto sobre la enzima 

adenilato ciclasa. De tal forma, G, estimula mientras que Gi  inhibe a esta enzima 

(Sternweis, Northup, Smigel y Gilman, 1981; Katada, Kusakabe, Oinuma y 	1987; 

Taussig, lniguez-Lluiii y Gilman, 1993) La proteína G,,, no tiene efecto sobre la adenilato 

ciclasa, (Neer, Lok y Wolf, 1984; Sternweis y Robishaw, 1984). A la fecha, esta 
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nomenclatura ha servido para distinguir al menos 4 subfamilias formadas por diferentes 

isoformas de las subunidades Ga: la familia de Go  

Las subunidades Ga además de poseer un sitio de unión para nucleótidos de 

guanosina, presentan actividad enzimática específica para la hidrólisis de GTP (GTPasa; 

Coleman, Berghuis, Lee, Linder, Gilman y Sprang, 1994; Lambright, Noel, Hamm, y 

Sigler 1994; Sondek, Lambright, Noel, Hamm and Sigler 1994). Otra característica muy 

importante de las subunidades Ga es que la mayoría de ellas presentan uno ó más sitios 

para ribosilación por ADP dependiente de NAD. Esta ADP-ribosilación puede ser 

catalizada irreversiblemente tanto por la toxina del cólera (CTX; para Gs), como por la 

toxina pertusis (PTX; para Gi  o Go). Ninguna de estas toxinas parece modificar a la 

subunidad Gy. El efecto funcional de la ADP-ribosilación de la subunidad Gas  inducida 

por toxina colérica, es activación. Este efecto resulta de la inhibición de su actividad como 

GTPasa (Murayama y Ui, 1984; liri, Tohkin, Morishima, Ohoka, Ui y Katada, 1989), lo 

cual produce un aumento de su efecto estimulante sobre adenilato ciclasa y/o canales 

fónicos. Asimismo, el efecto funcional de la ADP-ribosilación de la subunidad Gai ó Gato 

inducida por toxina pertusis, es el bloqueo de su actividad, normalmente inhibitoria. El 

mecanismo de tal bloqueo es mediante inhibición de la interacción entre las subunidades 

con los receptores (West, Moss Vaughan y Liu, 1985). 

Desde el punto de vista funcional de la transducción de la señal, la proteína G 

actúa como dos unidades: la subunidad a y el complejo Py (FIGURA 3). Por mucho, la 

función más importante se lleva a cabo por Ga, la cual es la responsable del acoplamiento 

entre receptores y proteínas G (Berlot y Bourne, 1992). Al unirse el GTP a la subunidad a 

por la unión ligando-receptor, se disocian el complejo activado Ga*GTP y el complejo G 

ay, mismos que modifican diversos sistemas efectores y proteínas reguladoras. Se sugiere, 

que la función de Ga*GTP es la que confiere el papel vital de las proteínas G en la 

transducciún de las señales, ya que esta subunidad es la que determina la duración de la 

acción de GPy sobre el efector (Wickman y Clapham, 1995).  

Las interacciones entre proteína G y el complejo ligando-receptor que dan por 

resultado la estimulación del efector, involucra una serie de reacciones que de manera 

simplificada se mencionan a continuación: 
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Paso I . Unión del Ligando (7.) a su Receptor (1?). En el estado basal la mayoría de 

las células tienen a sus receptores libres de ligando. Los receptores libres se 

encuentran unidos con proteínas G (GO)) sin GTP. Esta interacción aumenta la 
afinidad del receptor (R*, de alta afinidad) por su ligando (L), favoreciéndose la 
unión ligando-receptor: 

	

R5-Gaby L ---)1?*-1.-Gafiy 	 (3) 

Paso 2. Activación de Ga. Cuando se forma el complejo ligando-receptor, se 

activa Ga la cual une GTP en presencia de Mg'. formando Ga*G7P. Durante 

este paso, la proteína G permanece en la forma Gafiy: 

R.  — —Gafly + GTI)  mg'' 	 Ga * GTP — Gfly 	 (4) 

Paso 3. Disociación de Gfiy. La subunidad Ga*G1P activada se disocia del 

complejo Gby, pero permanece unida al complejo ligando-receptor: 

R*-L-Ga*G7P-Gfiy --> R*-L-Ga*G1P Gfiy 
	

(5) 

Paso 4. Disociación de 1?*-L y Ga*G7P. Después de que R5-L y Ga*G77) se 

disocian de Gh, el complejo ligando-receptor también se separa de Ga*G7P. 
Esta disociación reduce la afinidad del receptor por el ligando (R* 	R): 

R5-L-Ga*G11) 	L Ga*G71) 
	

(6) 

Paso 5. Interacción de Ga* o Gfi),  con el efector (E). La identidad de la subunidad 
responsable de modificar la función del efector ha sido tema de intenso debate 

durante la última década. Actualmente se tienen evidencias in vitro, de la 
activación de numerosos efectores por la acción independiente de ambas 

subunidades. Sin embargo, por fines de claridad consideraré a la subunidad a 

como la responsable. Así pues, el complejo activado de Ga*G71) separado ahora 

del complejo ligando-receptor lleva a cabo su papel en la transducción de la señal. 

Esto ocurre cuando Ga*GTP interactúa con el efector (E) para modificar su 

función (E*): 

	

Ga*GTP -4_  E -4 Ga*G7P-E* 	 (7) 

Paso 6. Desfosforilación del GTP unido. Cuando el complejo Ga*G71) se disocia 
del receptor, su actividad de GTPasa se incrementa, dando como resultado que el 

GTP unido a Gas se desfosforile. El complejo resultante GaGDP es inactivo y 
regresa a su estado basal, causando su disociación del efector activado (E5 ) el 
cual regresa también a su estado de reposo (E). La formación de GaGDP favorece 

además la reasociación con Gfiy: 
Ga*G7P-E* 	--->GaGDP-Gby 

Paso 7. Disociación de Gafiy y GDP. Cuando la GaGDP se une a la G(37, el GDP 
se disocia. La Gafiy resultante interactúa con el receptor, aumentando su afinidad 
por el ligando y restituyendo la configuración basal: 

1? GaGDP-Gby -->R5-GaAy GDP 

(8)  

(9)  
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FIGURA 3. Representación Esquemática de la Transducción de la Señal por Proteína G. (1) indica el 
estado basal de la proteína G, (2) activación del receptor por un agonista. (3) activación de la proteína G 
por el receptor. (4) interacción proteína G-efector. (5) inactivación de la proteína G por la actividad de 

GTPasa de la subunidad a. 

Activación de loch  por Proteína (i 

En el tejido cardiovascular se han descrito varios tipos de proteína G. Una de las 

primeras en describirse fue la G„ la cual se activa vía receptores PI  y P2 adrenérgicos. Una 

vez activada, G, estimula la adenilato ciclasa para aumentar la producción de AMPc, para 

de esta manera regular varios canales dependientes de voltaje. Por el contrario, la proteína 

Gi que se acopla a receptores de adenosina (Al), muscarínicos y a,-adrenérgicos, inhibe la 

actividad de la adenilato ciclasa que resulta de la estimulación P-adrenérgica. 

Adicionalmente, y como resultado de la activación muscarínica, la proteína Gi3  (también 

referida como 	Yatani, Codina, Brown y Birnbaumer, 1987) activa directamente a Un, 

en las células auriculares y marcapaso. La proteína Go se encuentra también en el tejido 

cardiovascular pero su papel no es muy claro, a diferencia del cerebro en donde se sabe 

que regula canales de Ca''. La proteína Gq  es una proteína recientemente identificada 

responsable de la estimulación de las fosfolipasas A y C, vía receptores muscarínico y a, 

adrenérgico (Fleming, Wisler y Watanabe, 1992). 

Las proteínas G tienen la capacidad de modular la actividad de un canal iónico 

mediante dos mecanismos generales: a) indirecto, estimulando la producción de segundos 
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mensajeros, como AMPc y diacilglicerol (DAG), los cuales modulan la actividad del canal 

a través de proteína cinasas, o 1)) directo, al interactuar con el canal iónico en la 

membrana. Sin embargo, mientras la modulación por proteína cinasas ha sido demostrada 

extensamente por mutagénesis dirigida de los canales iónicos, no existen evidencias 

moleculares comparables para la acción directa de las proteínas Ci sobre los canales 

(Brown y Birnbaumer,1988; Brown, 1990). Por esta razón se ha optado últimamente por 

utilizar el concepto de "cinética de apertura controlada localmente por proteína G" 

(membnme-delimited G proteiu galing). 

Mediante el uso de la técnica de fijación de voltaje en microáreas de membrana 

(patch clamp, Hamill, Marty, Neher, Sakmann y Sigworth, 1981), en su configuración de 

pipeta adherida a la célula (cell-aitached), Soejima y Noma (1984) descubrieron que IKA0, 

se activa cuando la acetilcolina se encuentra en la pipeta, pero no cuando se aplica 

solamente en el baño en el que esta sumergida la célula. Con base en lo anterior, estos 

autores sugirieron que la vía de activación esta limitada a la membrana o a una región 

cercana al canal. Posteriormente en 1985, Pfaftinger, Martin, Hunter, Nathanson y lidie; y 

Breitwieser y Szabo demostraron en registros de whok cell que IKAch se activa por la 

perfusión intracelular de análogos de GTP no hidrolizables (GTPyS), y que ésta vía es 

sensible al pretratamiento con PTX. 

El grupo de Clapham (Logothetis, Kurachi, Galper, Neer y Clapham, 1987), fue el 

primero en proponer que el complejo G(3y tiene un papel directo en la activación del 

efector. Este grupo reportó que Gl3y purificada del cerebro de bovino activa a IKArh. Al 

mismo tiempo el grupo de Brown y Birnbaumer (Codina, Yatani, Grenet, Brown y 

Birnbaumer, 1987) mostró que la subunidad Gak  (Ga(-GTPyS) activaba al mismo canal 

(Yatani, Mattera, Codina, Graf, Okabe, Padrell, Iyengar, Brown y Birnbaumer, 1988; 

Mattera, Yatani, Kirsch, Gral, Olate, Codina, Brown y Birnbaumer 1989). Al parecer la 

diferente metodología que cada grupo utilizó para la purificación de las subunidades, 

explicaba estos hallazgos contradictorios. Brown y Birnbaumer (1988) argumentaron que 

la activación por G(3),  vista por Logothetis et al, era un artefacto causado por el 

detergente usado (CHAPS). Ahora se sabe que varios sistemas electores son activados 
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tanto por Ga corno por Gi3y. Más tarde, Logothetis et al, (1988) mostraron aparente 

activación por ambas subunidades. 

Con la técnica de paich clamp en su configuración de parche desprendido (excised 

patch), el lado citoplasmático del parche puede ser pertiindido con análogos del GTP o 

con las subunidades Ga o G11y, dando por resultado un aumento en la actividad del canal.  

Llama la atención que el efecto de activación inducido por Ga y G(3y sobre el canal no es 

aditivo. Aún mas, la activación del canal por ambas subunidades se observa a diferentes 

concentraciones (Codina et al 1987; Ito, Tung, Sugimoto, Kobayashi, Takahashi, Katada, 

Ui y Kurachi, 1992; Logothetis e). 	, 1987, 1988): GaL activa a menor concentración 

(Kd 	10-100 pM) que G137 (Kd = 10 nM) pero con menor consistencia. Por otro lado, 

existen indicios que apoyan la noción de que las diferentes subunidades controlan distintos 

efectores. Kurachi y su grupo (Ro et al, 1992) mostraron que G13y induce mayor 

activación sobre IK.N.ch que GaL, mientras que GaL  preferencialmente activa IK.VIP- 

Kiffi et al, (1989h) sugirieron que G13y activa 1KAch vía fosfolipasa A2  (PLA2 ). Tal 

sugerencia se apoyó en que al usar un anticuerpo que en otros sistemas bloqueó la 

actividad de la PLA2, la activación de lk vi, inducida por GOy se bloqueó. En apoyo a esta 

hipótesis, el ácido araquidónico y sus metabolitos también activan IKAch  Sin embargo, el 

ácido araquidónico nunca activó IKAch  de la misma manera que Gli3y (Kim y Clapham, 

1989a) Kurachi el al, (1989a) encontraron que el canal se activa por ácido araquidónico 

solamente en parches con la configuración cell attached, y para explicar estos resultados 

propusieron que los productos de PLA2  mejoran la disociación del heterotrímero de la 

proteína G 

Diversos reportes indican que 	se puede activar en la aurícula por varios 

agentes humorales (acetilcolina, somatostatina, adenosina, agonistas aradrenérgicos, 

neuropéptido Y, CGRP y endotelina), mediante un mecanismo dependiente de una 

proteína G sensible a PTX (Pfaffinger, Martin, Hunter, Nathanson y Hille, 1985; 

E3reitwieser y Szabo, 1988, Lewis y Clapham, 1989; Karschin, Elo, Labarca, Elrov-Stein, 

Moss Davidson y Lester, 1991, Kim, 1991) Adicionalmente, existen reportes que indican 

que el ácido araquidónico y algunos de sus metabolitos (12-HPETE, 8-HETE y los 
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leucotrienos LTC., y 1..TD.1 ) activan a 11; \ ,.1, (Kim y Clapham, 1989a, Kurachi, Ito, 

Sugimoto, Shimizu, Miki y (Ji, 1989a; Scherer y Breitwieser, 1990). 

ER'T os DEL Acwo ARAO UIDONICO ,VORRE Kicu  

Existen varios estudios que sugieren un papel modulador de algunos derivados 

lipídicos sobre la función de IK,wh. Se han identificado dos familias diferentes de 

autacoides que derivan de los fosfolípidos de membrana a) los eicosanoides, que se 

forman a partir de ciertos ácidos grasos poliinsaturados (en especial, ácido araquidónico), 

incluyen prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano A2 y leucotrienos; y b) fosfolípidos 

modificados, representados por el PAF. Los eicosanoides son extremadamente ubicuos, ya 

que se han detectado en casi todos los tejidos y líquidos orgánicos. La biosíntesis de los 

eicosanoides se desencadena por la estimulación de la fostblipasa C y/o A2 (PLC, PLA2 ) a 

través de proteínas G, o secundaria al aumento de la concentración de Cae ' mioplásmico 

(Okajima y Ui, 1984; Burch y Axelrod, 1987). La PLA2  hidroliza la unión éster sn-2 de los 

fosfolípidos de membrana (en particular de la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) con 

la consecuente liberación de araquidonato. En contraposición la PLC separa el puente 

fosfodiéster, produciendo la formación de un 1,2-diglicérido. Luego se libera araquidonato 

del triglicérido mediante las acciones secuenciales de la digliceridolipasa y la 

monogliceridolipasa (Okazaki, Sagawa, Okita, Bleasdale, MacDonald y Johnston, 1981). 

Una vez liberado, una porción de araquidonato se metaboliza con rapidez a productos 

oxigenados. Esto se lleva a cabo por acción de varios sistemas enzimáticos diferentes, los 

cuales incluyen una ciclooxigenasa o alguna lipooxigenasa (Exton, 1994a y 1994h). En 

corazón el ácido araquidónico y ciertos metabolitos modulan la actividad de dos canales 

de K' rectificadores salientes (Wallert, Kim, Ackerman, y Clapham, 1991) además de lk  .1, 

(Kurachi el al, I 989a, 1989b; Kim y Clapham 1989a, Scherer y Breitwieser 1990; Ito el 

al., 1992; Scherer, Lo y Breitwieser 1993) En estos ejemplos, la inhibición de las vías del 

metabolismo del ácido araquidónico, ciclooxigenasa y lipooxigenasa, elimina los efectos 

del ácido araquidónico.  
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Kurachi el al, (1989) sugirieron que la activación de Un, por los metabolitos del 

ácido araquidónico, se debe al aumento en el intercambio de GTP-GDP en la subunidad a. 

Los efectos del ácido araquidónico y sus metabolitos sobre la velocidad de intercambio 

GTP-GDP se probaron examinando la velocidad de activación de Un, en presencia de 

concentraciones saturantes de GXP/GTP (Breitwieser y Szabo, 1988). Bajo estas 

condiciones, se sugirió que la velocidad de aparición de IKAch  refleja la velocidad de 

liberación de GDP unido a la proteína G. El ácido araquidónico y sus metabolitos, así 

como los bloqueadores de su metabolismo, modulan la velocidad de activación de IkAch  

(Scherer y Breitwieser, 1990): la velocidad de activación de lk..xch es aumentada por 

productos de la vía de la lipooxigenasa como el LTC4, mientras que productos de la vía de 

la ciclooxigenasa la disminuyen. 

Se ha sugerido que la activación de PLA2  es el resultado de la interacción con Gl3y 

, sin embargo, la interacción de a,-GTPyS con el canal (KA( ) también parece ser afectada 

por los metabolitos del ácido araquidónico, ya que el LTC4 aumenta la magnitud de la 

corriente estacionaria de IKAch activada por GTPyS. I,a capacidad de los metabolitos del 

ácido araquidónico para modular IKAch  después de la activación con GTPyS sugiere que 

los metabolitos no actúan a través de la vía clásica receptor-proteína G, ya que a,-GTPyS 

debe de estar desacoplada de todos los receptores en estas condiciones. Estos resultados 

fuertemente sugieren que los metabolitos del ácido araquidónico participan en la 

modulación de la interacción a;-KAci, (Scherer y Breitwieser 1990; Scherer e/ al, 1993). 

Con esta información se ha elaborado un esquema más o menos completo de la 

regulación de IK,,ch  mediada por proteína G. La FIGURA 4 muestra de manera resumida y 

esquemática las vías más importantes involucradas en dicho control. Sin embargo, aún 

existen múltiples interrogantes relacionadas fundamentalmente con los diversos ligandos 

que han mostrado tener algún tipo de efecto sobre IkAch. Aunque la participación de 

proteínas intermediarias no ha sido descartada, es posible que ocurran interacciones 

directas. 
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FIGURA 4. Regulación de lorh  .Mediada por Proteína 	Al unirse el ligando (acetilcolina) a su 

receptor especifico de membrana (nACItR). se activa la correspondiente proteína G: Gia-3. también 

llamada Gk  ó 6,,. mediante la unión de GTP. Al disociarse la proteína en subunidad a y complejo (3y. se  
activan los mecanismos de regulación de 	los cuales pueden ser: a) directo. por acción de la 

subunidad a: o b) indirecto. vía otra proteína G. por ejemplo Gq. a través de la estimulación de la 

fosfolipasa C (PLC) y la digliceridolipasa (DG lipasal. o por el complejo Py. a través de la estimulación de 
la fosfolipasa A2 (PLA2) con la generación del ácido araquidónico y sus metabolitos. 

EFECTOS DEL FACTOR ACTIV ADOR DE PLAWIETAS SOBRE LA 

A C 	VIDA D MlOCA RDI('A 

Propiedades Generales del l'actor Activador de Plaguen:s. 

El PAF (1-0-alkil-2-acetil-sn-glicero-3-fosforilcolina) cuya estructura se muestra 

en la FIGURA 5, es un compuesto lipidico involucrado en una gran variedad de procesos 

fisiológicos y fisiopatológicos de diversas enfermedades. 

Aunque su nombre deriva de su acción sobre las plaquetas, ahora se sabe que PAF 

tiene diversas acciones a muy diferentes niveles, por ejemplo: a) sistema inmune 

(activación de células inflamatorias como plaquetas, neutrótilos, monocitos, etc.); b) 

sistema vascular (hipotensión, aumento en la permeabilidad vascular); c) aparato 

reproductor (mediador de la implantanción del embrión, e iniciación del parto); d) 

metabolismo hepático (estimulador de la glucogenólisis); etc.  
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FIGURA 5. Estnictura del Factor Activador de Plaquetas. El PAF es un análogo de la fosfatidilcolina. 
muestra las propiedades estereoquímicas generales de un fosfolípido. Las características estructurales que 
determinan su efecto biológico incluyen: la presencia de un grupo acetilo en la posición 2, y de una colina 
esterificada en la posición 3. 

La producción de PAF ocurre en la mayoría de las células inflamatorias circulantes 

no linfoides: neutrófilos, monocitos, macrófagos, basófilos y eosinófilos (Benveniste, 

Henson, y Cochrane, 1972; Camussi, Aglietta, Coda, Bussolino, Piacibello y Tetta, 1981; 

Arnoux, Duval y Benveniste, 1980; Clark, Hanahan y Pinckard, 1980; Lee, Lenihan, 

Malone, Roddy y Wasserman, 1984; Triggiani, Schleimer, Tomioka, Hubbard y Chilton., 

1992). El PAF también se produce en las células endoteliales derivadas de la vasculatura 

de las arterias, venas y capilares de casi todas las especies, incluyendo la humana 

(Whatley, Zimmerman, Mclntyre y Prescott, 1988). Otras fuentes de producción incluyen: 

riñón (Blank, Snyder, Byers, Brooks y Muirhead, 1979), tejido nervioso (Goracci, 

Francescangeli, Dreyfus, Boila y Freysz, 1994; Kumar, Harvey, M. Kester, D.J. Hanahan y 

M.S. Olson et al, 1988; Marcheselli, Rossowska, Domingo, Braquet y Bazan Rossowska, 

M.-T. Domingo, P. Braquet, y N.G. Bazan, 1990), epitelio gastrointestinal (Sun y Hsueh, 

1988), v membrana amniótica (Ban, Billah, Truong y Johnston, 1986; Billah, Di Renzio, 

Ban, Truong, Hoffman, Anceschi, Bleasdale v Johnston, 1985). En muchos casos la fuente 

precisa de producción de PAF ha sido dificil de identificar debido a la mezcla de diferentes 

poblaciones celulares en un mismo tejido. 

Al igual que otros mediadores lipidicos, el PAF, no esta constitutivamente 

presente, sino que se sintetiza rápidamente en la membrana del retículo endoplásmico, por 

la estimulación apropiada de las células competentes. La síntesis de la molécula de PAF se 

lleva a cabo por dos vías alternativas: de remadelaje y de novo (FIGURA 6). 
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FIGURA 6. Biosíntesis del Factor Activador de Plaquetas. Vías de remodelaje (A) y de aovo (B). 

La vía de síntesis que se ha encontrado en la mayoría de los tipos celulares es la de 

remodelaje, y consiste en dos pasos enzimáticos: hidrólisis de ácidos grasos (catalizada 

por PLA2); y transacilación (transferencia de un ácido graso de glicerol-3-fosfocolina a un 

lisofosfolípido). El resultado de estas reacciones es la liberación del ácido araquidónico y 

la formación del precursor del PAF (Lyso-PAF), quién es activado mediante la 

esterificación de su grupo acetato por una acetiltransferasa. 

La otra forma de biosíntesis del PAF es por la vía de novo Esta ruta utiliza glicerol 

como precursor lipídico, el cual es convertido a glicerol-3-fosfocolina por una 

acetiltransferasa, y posteriormente convertido a PAF por una fosfotransferasa. Se ha 

propuesto que las reacciones de hipersensibilidad activan la vía de remodelaje, mientras 

que la vía de novo es el suministro de PAF endógeno en condiciones fisiológicas. 

La producción de PAF es un fenómeno precisamente regulado en conjunción con 

otros procesos inflamatorios, como síntesis de eicosanoides y expresión de proteínas de 

adhesión vascular. Estas asociaciones apoyan la noción de su papel corno mediador 

inflamatorio pluripotencial. La variable reguladora de la síntesis de PAF es el aumento 

transitorio en la concentración intracelular de Caz ' libre ([Caz. ]„ Whatley, Nelson, 

Zimmerman, Stevens, Parker, Mclntyre y Prescott, 1989; Whatley, Zimmerman, Mclntyre 

y Prescott, 1990). Este aumento se debe a la entrada de Caz ' desde el espacio extracelular 
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y/o a la liberación de Ca'' de los depOsitos intracelulares El mecanismo más aceptado 

para desencadenar este proceso es la union de un agonista a su receptor transmembranal 

(generalmente receptores de 7 segmentos transmembranales) que activan una o más 

proteínas G (Dohlman, Thorner, Caron y Letkowitz, 1991). Este incremento en [Ca`.  J; 

induce la translocación de la PLA2  del citosol a la membrana plasmática, en donde 

desencadena la vía de remodelaje. La biosíntesis de PAF es también regulada por proteínas 

cinasas 

El grado de liberación de PAF es altamente variable y depende de diversos factores 

(Elstad, Prescott, Mclntyre y Zimmerman, 1988; Sisson, Prescott, Mclntyre and 

Zimmerman, 1987; Arnoux el al, 1980; Clark el al, 1980) Por ejemplo, los monocitos lo 

secretan en una fracción importante (Elstad e/ al, 1988), mientras que las células 

endoteliales lo mantienen asociado a su superficie extracelular (McIntyre, Zimmerman, 

Satoh y Prescott, 1985). La presencia de PAF en la sangre y la capacidad de las células 

inflamatorias para secretario, sugiere un papel hormonal del PAF. Esto se apoya por la 

brevedad de su vida media en el plasma (segundos a minutos), y porque los efectos 

biológicos del PAF se inducen a concentraciones subnanomolares (Demopoulos, Pinckard 

y Hanahan, 1979).  

El PAF que permanece asociado a la célula juega un papel importante en la 

señalización intercelular. Por ejemplo, en las células endoteliales el PAF adherido a su 

superficie externa activa a las células inflamatorias atraídas por P-selectina. La P-selectina, 

que se expresa en la superficie celular concomitante a la formación de PAF, une a los 

leucocitos o monocitos, dando lugar a una zona restringida de activación leucocitaria 

(Lorant. Patel, McIntyre, McEver, Prescott y Zimmerman, 1991; Lorant, Topham, 

Whatley, McEver, McIntyre, Prescott y Zimmerman 1993; Zimmerman, Mclntyre, Mehra 

y Prescott, 1990a; Zimmerman, Prescott y Mclntyre 1992h) 

El mecanismo responsable del transporte del PAF hacia la membrana plasmática, 

no se conoce aún, pero se ha sugerido que el PAF utiliza mecanismos de transporte 

intracelular, como la fusión de membranas intracelulares con la membrana plasmática. La 

caracterización del o los mecanismo(s) involucrado(s) en el transporte del PAF se ve 

obscurecida por las cantidades relativamente pequeñas de PAF que se pueden obtener de 
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las fracciones subcelulares, y por la brevedad de la vida media de la molécula debida a la 

degradación intracelular.  

La degradación del PAF se cataliza por acetilhidrolasas específicas (PLA2 

independientes de Caz '), presentes tanto en el plasma como en el interior de muchas 

células (Stafforini, Prescott y Mclntyre, 1987b, Stafforini, Prescott, Zimmerman y 

Mclntyre, 1991). La forma plasmática se asocia con partículas lipoproteicas (Stattbrini, 

McIntyre, Carter y Prescott 1987a), mientras que la intracelular se forma de 3 

subunidades (Hattori, Arai y Inoue, 1993). Estas dos formas no son homólogas entre sí, ni 

con otras lipasas. El origen de la forma plasmática, aunque no totalmente definido, parece 

residir en macrófagos y hepatocitos, ya que en cultivo, estas células muestran la capacidad 

de sintetizar y secretar la enzima (Stafforini, Elstad, McIntyre, Zimmerman y Prescott, 

199Q Elstad el al, 1988; Tarbet, StatTorini, Elstad, Zimmerman, Mclntyre y Prescott, 

1991). No se conoce la vida inedia de esta enzima, pero es probable que tanto la velocidad 

de síntesis como de reciclamiento sean lentas. La actividad de la acetilhidrolasa en plasma 

se encuentra aumentada en algunas enfermedades, como en la hipertensión esencial y en la 

enfermedad cerebrovascular isquémica (Satoh, Imaizumi, Kawamura, Yoshida, Takamatsu 

y Mizuno, 1988; Satoh, Imaizumi, Kawamura, Yoshida, Takamatsu y Takamatsu, 1989). 

Llama la atención que ambas condiciones están asociadas con procesos en los cuales el 

PAF participa. Una vez que el PAF es degradado a Lyso-PAF (compuesto inactivo) y 

acetato, el Lyso-PAF puede ser reacilado con un ácido graso de cadena larga para formar 

el precursor del PAF.  

Los primeros indicios de la existencia de receptores de membrana para el PAF 

surgieron de estudios de unión ligando-receptor (binaling), que mostraron que las células 

sensibles al PAF poseen sitios de unión de elevada afinidad (<L- 1 x 10-9  M) sobre su 

superficie (Valone, Coles, Reinhold, y Goetzl, 1982; Valone, 1987). Sin embargo, aún no 

está claro si existen dos tipos de receptores con diferente afinidad, o sólo un receptor con 

diferentes afinidades (Hwang y Lam, 1991) La caracterización del receptor de PAF se 

inició con el descubrimiento de antagonistas específicos 

La reciente donación del receptor de PAF deja sin lugar a duda la existencia de 

éste (Honda, Nakamura, Miki, Minami, Watanabe, Seyama, Okado, Toh, Ro, Miyamoto, 
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Schimizu, 1991). La secuencia de su cDNA (7 segmentos transmeinbranales) indica que 

pertencece a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (Honda el al, 1991, 

Ye, Prossnitz, Zou y Cochrane, 1991;    Dohlman e, al, 1991). A pesar de las observaciones 

funcionales que sugieren la existencia de más de un receptor de PAF, sólo se ha podido 

identificar un gen. El producto de transcripción de este gen es sujeto a empalme 

alternativo en la región 5' no traducida, por lo que sólo afecta la región del promotor 

(Mutoh, Bito, Minami, Nakamura, Honda, lzumi, Nakata, Kurachi, Terano y Shimizu, 

1993). Este empalme alternativo es interesante y sugiere la complejidad de la expresión del 

receptor. 

Estudios con anticuerpos o análisis de mRNA han confirmado la presencia de este 

receptor en células sensibles a PAF (Shimizu, Honda, Nakamura, Bito y lzumi, 1992). La 

transfección de células insensibles al PAF, con el cDNA que codifica para el receptor del 

PAF, cambia su fenotipo hacia una célula sensible a PAF con elevaciones de Cae' 

intracelular y liberación del ácido araquidónico (Ye el al, 1991). 

Las respuestas celulares que ocurren como consecuencia de la unión del PAF a su 

receptor, incluyen aumento de [Ca21, activación de fosfolipasas, activación de proteína 

cinasas y las respectivas respuestas de activación (Shukla, 1992; Hwang, 1990; Bito, 

Nakamura, Honda, Izumi, lwatsubo, Seyama, Ogura, Kudo y Shimizu, 1992; Shimizu el 

al, 1992; Honda, Takano, Gotoh, Nishida, lto, y Schimizu, 1994). Al igual que otros 

miembros de esta clase de receptores, el receptor de PAF se desensibiliza por la 

prolongada exposición al agonista. 

Efecto Sobre la Contractilidad Miocárdica. 

Existen numerosos reportes que indican que el PAF modifica la actividad contráctil 

cardiaca en diversas especies, tanto in vitro, en corazones de cobayo montados en sistema 

Langendorff (Benveniste, Boullet, Brink y Labat, 1983; Levi, Burke, Guo, Hattori, 

Hoppens, McManus, Hanahan, y Pinckard, 1984; Saeki, Masugi, Ogihara, Otsuka, 

Kumahara, Watanabe, Tamura, Akashi y Kumagai, 1985) y de rata (Piper y Stewart, 

1986a, Piper y Stewart 1986h), como ni vivo, en perro (Kenzora, Perez, Bergmann y 

Lange, 1984; Sybertz, Watkins, Baum, Pula y Rivelli, 1985), cerdo (Feuerstein, Boyd y 
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Goldstein, 1984; Ezra, Laurindo, Czaja, Snyder, Goldstein y Feuerstein, 1987; Laurindo, 

Goldstein, Davenport, Ezra y Feuerstein, 1989) y conejo (Montrucchio, Alloatti, Mariano, 

Meda, Tetta, Emanuelli y Camussi, 1987). En estas preparaciones el PAF invariablemente 

ejerce un efecto inotrópico negativo, sin embargo, a la fecha ha sido dificil establecer el o 

los mecanismo(s) involucrado(s) 

La administración sistémica de PAF a dosis que causan una profunda hipotensión 

está asociada a una depresión del gasto cardiaco, el cual a su vez se origina por 

disminución tanto en la frecuencia cardiaca, corno en el desarrollo de tensión ventricular 

izquierda (Alloatti, Montrucchio, Mariano, Tetta, De Paulis, Morea, Emanuelli, y 

Camussi, 1986; Montrucchio el al, 1987; Feuerstein y Siren, 1988). La disfunción 

cardiaca inducida por PAF (o por sus intermediarios, como el LTC4) parece ser 

multicausal, siendo el resultado de la dramática caída de la presión sanguínea, de la 

reducción en el flujo coronario (Jackson, Schurnaker, Kunkel, Driscoll y Lucchesi, 1986) 

y/o del efecto inotrópico y cronotrópico negativos. Sin embargo, hay reportes de 

experimentos realizados en corazones aislados que sugieren que aunque el PAF puede 

tener un efecto inotrópico negativo, las dosis a las que el PAF reduce la contractilidad 

invariablemente inducen disminución del flujo coronario (Stahl y Lefer, 1987a; Stahl, 

Lefer y Lefer 19871,). Sólo a concentraciones más altas se observa disminución en la 

contractilidad. No obstante, otros trabajos realizados en corazones perfundidos con flujo 

constante, indican que el PAF disminuye la contractilidad ventricular izquierda (Levi e, al, 

1984; Piper y Stewart, 1986a, 19861,, 1987, Stahl y Lefer, 1987a; Stahl el al, 1987; Felix, 

Baumann, Ahmad, Hasheini, Niemczyk y Berdel, 1990) Estas observaciones sugieren que 

es improbable que el efecto inotrópico negativo sea secundario a cambios en la circulación 

coronaria. Así mismo, estos hallazgos son consistentes con un efecto inotrópico negativo 

ejercido directamente por el PAF. Sin embargo, el mantenimiento global del flujo 

coronario puede enmascarar la presencia de isquemia local que daría lugar a disfunción en 

la contractilidad aún en condiciones de flujo constante. 

Con el fin de evitar la influencia del flujo coronario sobre la contractilidad 

miocárdica, se ha estudiado el efecto del PAF mediante la técnica de perfusión en tejido 

aislado. En músculo papilar de cobayo. PAF (0 1nM) produjo una respuesta bifásica con 
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un efecto inicial inotrópico positivo seguido de uno negativo (Cantussi, Alloatti, 

Montrucchio, Meda, y Emanuelli, 1984) Por otro lado, se han observado cambios 

bifásicos en la duración del potencial de acción con la misma concentración de PAF. Estas 

observaciones sugieren la participación del canal de Caz ' tipo L. Sin embargo, sólo la fase 

inotrópica negativa se suprimió con el LISO de bloqueadores del canal de Cae ' (verapamil, 

Camussi et al, 1984; Alloatti, Montrucchio, Mariano, Tetta, Emanuelli y Camussi, 1987).  

Este resultado es dificil de interpretar, ya que los antagonistas del canal de Caz ' 

aparentemente se unen también a los sitios de unión para PAF con una alta afinidad 

(Wade, Lunt, Lad, Tutlin y McCullagh, 1986, Filep y Foldes-Filep, 1990),  

Estudios posteriores sobre las acciones inotrópicas del PAF, en músculo papilar, 

indican que el PAF (10-100 pM) tiene efecto inotrópico positivo, mientras a 

concentraciones más altas (1-100 nM) tiene efecto inotrópico negativo (Tamargo, 

Tejerina, Delgado y Barrigon, 1985). Robertson, Wang, Lee y Levi (1988) reportaron que 

el PAF (1-1000 nM) induce efectos inotrópicos negativos, acortando la duración del 

potencial de acción y reduciendo los niveles de Na' intracelular. Estos autores sugieren 

que el intercambiador Na'/Ca2 ' puede reducir los niveles de Caz ', como resultado de la 

entrada de Na .  en respuesta a la disminución del Na' intracelular. Respuestas similares se 

han reportado en estudios hechos con PAF en preparaciones de aurícula de cobayo, con 

una respuesta inotrópica positiva con concentraciones de PAF menores a 1 nM, y efectos 

inotrópicos negativos a concentraciones mayores (Diez, Delpon y Tamargo, 1990). En 

este estudio, el verapamil bloqueó el efecto inotrópico positivo, pero no alteró la 

configuración del potencial de acción Además, el PAF aumentó la captura de Ca' solo a 

bajas concentraciones. Por otro lado, Diez el al, descartan la participación del 

intercambiador Na'/Ca2 , o del canal de Ca2 *, ya que no observaron disminución en la 

captura de Cae ' con concentraciones altas de PAF.  

Otros estudios sobre los efectos de PAF en aurícula han aportado resultados 

también contradictorios. El PAF (10 pM a 10 vt[51) redujo la contractilidad de la aurícula 

izquierda (aislada) (Levi e, al, 1984). mientras que a concentraciones entre 0. 1 y 100 IN 

no tuvo efectos significativos sobre la contractilidad (Kamitani, Katamoto, Tatsumi, 

Katsuta. Ono, Kikuchi y Kumada, 1984) En aurícula de rata, el PAF aumentó la 
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contractilidad sin evidencias de un efecto depresor (Cervoni, Herzlinger, Lai y Tanikella, 

1983, Kainitani el al, 1984) 

También se han estudiado las acciones del PAF en tejido cardiaco humano. A 

concentraciones entre 100 pM y 1 1.1M, el PAF provocó respuestas bifásicas en músculo 

papilar (fragmentos) aumento inicial de la contractilidad que fue bloqueada por 

propanolol, seguido de un efecto inotrópico negativo que fue parcialmente inhibido con 

indometacina (Alloatti el al, 1986). En el mismo rango de concentración, PAF provocó 

solo respuesta inotrópica negativa en músculo auricular (Robertson, Genovese y Levi, 

1987). Esta respuesta no se modificó por el uso de indometacina (inhibidor de la enzima 

ciclooxigenasa) o FPL 55712 (antagonista del receptor a leucotrienos), pero fue 

bloqueada por antagonistas del PAF.  

Los estudios hechos en tejidos aislados apoyan el papel del PAF como agente 

inotrópico negativo, al menos a concentraciones por arriba de 1 nM. La liberación local de 

PAF durante el shock endotóxico, la anafilaxia cardiaca, o durante la isquemia pueden 

producir tales concentraciones (Levi el al, 1984, Terashita, finura, Nishikawa, y Sumida, 

1985, Koltai, Lepran, Szekeres, Viossat, Chabrier y Braquet, 1986, Montrucchio, Alloatti, 

Testa, De Luca, Saunders, Emmanuelli y Camussi, 1989; Burti, fslagni, Rossoni, De 

Angelis y Galli, 1990; Janero y Burghardt, 1990) 

La naturaleza exacta de las vías que regulan los efectos del PAF se desconoce. En 

tejidos diferentes al músculo cardiaco, se ha reportado que los receptores al PAF están 

acoplados a proteínas G. Se ha sugerido que mediante dichas proteínas, el PAF puede 

inducir aumento en la actividad de la enzima adenilato ciclasa (Gorman, Morton, Hopkins 

y Lin, 1983) o inhibición de la misma (Haslam y Vanderwel, 1982; Avdonin, Svitina- 

Ulitina, y Kulikov, 1985; Grigorian y Ryan, 1987). Por otra parte, se ha reportado que el 

PAF puede estimular también a la proteína cinasa C (Sugatani y Hanahan, 1986; 

O'Flaherty y Nishihara, 1987; Gay y Stitt, 1988a, 1988/)) Se sabe además, que el PAF 

participa en la regulación de la síntesis de eicosanoides, específicamente inducción de la 

liberación de tromboxanos, mediante la activación de la enzimas PLA2  y ciclooxigenasa 

(Kawaguchi y Yasuda, 1986a y 1986b, Levine, 1988; Nakashima, Suganuma, Sato, 

Tohmatsu y Nozawa, 1989). Por otra parte, se ha observado que una gran variedad de 
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metabolitos secundarios al ácido araquidónico, especialmente los leucotrienos, son 

capaces de inducir liberación del PAF 	Bryant y Siegel, 1985). Evidentemente 

numerosas vías que culminan con la producción de PAF o que son activadas por el PAF, 

se acoplan al metabolismo lipídico celular.  

Levi e! al, (1984) señalaron las similitudes entre los efectos del PAF y algunas de 

las respuestas presentes en las reacciones anatilácticas agudas. En el mismo estudio, estos 

autores demostraron que durante la sensibilización con un antígeno ocurría liberación de 

PAF en cantidades biológicamente activas. Este hallazgo fue confirmado posteriormente 

(Stewart and Piper, 1988), al demostrarse que varios antagonistas del receptor del PAF 

fueron capaces de inhibir tanto la vasoconstricción coronaria, como la distiinción de la 

contractilidad cardiaca que acompañan la respuesta anafiláctica (Koltai el al, 1986; Piper y 

Stewart 1986a). A pesar de que existen varias evidencias experimentales que sugieren un 

importante papel de los productos de la ciclooxigenasa en la anafilaxia, el hecho de que los 

antagonistas del receptor de PAF no modifican la liberación de TXB2 o 6-oxo-PGF la 

inducida por antígenos, indican que el PAF puede tener un papel independiente en la 

anafilaxia cardiaca ( Vargatlig y Braquet, 1987).  

40 



11oe/01k11 	 ,h).1efithl /? 11110% 

1-11POTESIS 

En corazón, el PAF induce efectos cronotrópico e inotrópico negativos, sin 

embargo su mecanismo de acción no se ha establecido de manera definitiva. Las hipótesis 

que se probaron en esta tesis fueron las siguientes: 

a) El efecto del PAF sobre el miocardio auricular se lleva a cabo mediante 

activación del canal de K' sensible a acefilcolina (1K,A0), lo cual reduce la 

excitabilidad celular debido a un aumento en el potencien treinsmembranal. 

19 La activación de Luc', es dependiente del metabolismo del ácido araquidónico. 

Para probar estas hipótesis se evaluó el efecto del PAF en la velocidad de 

activación de IKAch  bajo diferentes condiciones experimentales. Para tal fin se utilizaron 

como modelo experimental miocitos auriculares aislados de corazón de rana Cateshiana, 

en donde se registró IKAch  mediante el uso de la técnica de patch clamp. 
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Identificar y caracterizar el(los) mecanismo(s) mediante el(los) cual(es) el PAF 

induce sus efectos sobre las propiedades eléctricas de los miocitos auriculares. 

Esr E('IM: aS 

a) Identificar la existencia y naturaleza del receptor membrana! al que se une el 

PAF.  

b) Definir la vía metabólica principalmente involucrada en el control inducido por 

el PAF. 

c) Caracterizar cualitativamente al efector responsable de la modulación cardiaca 

inducida por el PAF.  

Para el logro de estos objetivos se intentó responder a las siguientes preguntas: 

I. ¿La activación del receptor de PAF modula canales' fónicos en células auriculares?. 

a) ¿El PAF contribuye a la activación de lo( • h?. 

h) ¿Las acciones del PAF sobre las corrientes de K' son mediados por receptores 

de PAF?. 

2. ¿Cuáles son las vías involucradas en la acción del PAF en las células auriculares?. 

a) ¿Los acciones de 	son reguladas por proteinas 

19 ¿La activación del receptor de PAF induce un incremento en la liberación de 

metaholitos del ácido araquidónico?. 

c) ¿Existen efectos directos del PAF independientes de los metabolitos del ácido 

araquidónico?. 
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MATERIAL Y METODOS 

Para probar las hipótesis planteadas se utilizó como modelo experimental miocitos 

aislados de miocardio auricular de rana l'ates/nana Aunque la extrapolación a mamífero 

se tiene que hacer con mucha cautela, esta preparación se seleccionó debido a que el tejido 

cardiaco de rana se caracteriza por no presentar endotelio (Sommer y Johnson, 1969), 

fuente endógena de cantidades significativas de PAF. Como uno de los objetivos fue 

evaluar los efectos del PAF sobre l k \ch  a diferentes concentraciones, la presencia de 

fuentes endógenas de este ligando harían poco factible la experimentación en este sentido. 

Asimismo, se ha sugerido que las células endoteliales, además de generar y retener 

intracelularmente el PAF, poseen receptores al mismo (Hwang, 1990). Esta propiedad 

dificultaría la posibilidad de interpretar y cuantificar la estimulación de receptores 

localizados fuera del tejido de interés. Para la realización de esta tesis se utilizaron 

aproximadamente 200 ranas. 

DLS'0( 7,1( 	DE /11/0C/TOS 

Los miocitos auriculares de Rana Calesbiana se aislaron por digestión enzimática, 

mediante el método utilizado por Scherer y Breitwieser (1990), el cual se describe 

brevemente a continuación. Los animales fueron sacrificados mediante dislocación 

cervical. Rápidamente se extrajo el corazón e inmediatamente se depositó en una solución 

HEPES-Ringer. Posteriormente se montó en un sistema de perfusión para órgano aislado 

y se perfundió con solución Ringer sin Ca'. Después de 5-10 minutos, se inició la 

perfusión de la solución para la disociación enzimática, recirculándola durante 60 minutos. 

Al término de esta fase se separaron las aurículas de la región ventricular y se colocaron 

en solución libre de enzimas. Después de lavarse por algunos minutos, se obtuvieron 

miocitos aislados mediante suave agitación mecánica. Se tomaron alícuotas del 

sobrenadante (células disociadas) a los 15, 30 y 45 minutos, mismas que se diluyeron al 

doble con solución de almacenamiento y se mantuvieron bajo agitación continua, con el fin 

de evitar la adhesión celular. De esta manera, los miocitos se almacenaron hasta su 
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utilización. Todo el procedimiento se llevó a cabo a temperatura ambiente (22 - 24°C) y 

con soluciones saturadas de oxígeno.  

REGISTRO DE LAS CORRIENTES DE MEMBRANA. 

Para registrar las corrientes de membrana se utilizó la técnica de fijación de voltaje 

patch clamp, en su configuración de whole ce!! (FIGURA 7, Hamill el al, 1981) Todos 

los experimentos se llevaron a cabo dentro de las primeras 7 horas después de la 

disociación y a temperatura ambiente.  

Solución de 

Pipeta (mM) 

Aspartat0-1: 80 
KCI 30 
K•IIEPES 5 
K-EGTA 
51g-ATP 5 
(iT1') 125 

0.05 
pll 7 4 

Solución del 

Bailo (mM) 

NaCI 90 
KCI 2 5 
NI5C12 5 

CaCI 2 2.5 
CdCl 2 0.5 
Na•IIEPES 20 

0.0005 
pH 74 

FIGURA 7. Condiciones Experimentales para el Registro de IKAch. I KA, 1, se registró con la técnica de 

patch clamp en su configuración u ho/e cell. En los recuadros se describe la composición de las soluciones 

de registro. Se ilustra también un diagrama simplificado de la configuración electrónica de registro. 

Las pipetas de registro se fabricaron con capilares de vidrio de borosilicato, de 

sección transversal cuadrada de l mm de diámetro externo (Glass Co. of America, 

Millville, NJ.), y mediante el uso de un estirador de pipetas horizontal programable (Sutter 

Instruments Co., San Rafael, CA ) Una vez llenas las pipetas con la solución de registro 

tuvieron una resistencia promedio de 3 MO. Para conectar al amplificador tanto la 

solución de la pipeta como la del baño se utilizaron pastillas de Ag/AgCl. Los miocitos 
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auriculares se colocaron en una cámara experimental de 1 ml de volumen, en donde 

después de 5-10 minutos, la mayoría de los miocitos se adhirieron al fondo. La tbrinación 

del sello eléctrico entre la punta de la pipeta y la membrana celular, se monitoreó mediante 

el uso de un pulso breve de voltaje de I O mV de amplitud. Su calidad se evaluó mediante 

la cuantificación de la amplitud de corriente a través del sello, e interpretada como 

inversamente proporcional a la resistencia del mismo. Una vez obtenido el sello de alta 

resistencia (3 a 5 GO), y habiendo cancelado manualmente la capacidad de la pipeta, la 

célula se levantó y se colocó frente a la salida de un tubo de polietileno de 2 mm de 

diámetro interno (aproximadamente a 500 lim), a través del cual se perfundieron 

continuamente (1 ml/min) diferentes soluciones experimentales. Para obtener la 

configuración de célula entera, se rompió el parche de membrana debajo de la punta de la 

pipeta mediante la aplicación de un pulso muy breve de presión negativa. La ruptura de la 

membrana se identificó como el momento en el que tanto la amplitud como el tiempo de 

relajación de la corriente transitoria capacitativa al principio y al final del pulso de voltaje, 

crecieron súbitamente. Las corrientes de membrana se registraron con un amplificador de 

palch clamp (EPC-7, List, Darmstadt-Eberstadt, Alemania; FIGURA 8) 

Con %erlidor A-1)1)-A 

(11-1 DMA. Labinaster) 

Jaula de Farada; 

o 

tiflt11111880- 

Videograbadora 

-411=P  =:=  

Digitalitador 

de imagen 

Osciloscol io 

Ampli 'icador 

PC 

(A l 386, 33 M1,7 ) 
ti 

4 

Vin 
Poligrah 

klen Neninalita 
Microtopio 

Invertido 

Mict ',manipulador 

FIGURA 8. lnsn•urnenracrdn para el Regi.stro de !k p.h . Diagrama de la estación de registro de IKA,1, 
mediante la técnica de patch clamp. 
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Debido a la necesidad de monitorear el curso temporal de la activación de la 

corriente a partir del instante de penetracion a la célula, no fue posible compensar ni la 

capacitancia de la célula ni la resistencia de entrada. Con base en la amplitud promedio de 

las corrientes registradas y en la resistencia de entrada medida al final del experimento, la 

caída del potencial no compensado se estimó entre 2-3 mV. Las corrientes se digitalizaron 

a una frecuencia de 1 kHz mediante el uso de un convertidor analógico/digital, 

digital/analógico de 12 bits (TL- I DMA Labmaster, Axon Instruments, Foster City, CA; 

FIGURA 8). La señal de corriente se filtró a 2 kHz, se envió a un polígrafo para su 

análisis en línea y se almacenó tanto en videograbadora como en una computadora 

personal (Dell-386, 33 MHz; FIGURA 8) para su posterior análisis. Los parámetros de 

estimulación y adquisición de señales se definieron con programas disponibles 

comercialmente (pClamp V5.0, Axon Instruments), los cuales fueron controlados con la 

misma computadora. Excepto en pocos casos, el registro de 	se realizó mediante el 

uso de un protocolo de doble pulso, a partir de un potencial de mantenimiento de -85 mV, 

y que se aplicó con una frecuencia de 0.8 Hz (FIGURA 9). 

-5 tnV 

     

FIGURA 9. Protocolo de Voltaje Utilizado 
para el Registro de Ik4ch. El protocolo 
consistió en la aplicación de un primer pulso 
a -125 mV durante 250 ms. a partir de un 
potencial de mantenimiento de -85 mV. 
Después de regresar el potencial a -85 mV 
durante otros 250 ms. se aplicó un segundo 
pulso a -5 mV durante 250 ms. 

     

-85 
-125 

     

     

     

  

250 tns 

   

Con el fin de evitar variaciones en la amplitud de Ik, kch  debido a diferencias en el 

tamaño celular, se midió la densidad de corriente una vez normalizada por el área total de 

sarcolema. La cuantificación de la membrana celular se obtuvo midiendo la capacidad 

eléctrica membrana' a partir del registro de la corriente capacitativa (l e; FIGURA 10). 
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FIGURA 10, Lividnación (kl Arca Toial de 

Alembrano. El área total de sarcolema se 
calculó a partir de la medición de la 
capacidad eléctrica de la membrana celular. 
Para ello se utilizó un pulso de 5 mV durante 
30 ms corno se muestra en la parte superior 
de la Figura. La capacidad de la membrana 
se midió integrando (área sombreada) la 
corriente capacitativa resultante. 

-80 itiV 

-85 mV 

    

    

 

    

1,, = 	dv/dt 

Q =fi, dt 

500 pA 

Iras 

se registró con un pulso despolarizante de 5 mV, a partir de un potencial de 

mantenimiento de -85 mV, de tal forma que el componente iónico de esta corriente fue 

muy pequeño. Con base en que la capacidad membrana' es proporcional al área celular, y 

en consideración de la constante I )IF/cm2  cuantificamos indirectamente el área del 

sarcolema, la cual tuvo un valor promedio de 115 ± 35 pF.  

SOLUCIONES EXPERIMENTALES 

Las soluciones utilizadas para el aislamiento de los miocitos tuvieron la 

composición que se muestra en la tabla de soluciones (TABLA 1; concentraciones en 

mM). Todas las soluciones se ajustaron a pH = 7.4, equilibradas con tina mezcla gaseosa 

de 02  95°/0-0O2  5% y a temperatura ambiente. 

Las soluciones madre de PAF fueron preparadas diariamente tomando una alícuota 

de 25-50 tl del envase original (2 mg/ml de cloroformo, Sigma Chemical Co., St. Louis. 

MO). El cloroformo se evaporó de esta alícuota con N2. Después de 20 minutos el PAF se 

reconstituyó mediante sonicación (10 min), en 100-200 vil de la solución del baño, para 

obtener una concentración de I mM. En algunas ocasiones la solución de PAF se preparó 

en dimetilsulfóxido, sin observar diferencias significativas en los resultados. La 

concentración final de PAF se obtuvo diluyendo la solución madre en la solución del baño 

a la concentración deseada. EL Lyso-PAF (Sigma Chemical Co. St., Louis. MO), se 

disolvió en una solución de cloroformo y metanol (relación 95:5), la solución madre se 

preparó como se describió para la solución de PAF. El ácido eicosatetrainoico (ETYA, 
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Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI), el ácido araquidónico (Calbiochem Corp., La 

Jolla, CA) y el CV-3988 (Himno] Research Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA) se 

disolvieron en etanol (concentración final de etanol O 1-0 5%) y se llevaron a la 

concentración deseada con la solución del baño .  

El GTPyS (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN), acetilcolina, Mg-ATP, 

GTP, TTX, y CdC12  (Sigma Chemical Co.), el resto de las sales fueron grado reactivo, 

excepto el HEPES, que fue grado Utrol (Calbiochem).  

TABLA 1 

COMPOSICION SOL UCION 
Ringer Ringer 

Si,? Ca' 
Disocia- 

 Clon 
Almacena- 

miento, 
Registro 

k ich-Baito 
Pipeta 

NaCI 90 88.4 88.4 88.4 90 - 
K-aspartato - - - - - 80 
KCI 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 30 

MgCl2 5 1.8 1.8 1.8 5 _ 

CaCl2 2.5  - 0.9- 2.5 
CdCl2 - - - .. 0.5 : 

- K- EGTA - - - 1 
Na-IIEPES 20 - - - 20 - 
K-HEPES - - - - 5 

NaHCO, - 23.8 23.8 23.8 - - 
NaH2PO4  - 0.6 0.6 0.6 - - 
Na-Pirtwato - 2.5 2.5 2.5 - - 
Glucosa - - - 5 - 
MgATP - - - - - 5 
Li-GTPyS • - - - - 1.25 

GIP - - - - - 0,05 

Albúmina (sin ácidos 
grasos) 

- Iing/m1 Iing/m1 ling/m1 - - 

MEM (vitaminas y 
aminoácidos esenciales) 

1 111/m1 1 (lI/ml 1 µI/ml 

'fetrodotoxina - - - - 0.005 - 
Creatina - - 5 - - - 
Penicilina - - 50 U/iiil 50 U/ntl - 
Estreptomicina - 50 pg/ml 50 pg/m1 
Tripsina (bovino) - 10 mg - ' - 
Colagenasa 13 
(( Yostridium 
hi.stokiicum) 

(r1) 	Ing 

Las concentraciones se expresan en mM. El pH de todas las soluciones fue de 7.4. y se 
equilibraron con una mezcla gaseosa de 02 95% / CO2  5% a temperatura ambiente (22-24°C). 
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ANA LISIS /)E LOS DATOS 

Para el análisis se seleccionaron los experimentos con base en la viabilidad celular 

y su estabilidad en el curso del experimento, sin considerar el tamaño celular ni la 

resistencia de la pipeta. Para expresar los resultados, se usó la respuesta a la adición de I 

jiM de acetilcolina al final de cada experimento como criterio de normalización. Los 

resultados se expresaron como promedios ± error estandar, La significancia estadística se 

determinó mediante el uso de la prueba t de Muleta 

Cálculo de la l'elocidad de Activación. 

Para estudiar los posibles efectos de las sustancias exploradas sobre cada uno de 

los componentes de la cascada de activación, se evaluó la cinética de activación de IKAn„ 

la cual permite evaluar directamente el estado funcional de la proteína Gk  (Breitwieser y 

Szabo, 1988). La característica clave de este método es el uso de concentraciones altas de 

análogos no hidrolizables de GTP con relación a las concentraciones de GTP (GTPy 

S/GTP 25:1), lo cual resulta en la activación irreversible de cada molécula de proteína Gk 

al liberar su GDP unido. Este proceso se refleja directamente en la aparición de IK 	En 

estas condiciones es posible que la velocidad de activación de IKAch corresponda a la 

velocidad de activación de la proteína Gk (independiente del receptor), es decir, a la 

velocidad de recambio o liberación de GDP. 

A partir del momento de ruptura de la membrana bajo el sello, las corrientes de 

membrana se monitorearon continuamente a -5 mV (FIGURA 9). En presencia de 

análogos no hidrolizables de GTP, se observó un aumento lineal lento en la corriente 

saliente, lo cual usualmente sucedió dentro del primer minuto después de la perforación de 

la célula El tiempo requerido para alcanzar la activación completa de IKAci, dependió de la 

relación GTPyS/GTP utilizada, y varió entre 3 y 15 minutos en ausencia de acetilcolina .  

En la mayoría de los experimentos, el aumento de la corriente se monitoreó por lo menos 

durante 3 minutos antes de perfundir acetilcolina a dosis de saturación (1 1.1.M), con el fin 

de obtener la máxima activación de lk \ch  

La velocidad de activación de IkAch inducida por GTPyS se obtuvo mediante 

regresión lineal del valor máximo de la corriente saliente medida a diferentes tiempos. La 
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velocidad de activación de la corriente (medida en pA/min) se normalizó en función a la 

corriente estacionaria (medida en pA) inducida por acetilcolina, por lo que el resultado se 

expresó en min-I  
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RESULTADOS 

/DEN/Ir/CA 'ION I)/: / K  

Para llevar a cabo los objetivos de esta tesis, fue necesario primero registrar IKAch 

en miocitos aislados enzimáticamente de aurícula de rana, e identificarla como diferente 

del resto de las corrientes rectificadoras entrantes de K.' Para ello se utilizó la técnica de 

fijación de voltaje paich clamp, en su configuración de whole cell. Las corrientes de 

membrana se registraron mediante el empleo del protocolo de voltaje ilustrado 

previamente en la FIGURA 9, el cual consistió en la aplicación de un pulso 

hiperpolarizante a -125 mV, durante 250 ms, a partir de un potencial de mantenimiento -

85 mV. El valor de potencial de mantenimiento se fijó en ese valor ya que corresponde al 

potencial de reposo observado normalmente en miocitos miocárdicos de aurícula de rana. 

Después de regresar el potencial al valor de mantenimiento durante 250 ms, se aplicó un 

pulso despolarizante a -5 mV también durante 250 ms. 

acetilcolina 

O pA 
control 

control 

acetilcolina 
	

200 pA 

100 ms 

FIGURA I I Identificación de k ich . El registro de las corrientes de membrana se realizó con la 

técnica de patch clamp, en su configuración de whok cell, y se obtuvieron con el protocolo de 
voltaje ilustrado en la FIGURA 9. La linea punteada indica el nivel de corriente cero, 
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En la FIGURA 11 se muestra un resultado representativo de estos experimentos. 

En condiciones control (soluciones "Registro Ikich-llof)o-  y "Pipeta'', ver sección de 

Material y Métodos) se observa una corriente con un curso temporal estacionario, 

denotando de esta manera su independencia del tiempo (FIGURA 11, trazo control) 

Como característica fundamental, ésta corriente desplegó una mayor amplitud a -125 mV 

que a -5 mV Con base en las condiciones experimentales utilizadas (composición iónica 

de las soluciones y potencial de membrana), se concluyó que la naturaleza de esta 

corriente correspondió a la corriente de K .  conocida como corriente de fondo, o 

(Cleeman, 1981; Hume y Giles, 1983). La adición de 1 tM de acetilcolina indujo un 

aumento en la amplitud de la corriente tanto en dirección entrante como saliente 

(FIGURA II, trazo acetilcolina). Durante el pulso hiperpolarizante a -125 mV y al 

terminar el artefacto capacitativo (espiga inicial de corriente), la corriente mostró un 

pequeño incremento en su amplitud, para alcanzar un valor estacionario después de varias 

decenas de milisegundos. Es decir, a diferencia de 	la corriente inducida por 

acetilcolina mostró ser ligeramente dependiente de tiempo en este potencial de membrana 

(lijima, lrisawa y Kameyama, 1985; Simmons y Hartzell, 1987). Los efectos de la 

acetilcolina fueron totalmente reversibles al ser removida de la solución del baño. 

Con el fin de identificar la naturaleza de la corriente registrada antes y después de 

la adición de acetilcolina, se exploró su relación corriente-voltaje. Para tal fin se midió la 

corriente de membrana al final de un pulso de 250 ms, a diferentes potenciales y a partir de 

un potencial de mantenimiento de -85 mV (FIGURA 12; abajo a la izquierda). La 

FIGURA 12 ilustra el resultado de uno de éstos experimentos. Los resultados indican que 

la corriente registrada en condiciones control (círculos blancos) despliega una rectificación 

entrante clara, la cual se manifiesta por una corriente entrante de significativamente mayor 

amplitud que la registrada en sentido saliente. Por otra parte, ésta corriente exhibe un 

potencial de inversión (E,p) de -84 mV, el cual es muy cercano al valor calculado por la 

ecuación de Nernst (Ek  = -95 mV), lo que indica que se trata de una corriente 

fundamentalmente acarreada por K' Adicionalmente. se  puede observar que entre -85 y 

-45 mV esta corriente muestra una doble rectificación (a potenciales menos negativos la 

amplitud de la corriente disminuye), la cual se evidencia por una "joroba" de corriente 
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saliente. Tomados en conjunto, éstos datos apoyan la suposición de que en condiciones 

control y con el protocolo de pulsos utilizado, la corriente registrada corresponde a IK I . La 

adición de acetilcolina ( I 1.1M) causó un aumento significativo de la amplitud de la 

corriente tanto en sentido saliente como entrante, con ligero predominio de la porción 

saliente. La corriente inducida por acetilcolina también muestra propiedades de 

rectificación entrante, aunque de menor intensidad (obsérvese la amplitud de la corriente 

saliente). El hecho de que después de la adición de acetilcolina el potencial de inversión 

permaneció sin cambios aparentes, confirma que el K.  es la especie jónica responsable de 

ambas corrientes. Por lo tanto, con base en las anteriores características la corriente 

registrada en condiciones control corresponde a L. y posterior a la adición de acetilcolina 

se observa LAch. 

FIGURA 12. Relación Corriente-Voltaje de IKAch . La corriente de membrana se midió con el 
protocolo de pulsos ilustrado en la parte inferior izquierda. La amplitud de la corriente se midió al 
final del pulso (250 ins). Los círculos blancos representan el valor de la amplitud de la corriente en 

condiciones control. mientras que los círculos negros. después de agregar acetilcolina ( I pM) a la 

solución del baño. 
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La corriente inducida por acetilcolina muestra propiedades distintas de las 

mostradas por 1Ki Con el fin de investigar el proceso de activación de IK.scii se evaluó el 

curso temporal del efecto del agonista sobre la amplitud de la corriente estacionaria. Los 

resultados de tal análisis se muestran en el panel A de la FIGURA 13 ,  

control 
0.29 min 

40 

20 

o 
C. 

0.0 	0.5 	l.0 	1.5 

FIGURA 13. 1i:4(w/dad de Aelivación de 

IK .1 ,7 , Mediada por (;11' .S. A. Amplitud de 

3 	Un, inducida por GTPyS (1) y por 

acetilcolina (2). medida al final del pulso (-

5 mV) y graficada en función al tiempo. B. 
Los datos mostrados en el segmento I del 

panel A se muestran con una base de tiempo 

expandida, ajustados con una función lineal. 

cuya pendiente normalizada nos da el valor 
de la velocidad de activación de la corriente 

(Ver sección de Material y Métodos). 

Tiempo (min) 

El panel A de la FIGURA 13 muestra la amplitud de la corriente registrada al final 

de un pulso despolarizante a -5mV, graficada en función al tiempo a partir del momento 

de la ruptura del parche de membrana (tiempo cero). Cuando se agrega GTPyS (análogo 

no hidrolizables del GTP) a la solución intracelular, es posible observar que la corriente de 

K' sensible a acetilcolina se activa en forma independiente de la activación del receptor 
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(Breitwieser y Szabo, 1985 y 1988). Tal comportamiento se debe a que la proteína G 

responsable de la activación de 1K.. kch  se estimula además de permanentemente, en forma 

independiente de la activación del receptor membrana! (muscarínico). Puesto que en 

nuestras condiciones experimentales la solución de la pipeta contuvo GTPyS (1 25 

mM/0.05 mM GTP), IKAci, comenzó a activarse de manera independiente de la activación 

del receptor, aproximadamente 30 segundos después de establecer la configuración de 

whole ce!!. Esto se observa como un incremento en el valor de los puntos de la región 

marcada con el número 1 del panel A de la FIGURA 13. Tal fenómeno confirma la 

suposición de que conforme el GTPyS difunde hacia el interior celular los mecanismos de 

activación de la corriente dependientes de proteína G se estimulan. Después de 

aproximadamente 1.2 min, se perfundió 1 1.1M de acetilcolina en la solución del baño, lo 

cual indujo un ulterior y súbito incremento en la amplitud de IK:Ich de aproximadamente 5 

veces. A este aumento en la amplitud le siguió un decaimiento hasta un valor estacionario 

(IKAchss), el cual correspondió a un valor de aproximadamente un 75% del máximo (pico) 

observado. Como se observa en la figura, este decaimiento siguió un curso temporal de 

tipo exponencial que se interpretó como desensibilización del receptor La velocidad de 

activación de Un, inducida por GTPyS se calculó a parir de la pendiente de la recta 

ajustada a la región con amplitud creciente de la corriente (pA/min) normalizada al valor 

de la corriente medida en el estado estacionario (pA) después de la adición de acetilcolina 

(panel B, FIGURA 13; en donde para fines de claridad los datos de la región 1 del panel A 

de la misma figura, se graficaron en una escala de tiempo mayor). El valor obtenido en 

este experimento control de 0.29 min.', fue similar a los reportados previamente para 

condiciones experimentales similares (Breitwieser y Szabo, 1988; Scherer y Breitwieser, 

1990) 

EFECTOS DEL PAF SOBI?E I.A AMPLITUD DE 'Kin'  

Para probar la hipótesis de que el PAF ejerce algunos de sus efectos sobre el 

miocardio mediante la modulación de Ikm .h, se investigó el efecto de la adición 

extracelular de PAF (agregado en la solución del baño), sobre esta corriente. Para tal fin 

se utilizaron condiciones más cercanas a las fisiológicas, es decir en presencia de GTP en 
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lugar de GTPyS en la solución de la pipeta de registro. Sin embargo, en estas condiciones 

encontramos que el PAF (2 uM) no indujo activación de I KAch  en forma significativa. Por 

tal motivo decidimos utilizar el abordaje experimental basado en el uso de GTPyS 

intracelular, el cual mostró tener mayor sensibilidad, tal y como se ilustró en el 

experimento control con acetilcolina mostrado en la FIGURA 13 Como se observa en la 

FIGURA 14, en estas condiciones el PAF si fue capaz de aumentar la amplitud de I K Ach 

La adición de PAF se hizo dentro del primer minuto después de haber penetrado al interior 

del miocito, seguida de la adición de acetilcolina. El aumento de la corriente inducido por 

PAF se obtuvo en ambas direcciones, tanto entrante como saliente. El panel A de la 

FIGURA 14 muestra la activación de una corriente saliente secundaria a la adición de 2 

de PAF en la solución del baño y registrada a un potencial de membrana de —5 mV.  

A 

3 
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2 PAF 
3 Acctilcolina 

B 
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Membrana (mV) 

-150 -50 

	100 pA 	FIGURA 14. 4lecto del PAF Sobre lo 
100 ms 	 Amplitud de huch. A. Corriente 

registrada 	durante 	un 	pulso 
despolarizante a -5 mV, en condiciones 

control (I, GTPyS en la pipeta), 
después de la adición de 2 µM de PAF 
(2) y de 10M de acetilcolina (3). B. 
Relación I-V antes (círculos blancos) y 

después de agregar 2 0M de PAF 
(círculos negros), seguido de la adición 

511 
de I0M de acetilcolina (triángulos 
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La corriente sensible a la adición de PAF mostró un curso temporal muy similar al 

desplegado por la corriente obtenida con la adición de acetilcolina (FIGURA 11; trazo 3, 

panel A, FIGURA 14). Con el fin de confirmar la suposición de que en efecto se trataba 

de la misma corriente (1K. h) se investigó la dependencia del voltaje de la amplitud de la 

corriente. El resultado se muestra en el panel B de la FIGURA 14, donde se ilustra la 

relación corriente-voltaje obtenida en otra célula antes y durante la activación de IKAch 

inducida por 2 pM de PAF, así como el valor máximo de IKAchss activada por acetilcolina 

al final del experimento. La activación de IK.kch inducida por PAF exhibió una dependencia 

del voltaje y del tiempo indistinguibles de las observadas cuando IKAch se activó sólo por la 

acetilcolina. Estos resultados apoyaron la idea de la participación de IKAci, en la respuesta 

al PAF. 

EFECTOS DEL PAF SOBRE LA VELOCIDAD DE ACTIvAcIoN /)E I A.,icii  

Con base en las anteriores observaciones concluimos que el registro de la corriente 

de membrana con el protocolo utilizado, resultó ser de suficiente sensibilidad como para 

evidenciar el incremento en la velocidad de activación de la corriente. De tal suerte que las 

subsecuentes series experimentales se realizaron con el abordaje basado en el uso de GTPy 

S. Como se ilustra en la FIGURA 15, en estas condiciones experimentales la adición de 

0.2 1.11'54 de PAF en la solución extracelular, aumentó la velocidad de activación de IKACh 

(inducida o mediada por GTPyS) por un factor de 4. Antes de la adición del PAF la 

velocidad de activación fue de 0.2 minl; la adición de 0.2 MM de PAF indujo un aumento 

de la velocidad de activación de IK..,ch  hasta 0.85 

Como se ilustrará más adelante, este efecto del PAF sobre la velocidad de 

activación de IK„\ch mediada por GTPyS fue dependiente de la concentración (barras 

blancas, FIGURA 18). Concentraciones de PAF por debajo de 200 nM no tuvieron efecto 

alguno sobre la velocidad de activación de IArh. Contrariamente, el empleo de 

concentraciones mayores (2, 5 y 10 j1151) de PAF provocó un aumento progresivo en la 

velocidad de activación de IKAch La concentración de PAF a la cual se alcanzó la máxima 
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velocidad de activación no se pudo determinar, ya que el factor de concentración micelar 

crítica (CMC) reportado para el PAF (en ausencia de albúmina) es menos de 5 1.1M en 

soluciones salinas fisiológicas (Terashita, Tsushima, Yoshioka, Nomura, luda y 

Nishikawa, 1983; Snyder, 1985).  
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FIGURA 15. Electo del ¡'Al,' Sobre 
lo l'elocidad de Activación de k ich. 
A. Curso temporal de la activación de 

IKAch inducida por GTPyS y 0.2 

de PAF, seguida de la aplicación de I 
tM de acetilcolina. Las barras 

horizontales indican el tiempo de 

aplicación de PAF y acetilcolina. B. 
Aumento en la velocidad de 

activación de I KAch  inducida por el 

PAF. 

ESPECIFICIDAD /)E1. EFECTO DEL PAF SOBRE IKAch. 

Para descartar la posibilidad de que el efecto del PAF sobre la velocidad de 

activación de IKA(.1, resultara de modificaciones inespecíficas de las propiedades de la 

membrana del miocito v/o del propio canal, se decidió probar a Manera de control 
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negativo, un análogo del PAF que fuera biológicamente inactivo (Lyso-PAF). El resultado 

de éste experimento se muestra en la FIGURA 16. 
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A. La perfusión en el baño con 2 
µNI de Luso-PAF no alteró la 
velocidad basal de IKAci, activada 

por GTPyS. B. Los datos del panel 
A se muestran con una base de 
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estimada fue de 0.23 min 
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El Lyso-PAF a una concentración similar a la utilizada para el PAF (2 1.1M) no 

afectó la velocidad de activación de IKA,1, inducida por GTPyS (FIGURA 16) La 
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velocidad de activación medida en presencia de 2 jiM de Lyso-PAF fue de 0.23 min.' 

(panel 13, FIGURA 16). En 10 células, la velocidad promedio de activación fue de 0.31 ± 

0.02 min.', este valor no the significativamente diferente de aquél observado en presencia 

de GTPyS (0.31 ± 0.01 min, n = 4). Estos resultados sugieren que el efecto del PAF 

sobre la activación de IKAci, requiere de análogos biológicamente activos del PAF. En 

contraste, tanto el PAF como Lyso-PAF provocaron inhibición de 	(30% a - I25mV, 

datos no mostrados). Dicho efecto fite reversible y no fue bloqueado por el uso de 

antagonistas del PAF (CV-3988). 

Los EFECTOS DEI, PAF 	11,•..ich SON MEDIADOS POI? UN 

RECEPTOR ESPECINCO. 

Recientemente, Honda et al. (1991) clonaron y secuenciaron el receptor del PAF a 

partir de tejido pulmonar de cobayo. La existencia en miocardio auricular de rana de un 

receptor del PAF semejante se apoya por nuestros resultados con el Lyso-PAF sobre IkAch 

y la significativa dependencia del efecto del PAF de la dosis. Con el fin de estudiar la 

especificidad del efecto del PAF sobre IkAch, se investigó la posibilidad de que los efectos 

del PAF se bloquearan por el compuesto CV-3988 (Terashita et al, 1983; Terashita, 'mitra 

y Nishikawa, 1985), un antagonista específico del receptor del PAF. 

La FIGURA 17 muestra que la sola perfusión de 2 jtM de CV-3988 en la solución 

del baño, no modificó la velocidad de activación de IKAci, en condiciones control (en 

presencia de GTPyS en la solución de la pipeta). Confirmando la incapacidad del CV-3988 

para activar la corriente. Cuando se perfundió 2 1.1M de PAF en la solución del baño la 

velocidad de activación de IhAch (0.26 min.') no mostró cambios significativos (0.24 min-1; 

panel B, FIGURA 17) Este resultado confirma la suposición de que el PAF ejerce sus 

efectos sobre la velocidad de activación de IK,,ch  mediante la unión a un receptor 

membranal específico del PAF 
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Con el fin de definir la naturaleza del mecanismo mediante el cual el antagonista 

inhibe el efecto del PAF sobre IKAch, se investigó el efecto de 5 1.1M de CV-3988 en 

presencia de dos concentraciones de PAF (2 y 5 piM). Los resultados de estos 

experimentos se muestran en la FIGURA 18, en donde se graficó la velocidad de 

activación de 	wh  en ausencia (barras negras) y en presencia (barras blancas) del 

antagonista del PAF en la solución del baño. En condiciones control (en ausencia tanto de 

PAF como de CV-3988), la velocidad de activación de Un, mediada por GTPyS fue de 

0.31 ± 0 01 min.' (n = 17), mientras que en presencia de CV-3988 (en ausencia de PAF) 

fue de 0.34 ± 0.03 min.' (n = 18). Esto nos refleja la activación de IK \ch inducida 

20 
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exclusivamente por GTPyS, es decir dependiente de la activación de proteína G. Cuando 

la velocidad de activación de la corriente se midió en presencia de 2 pM de PAF y 5 pM 

del antagonista su valor disminuyó significativamente (de 0.73 ± 0.07 a 0.33 ± 0.04 

n = 12). Cuando se hizo el mismo experimento en presencia de una mayor concentración 

de PAF (5 pM), y con la misma de CV-3988 (5 pM), aunque la velocidad de activación de 

la corriente decayó como era de anticiparse (1.23 ± 0.08 a 0.53 ± 0.05 min-I ; n = 3; p < 

0.05) su valor fue significativamente mayor al observado con 2 pM de PAF (0.53 ± 0.05 

min-I , contra 0.33 ± 0.04 min.'). Estos resultados indicaron una inhibición del efecto del 

PAF de tipo competitivo. Por otro lado, esto demuestra que ambos compuestos se unen al 

receptor (quizás en el mismo sitio de unión) con afinidades en el mismo orden de 

magnitud. Aunque no fue posible investigar concentraciones mayores de ambos 

compuestos debido a su CMC, estos resultados constituyen un razonable apoyo a nuestra 

suposición original de que los efectos del PAF están mediados por un receptor específico. 
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FIGURA 18. Bloqueo .S'eleetivo del Eleclo del PAF ,SObre 	por el l'I'-3988. Efecto del PAF 

sobre la velocidad de activación de IkAch en ausencia (barras negras. n = 17) y en presencia de 5 
pM de CV-3988 (barras blancas. n - 12) 
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Los EFEctos DEL PAF SOBRE I K, I ch  N() SON MEDIADOS POR 

Aikrif BOLITOS /l'In/('DS 

Se pueden postular varias explicaciones para el efecto del PAF sobre IKAch, y 

especialmente para entender su mecanismo de acción. Entre ellas destacan las siguientes. 

a) que el receptor del PAF es capaz de modular la activación de IKAch a través de su 

acoplamiento con una proteína Gk  (análogo a la activación de 	por el receptor 

muscarínico, Brown y Birnbaumer, 1988); b) que tal regulación la lleva a cabo mediante el 

acoplamiento con otras vías mediadas por proteína G, las cuales modularían la vía primaria 

de la transducción de la señal; y c) los efectos del PAF sobre IKAch  pueden resultar de la 

activación simultánea de diferentes vías tanto dependientes como independientes de 

proteína G. 

Los resultados mostrados en secciones previas de esta tesis sugieren además de la 

existencia de un receptor específico del PAF, que éste muy posiblemente es el responsable 

de mediar el efecto del PAF sobre la velocidad de activación de IKAch  Por otro lado, el 

hecho de que los estudios de hidrofobicidad reportados previamente para la proteína que 

conforma el receptor muestre una estructura similar a la de los receptores membranales 

acoplados a proteínas G (existencia de 7 segmentos transmembranales), aullado a nuestra 

observación de que la activación irreversible de la proteína G por medio de análogos no 

hidrolizables (GTPyS) activa IkAch, sugiere ffiertemente la posibilidad de que el efecto del 

PAF sobre IKAch en miocardio auricular de rana este mediado por una proteína G. Con el 

fin de investigar esta posibilidad, se exploró la posible modificación mediada por PAF de 

la corriente estacionaria inducida por acetilcolina (IKAchss) y dependiente de GTPyS. Para 

tal fin, activamos inicialmente 1}; kch con GTPyS para posteriormente inducir su activación 

máxima mediante adición de I pM de acetilcolina en el baño. Una vez lograda la relajación 

de L. 	al estado estacionario, y suponiendo que a partir de este momento todas las vías 

dependientes de proteína G estarán desacopladas de sus respectivos receptores (FIGURA 

3), perfundimos en la misma solución 2 pM de PAF. El resultado de dicho experimento se 

ilustra en la FIGURA 19,  
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FIGURA 19. Mediación de/ Pixto del l'Al' Sobre IK.40, por Proteina G. Curso temporal de la 

activación de IKAch inducida por GTPyS, seguida de la adición de 1µM de acetilcolina. Nótese 

que la acetilcolina indujo una activación máxima seguida de la típica desensibilización hacia un 

valor estacionario de IKAch. Después de llegar a tal valor, se aplicó 2 liN1 de PAF. 

Como se observa en la figura, la adición de 2µM de PAF una vez relajada 

(desensibilizada) la corriente por la activación inducida por acetilcolina no tuvo efectos 

significativos sobre LAchss Esto sugiere por un lado, que el PAF no activa a un canal de 

1(` diferente a LAch, y por otro, que en la activación de IKich mediada por PAF no 

participa alguna otra vía metabólica independiente de proteína G. En ocho experimentos 

realizados, el valor promedio de IKAchss antes y después de la adición de PAF no fue 

significativamente diferente (129 ± 10 y 139 ± 10 pA, respectivamente).  

En algunos tipos de células los metabolitos del acido araquidónico se liberan como 

resultado de la estimulación por PAF (Snyder, 1990). En particular. existen reportes de la 

liberación de leucotrienos por elementos cardiopulmonares en respuesta al PAF (Voelkel, 

Worthen, Reeves, Henson y Murphy, 1982; Beaubien, Tippins y Morris, 1984). Por otro 

lado, se sabe que el PAF puede ser metabolizado directamente para promover la liberación 

del ácido araquidónico, o puede activar la liberación del ácido araquidónico a través de 

una vía dependiente de proteína G, resultando en la producción de metabolitos del ácido 

	

araquidónico, los cuales también afectan la activación de IK 	Scherer y Breitwieser en 

1990, demostraron que la activación de II, \ch por ácido araquidónico, es mediada por 

metabolitos de la vía de la lipooxigenasa En la FIGURA 20 se muestra el efecto del ácido 
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araquidónico sobre la velocidad de activación de IKAch en nuestras condiciones 

experimentales. Como se puede observar, la adición de 10 1.1M de ácido araquidónico 

produjo un aumento significativo (p < 0.005) en la velocidad de activación de Un, con 

respecto a la inducida por GTPyS, de 0.19 ± 0.09 (n = 7) a 0.39 ± 0.08 (n = 3), 

respectivamente. Es interesante señalar que aunque la adición del ácido araquidónico no 

impidió la activación máxima inducida normalmente por acetilcolina, la magnitud de su 

relajación (desensibilizado») fue menor (9.5% comparado con un 25% aproximadamente 

en ausencia del ácido araquidónico). 

Acetilcolina 
1µM 

AA  
10 IN 

0 	1 	2 	3 	4 

Tiempo (min) 

FIGURA 20. Elécro del Acido Araquidówco Sobre la Velocidad de Activación de lkich . 

Velocidad de activación de IK. v , h  en condiciones control, y.  durante la perfusión del ácido 

araquidónico (I() IN) y.  acetilcolina ( I uM). 

Con el fin de investigar la posible participación de los metabolitos de la vía de la 

lipooxigenasa, en los efectos inducidos por el PAF sobre IKAci„ se probó si el ETYA 

(inhibidor de las 5-, 12 y I 5-lipooxigenasas y, a altas concentraciones, de la 

ciclooxigenasa) era capaz de bloquear la respuesta. La primera nieta para el logro de este 

objetivo, fite confirmar que el ETYA efectivamente bloquea la activación de I KA,-1, mediada 

por ácido araquidónico. En la FIGURA 21, se muestra que el ETYA a una concentración 

de 10 	bloqueó el efecto del ácido araquidónico. En presencia de ETYA la velocidad 
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de activación fue de 0.15 ± 0.05 (n = 6) y posterior a la adición de 10 I.trvl del ácido 

araquidónico fue de 0.18 ± 0.07 (n = 7) 

Acetilcolina 
1 µM 

• 

160' 	 AA 
101.11v1 

80 	ETYA 10 µN/1 

O maammgm. 	 

FIGURA 21. Bloqueo del 1;lecío del Acido Ar'oq►► idómco ,S'ohre Iluch  por M'A. Curso temporal 
de la activación de 1KACh en presencia de 10 µM de ETYA. seguida de la adición de 10 i.tM del 
ácido araquidónico y de 11.1M de acetilcolina. 

El aumento aparente en el período de latencia de la activación de IkAck  dependiente 

de GTPyS que se observa en la figura no fue significativo, ya que no se observó en otros 

experimentos similares. Tal comportamiento posiblemente se explique por una mayor 

resistencia de entrada en este experimento, que disminuyera la difusión de la solución de la 

pipeta hacia el interior celular. Lo que llama la atención es que al bloquear el efecto del 

ácido araquidónico con ETYA, la amplitud de la desensibilización de la corriente inducida 

por acetilcolina fue de similar amplitud (22.7%) a la observada en su ausencia (25%). 

Los resultados de experimentos como el que se ilustra en la FIGURA 21, indican 

que 10 pM de ETYA es capaz de bloquear los efectos de la activación de IKAch por el 

ácido araquidónico. Con base en estos resultados, podríamos especular que si los efectos 

observados con el PAF sobre la activación de IKAch  son debidos a la liberación del ácido 

araquidónico, 10 IN de ETYA debería bloquear la respuesta al PAF. Con el fin de 

explorar esta posibilidad realizamos el experimento ilustrado en la FIGURA 22, el cual 

consistió en la adición de 10 µM de ETYA seguida de la perfusión de 2 pM de PAF 
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Contrario a esta idea, nuestros resultados demostraron que el PAF fue capaz de aumentar 

la velocidad basal de activación de IKAch  (de 0.28 ± O 03 mine  a 0.58 ± 0 13 	n = 8; p 

< 0.05) aún en presencia de 10 1.1M de ETYA. Esta observación indica que los metabolitos 

del ácido araquidónico no están involucrados en la activación de IKAch  inducida por el 

PAF. Por otro lado, y como se observa en la FIGURA 22, cuando la aplicación de 

acetilcolina se produce después de un tiempo suficientemente largo (-1 min) de activación 

de la corriente dependiente del PAF, no se observó un aumento adicional en la corriente. 

Este resultado sugiere que el PAF y la acetilcolina modulan/activan la misma clase de 

corriente de K. 

O 
0 	1 	2 	3 	4 	5 

Tiempo (min) 

FIGURA 22. Activocilón de lkich  Inducida por PAF en Presencia de EU A. Curso temporal de 

la activación de IKAch  en presencia de 10µM de ETYA, seguida de la adición de PAF 2µM y de I 
uM de acetilcolina. 

6 
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CONCLUSIONES 

Es bien conocido que la liberación de PAF es una de las respuestas homeostáticas 

más generalizadas en diversas entidades patológicas, tales como diversas tipos de shock 

cardiovascular, septicemia, y varias formas de isquemia tisular. Sus efectos sobre la 

actividad contráctil miocárdica se han documentado en numerosos estudios a diversos 

niveles. No obstante, sus mecanismos de acción han sido tema de intenso debate debido a 

la diversidad de resultados, especialmente en lo referente a sus efectos inotrópico y 

cronotrópico negativos. Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis fue probar la 

hipótesis de que uno de los mecanismos por los que el PAF controla la actividad 

miocárdica es la modulación de IK \ch. Los resultados de la presente tesis demuestran que 

el PAF efectivamente modula IkAch, y que dicha modulación se lleva a cabo mediante 

inducción de un aumento de la velocidad de activación de la corriente. El mecanismo aquí 

propuesto y explorado, es que tal modulación se lleva a cabo mediante una proteína G 

acoplada a receptores membranales específicos del PAF, y que tal control no involucra 

metabolitos del ácido araquidónico como ha sido sugerido en trabajos previos (Nakajima, 

Sugimoto y Kurachi, 1991). 

Aeet ileolina 

FIGURA 23. Modulación de 1k.40, Mediante el PAF. Al unirse el PAF a su receptor se activa 
IKAch mediante una proteína G (posiblemente Gk). sin involucrar metabolitos del ácido araquidónico 
(transición marcada por una cruz). Este mecanismo puede contribuir a las acciones inotrópicas o 
cronotrópicas del PAF al "sensibilizar-  la vía de transducción utilizada por el receptor a 

acetilcolina. 
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D1SCUSION 

Los resultados de la presente tesis muestran los siguientes puntos fundamentales. 

a) el PAF modula la activación de IK 	inducida por GTPyS; b) que estos efectos están 

mediados por un receptor membrana! específico del PAF presente en los miocitos de la 

aurícula de rana; y c) que todas las acciones del PAF sobre IKAci, están mediadas por 

proteínas G. En diferentes especies, se han reportado efectos inotrópicos negativos con la 

administración del PAF (Levi el al, 1984, Robertson el al, 1987, 1988; Massey, Kohout, 

Gaa, Lederer y Rogers, 1991). Estudios recientes llevados a cabo en músculo auricular de 

cobayo indican que la acción inotrópica negativa observada con PAF puede explicarse por 

cambios en la relación de conductancias Ca2. :K., específicamente por un aumento en la 

conductancia al K', mediada por 1K  (Gollasch, Ignatieva, Kobrinsky, Vornovitsky y 

Zaborovskaya, 1991). De acuerdo con esta observación, los resultados de esta tesis 

confirman que el PAF, efectivamente aumenta la conductancia de K' en aurícula, sin 

embargo el tipo de canales sobre de los que actúa es diferente (1KAch). El protocolo 

experimental utilizado por nosotros se diseñó específicamente para monitorear la 

activación de IKAch, la duración de los pulsos de voltaje tire lo suficientemente breve (250 

ms) como para minimizar la activación de I r;. Así mismo, la contribución de IKATp se 

eliminó mediante la adición en la solución de la pipeta (intracelular) de 5 mM de Mg-ATP. 

En éstas condiciones experimentales sólo observarnos 2 tipos de corrientes de K' IKI  e 

IkAci, cuya identidad se determinó con base en sus propiedades de permeabilidad, cinética 

y dependencia del voltaje. En presencia de PAF la relación corriente-voltaje y el curso 

temporal de la corriente registrada a diferentes potenciales, fueron idénticos a aquellos 

inducidos por GTPyS, sólo o en presencia de acetilcolina (FIGURA 14). Estos hallazgos 

apoyan la idea de que el PAF modula específicamente la activación de k,\ch. Por otro lado, 

la corriente inducida por el PAF y la estimulada por acetilcolina no fueron aditivas, ya que 

el PAF no tuvo efecto sobre la amplitud de la corriente cuando IkAch se activó al máximo 

por acetilcolina (FIGURA 19), y viceversa, la acetilcolina no tuvo efecto cuando la 

corriente mediada por PAF tile activada al máximo (FIGURA 22) Adicionalmente, 

Nakajima el al, (1991) reportaron que el PAF estimula la actividad de IKAch  a nivel 
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unitario en miocitos auriculares de cobayo. Este grupo, registró el canal KAch con la 

técnica de imich clamp en su configuración de pipeta adherida a la célula. En estas 

condiciones la adición de PAF a la solución del baño provocó un aumento en la P,„ sin 

modificar el tiempo medio de apertura ( - I tus). Este efecto además de mostrar clara 

dependencia de la dosis, tiie reversible solo hasta después de 10 minutos de eliminar el 

PAF de la solución del baño.  

Hasta hace unos años existían sólo indicios de la existencia de receptores 

membranales específicos del PAF en corazón. Tal suposición se fundamentaba en la 

capacidad de los antagonistas de prevenir algunos de los efectos de PAF en corazón 

(Koltai el al, 1986; Braquet, Paubert-Braquet, Koltai, Bourgain, Bussolino y Hosford, 

1989; Mest, Hórhold, Rein, Riedel y Broquet, 1992; ‘'leeming, Wemer y Porsius, 1992). 

Los resultados mostrados en esta tesis apoyan en conjunto la idea de que efectivamente 

existen receptores específicos al PAF en la membrana de las células del miocardio 

auricular de rana. En las condiciones experimentales aquí utilizadas se encontraron por lo 

menos tres indicios que fundamentan tal conclusión: a) los efectos del PAF fueron 

dependientes de la dosis; b) el Lyso-PAF (2 pM, análogo inactivo del PAF) no tuvo 

efecto sobre la activación de IKAch, contrastando con el efecto inducido por el PAF a la 

misma concentración (el PAF duplicó la velocidad de activación Un, mediada por GTPy 

S), y eliminando la posibilidad de que los efectos asociados al PAF fueran inespecíficos, y 

c) el CV-3988 (5 pM, antagonista específico del receptor membranal del PAF) inhibió 

competitivamente los efectos del PAF sobre IK  \ch. Estos resultados constituyen un sólido 

argumento en favor de la existencia de un receptor membranal específico del PAF, así 

como de su participación en la activación de Un, inducida por el PAF. Con la reciente 

clonación de la proteína que constituye el receptor del PAF a partir de corazón humano 

(Sugimoto, Tsuchimochi, McGregor, Mutoh, Shimizu y Kurachi, 1992), se confirmaron 

todos aquellos reportes que infirieron su existencia. Por otro lado, dicho trabajo sugiere la 

existencia del mensaje tanto en aurícula como en ventrículo. 

La existencia de varios subtipos de receptor de PAF ha sido sugerida previamente 

(Hwang 1990); de hecho, se han descrito receptores de alta afinidad (Kd, en el rango de 1 

- 10 nM, Inarrea, Gómez-Cambronero, Nieto y Crespo, 1984; Terashita el al, 1985) y de 
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baja (K,1, en el rango de 10 - 500 nM, o mayor; Valone y Goetzl, I983, O'Flaherty, Sudes, 

Redman, Jacobson, Piantadosi y Wykle, 1986; Domingo, Spinnewyn, Chabrier y Rraquet, 

1988). Las concentraciones de PAF requeridas en los experimentos aquí mostrados 

sugieren la presencia de receptores de PAF con sitios de unión de baja afinidad en 

miocitos auriculares de rana. Sin embargo, debido a la naturaleza hidrofóbica del PAF, es 

dificil saber con exactitud la concentración acuosa del monómero libre. De hecho, es 

altamente probable una adsorción significativa del PAF a las paredes hidrofóbicas (de 

plástico y vidrio) tanto de la cámara experimental como de los recipientes y tubos usados 

en el manejo del PAF. Esta suposición se apoya por observaciones como la de Samples, 

Sprague, Harper, y Herlihy, (1989), en la que reportaron que la concentración de 

[3H]ácido araquidónico disminuye rápidamente en la cámara experimental. Esta 

observación, más el hecho de que en nuestros experimentos no usamos albúmina para 

amortiguar las soluciones conteniendo PAF, abre la posibilidad de que los resultados de 

los experimentos dosis-respuesta no reflejan la verdadera afinidad del receptor por PAF. 

Los procesos de transducción de la señal inducida por el PAF parecen ser 

modulados por proteínas G (Hwang, Lam, y Pong, 1986; Ng y Wong, 1986; Hwang 

1990). La estructura de los receptores de PAF clonados a la fecha, muestra homología 

estructural con la familia de los receptores acoplados a proteínas G (Honda el al, 1991; 

Nakamura, Honda, Izumi, Sakanaka, Mutoh, Minami, Bito, Seyama, Matsumoto, Noma y 

Shimizu, 1991; Ye el al., 1991; Sugimoto el al., 1992) Los resultados aquí presentados 

también indican que los efectos del PAF son mediados por proteína G (FIGURA 19), sin 

embargo su identidad no fué investigada. Sin embargo, en algunos sistemas, los efectos del 

PAF son bloqueados por el tratamiento con la toxina pertusis (PTX; Lad, Olson y Grewal, 

1985; Shukla, 1991), la cual ADP-ribosila a la proteína inhibitoria Gi  La activación de 

IKAch mediada por acetilcolina a traves del receptor muscarinico se transduce por la 

proteína GL, sensible a PTX, la cual puede ser "reconstituida" e intercambiada por otras 

proteínas G inhibitorias como Gotil , Gai2, Ga,3  (Yatani el al, 1988). Aunque no llevamos a 

cabo los experimentos necesarios para descartar la posibilidad de que el PAF, en presencia 

de GTPyS, pudo haber actuado indirectamente (vía cro.s.A.  tan( mediada por proteína G) 

entre la vía de su señal de transducción y aquella que activa directamente l k, v ,h, la 
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explicación más simple para nuestros resultados es un acoplamiento del receptor del PAF 

con el canal I kAch  mediante la misma proteína G, Gr (proteína G inhibitoria, sensible a la 

toxina pertusis). Esta conclusión, se ve apoyada por los hallazgos de Nakajima et al, 

(1991), quienes reportaron que el efecto del PAF sobre K ‘ch se inhibe con PTX 

La activación de IKAch se puede acelerar con la adición de concentraciones 

nanomolares de acetilcolina cuando análogos de GTP resistentes a la hidrólisis están 

presentes (Breitwieser y Szabo, 1988). En contraste, estas mismas concentraciones de 

acetilcolina (1-10 nM, <10% de receptores ocupados) no provocan activación de IKAci, en 

presencia de GTP. Las concentraciones de PAF usadas en este estudio (0.2 - 5 ItM) no 

activaron IlkAci, cuando GTP estuvo presente en la solución de la pipeta; pero la velocidad 

de activación de Un, mediada por GTPyS se incrementó de manera comparable a la 

observada con acetilcolina a concentraciones nanomolares. Con base en estos resultados, 

es probable que en las condiciones experimentales utilizadas por nosotros la ocupación del 

receptor del PAF sea menor del 5-10% Alternativamente, es posible que receptores de 

baja afinidad (Kd  entre 10 y 500 nM) estén presentes en los miocitos de la aurícula de la 

rana ( 'atesbiana, o que la densidad de los receptores sea insuficiente para estimular I r;.wt  

aún en presencia de concentraciones de saturación de PAF (como las que se usaron en 

este estudio). Basados en cualquiera de estas posibilidades, una de las funciones del PAF 

bajo condiciones fisiológicas puediera ser la de "sensibilizar" la vía de activación de kv-ti, 

al actuar sinérgicamente con la acetilcolina para mediar la activación de Gk Se han 

descrito interacciones sinérgicas entre el PAF y una variedad de mediadores 

inmunológicos como el ADP, epinefrina (Vargatlig, Fouque, Benveniste, y Odiot, 1982), 

ácido araquidónico y agregados de inmunoglobulina G (Valone, 1986). Por ejemplo, 

Bensard, Anderson, Banerjee, Nelson, Poggetti, Berens y Harken (1992) demostraron que 

el PAF además de deprimir la función del miocardio, puede mejorar la respuesta funcional 

a la estimulación 13-adrenérgica en corazón aislado. Estos autores sugieren que en estados 

sépticos, existe un deterioro del acoplamiento receptor-efector y que el tratamiento con 

PAF (20 jtM) favorece el restablecimiento de esta situación amplificando l'a respuesta a la 

estimulación Vadrenérgica en corazón de rata. 
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El PAF media la liberación de metabolitos lipídicos en una gran variedad de 

sistemas (Voelkel el al., 1982; Nakashima el al., 1989) En el tejido vascular, los 

metabolitos del ácido araquidónico juegan un papel importante en los mecanismos 

reguladores inducidos por el PAF (Piper y Stewart, 1986b; Stewart y Piper, 1986; Ilu y 

Man, 1991).En miocitos auriculares, algunos metabolitos de la 5-lipooxigenasa estimulan 

la actividad de 'K  'I, a nivel unitario (Kurachi et al, 1989), y la aplicación intracelular del 

ácido araquidónico activa un canal de K• rectificador saliente (Kim y Clapham, 1989). 

Recientemente, Scherer y Breitwieser (1990) reportaron que el leucotrieno C4 aumenta la 

velocidad de activación de 1KAch mediada por GTPyS en miocitos auriculares de rana. Así 

pues, un posible mecanismo para las acciones del PAF sobre la velocidad de activación de 

IKAch pudiera darse por el aumento en la formación del leucotrieno C4. Sin embargo, 

nuestra observación de que el ETYA (inhibidor de las 5- y 12-lipooxigenasas) bloqueó el 

aumento en la velocidad de activación inducido por el ácido araquidónico, pero no por el 

PAF (FIGURA 21 y FIGURA 22), sugiere fuertemente que en las condiciones 

experimentales usadas en este estudio el PAF no modula la activación de IKAch  mediante 

aumento del metabolismo del ácido araquidónico (vía estimulación de PLA2), en particular 

del leucotrieno C4. En este sentido Crouch y Lapetina (1988) reportan que el PAF fué 

incapaz de estimular PLA2  en plaquetas humanas.  

Nakajima el al. (1991) recientemente reportaron en miocitos auriculares de cobayo 

un mecanismo mediado por el PAF para la activación de I K. kch  a nivel unitario. En dicho 

trabajo, el PAF aumentó la actividad de IKAo, mediante la activación de una proteína G 

sensible a toxina pertusis. Estos autores concluyeron que la liberación de los metabolitos 

del ácido araquidónico fué la responsable del aumento en la actividad de IkAch. Tal 

conclusión se basó en que el efecto del PAF se bloqueó por el NDGA (ácido 

nordihidroguaiarético), AA-861 y por el 4-bromofenacil bromuro (inhibidores de la 

lipooxigenasa, 5-lipooxigenasa y de la liberación del ácido araquidónico mediante bloqueo 

de la fosfolipasa A2, respectivamente). Por lo tanto, en mocitos tanto de rana como de 

cobayo, el PAF activa 	vía la activación de la proteína G mediada por el receptor de 

PAF. En el desarrollo experimental de esta tesis se estudió además el efecto de PAF a 

nivel unitario (datos no mostrados). Los resultados de tales experimentos mostraron que 
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el PAF no modificó las propiedades de 1K vi, La divergencia de los resultados de esta tesis 

obtenidos en miocitos de aurícula de rana 'ate.shiana con los de Nakajima el al, en el 

cobayo pueden ser debidos posiblemente, a diferencias en la densidad de receptores al 

PAF en las dos especies. En los experimentos descritos en esta tesis no se observó 

activación de lk 1, dependiente de GTP, lo que cual puede deberse como se mencionó 

anteriormente, a menor densidad de receptores de PAF. Tal densidad de receptores 

pudiera ser suficiente para inducir una mayor velocidad de activación de 	en presencia 

de GTPyS, pero insuficiente para inducir la liberación del ácido araquidónico. La 

activación de los receptores a PAF en miocitos auriculares de cobayo puede inducir tanto 

activación de Gk, como liberación de los metabolitos del ácido araquidónico, siendo el de 

éstos últimos, el efecto predominante sobre IKACII (en condiciones de GTP). 

En ventrículo de rata el cual no expresa IKA,1„ se ha reportado un mecanismo 

diferente para explicar los efectos inotrópicos negativos del PAF (Massey e, al, 1991). 

Este mecanismo involucra estimulación de la proteína Masa C a través de la vía 

fosfolipasa C/fosfatidilinositol, con la subsequente pérdida de la fuerza contráctil. Así 

pues, la variedad de mecanismos mediados por receptores de PAF es enorme, lo que 

determina una respuesta del miocardio al PAF compleja y multicausal 
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