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Resumen

Objetivos: Evaluar la expresion de canales de potasio dependientes de calcio de alta
conductancia (BKCa) y de rectificacion interna (Kir) en ratas Wistar (W) y espontdneamente
hipertensas (SHR), y su participacion en el efecto vasodilatador del péptido natriurético tipo C
(CNP).

Metodologia: Se extrajo la aorta toracica de W y SHR macho de 14 semanas para determinar:
expresion de BKCa y Kir (Western blot, UA); y reactividad vascular ante el agregado de CNP
(1 pM-1 uM), en anillos sin endotelio precontraidos con fenilefrina (1 uM), en ausencia o
presencia de tetraetilamonio (TEA, blogueante no selectivo de canales de potasio, 1 mM),
iberiotoxina (IbTx, blogueante de BKCa, 30 nM), o BaCl: (bloqueante de Kir, 30 uM). Andlisis
estadistico: ANOVA 2 factores postest Bonferroni y t de Student para comparacion entre dos
grupos, n=6/grupo.

Resultados: Se expresan como mediatESM. La expresiéon de BKCa y Kir fue menor en SHR.
La respuesta maxima (Emax,%) y la potencia del CNP (log negativo de la concentracion que
induce 50% de Emax, pCE50) fueron similares en ambos grupos. TEA bloqueé el efecto
vasodilatador del CNP en W y en SHR. IbTx y BaCl, disminuyeron Emax en forma similar en
ambos grupos. Sin embargo, la pCE50 con IbTx fue menor en W, y con BaCl, fue menor en
SHR.
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W SHR
BKCa 1,130,1 0,7+0,1*
Kir 0,80,1 0,4+0,1*
Emax 54,8+7,3 | 57,6£3,1
pCE50 6,7+0,1 6,8+0,1
EmaXir 36,1+4,8* | 335+3,2%
PCE50io7x 6,3+0,1% 6,8+0,1
Emaxeac, | 35,5%3,6% | 34,0£32%
PCE50aciz 6,7+0,1 6,4+0,1%

*p<0,05 vs W; *p<0,01 vs W; #p<0,01 vs SHR.
Conclusion: El efecto del CNP parece ser mas sensible al bloqueo de Kir y menos sensible al

bloqueo de BKCa en las SHR, si bien la expresion de ambos canales se encuentra disminuida

en este modelo de hipertension arterial.

Palabras clave: péptidos natriuréticos, presion arterial, canales de potasio dependientes de

calcio de alta conductancia, canales de potasio de rectificacion interna.

Introduccion

El péptido natriurético tipo C (CNP) esta
ampliamente distribuido en el sistema
cardiovascular, principalmente en las
células endoteliales y del masculo liso
vascular (MLV) (Chen HH y Burnett JC
Jr,1998; D’'Souza SP, Davis M y Baxter
GF, 2004), situacién que lo coloca
estratégicamente formando parte de los
mecanismos involucrados en la regulacion
de la presion arterial (PA) y en la
proteccion de los diferentes 6rganos
blanco de la hipertensién arterial (HTA).
Las acciones vasculares del CNP estan
mediadas por la activacién de los
receptores natriuréticos tipo By C (NPR-

B, NPR-C), los cuales se expresan en
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aorta y vasos periféricos (Pandey KN,
2005; Potter LR, Abbey-Hosch Sy Dickey
DM, 2006). EI CNP posee mayor afinidad
por el NPR-B, que es un receptor de
membrana guanilato ciclasa (GC) y su
activacion induce la sintesis de cGMP, el
cual media las respuestas a nivel celular
(Potter LR et al. 2006). EI NPR-C,
inicialmente identificado como un receptor
de clearance, es también responsable de
algunos de los efectos biolégicos del
péptido (Anand-Srivastava MB, Sehl PD y
Lowe DG, 1996). En estudios in vivo,
realizados en nuestro laboratorio,
demostramos que la administracién aguda
de CNP aumenta la sintesis de oxido

nitrico (NO) en aorta de ratas
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normotensas y espontaneamente
hipertensas (SHR) (Caniffi C, Elesgaray R,
Gironacci M, Arranz C y Costa MA, 2010;
Costa MA, Elesgaray R, Caniffi C, Fellet A
y Arranz C, 2007). Sin embargo, la
respuesta del sistema del NO vascular al
péptido esta disminuida en las ratas SHR,
respecto a las normotensas (Caniffi C et
al. 2010). La activacion de la NOS esta
mediada por la interaccion del CNP con el
receptor NPR-C acoplado a proteina Gi y
la activacion de la isoforma endotelial de
la NOS (eNOS) Ca?calmodulina
dependiente (Caniffi C et al. 2010; Costa
MA et al. 2007).

Ademas de los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio, numerosos autores
han demostrado que la activacion de
NPR-B y NPR-C se encuentra involucrada
en el efecto vasodilatador del CNP, en
diversos lechos vasculares y modelos
animales. La union del CNP a estos
receptores induce la apertura de canales
de potasio y la consecuente relajacion del
MLV (Chauhan SD, Nilsson H, Ahluwalia
Ay Hobbs AJ, 2003; Hobbs A, Foster P,
Prescott C, Scotland R y Ahluwalia A,
2004; Simon A, Harrington EO, Liu GX,
Koren G y Choudhary G, 2009). Sin
embargo, aln poco se conoce sobre el
papel del CNP como factor
hiperpolarizante derivado de endotelio en
la hipertension arterial.

Los canales de potasio tienen también un

papel importante en la regulacion del tono
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vascular (Shieh CC, Coghlan M, Sullivan
JP, Gopalakrishnan M, 2000) y se
clasifican en 4 familias: los canales de
potasio activados por voltaje (KV), los
canales de potasio activados por calcio
(KCa), los canales de potasio con dominio
de dos poros (K2P) y los canales de
potasio con rectificacion interna (Kir)
(Gutman GA et al. 2003). En el MLV la
poblacién mas relevante corresponde a
los canales de potasio BKCa (Eichler | et
al. 2003; Neylon CB, Lang RJ, Fu Y, Bobik
Ay Reinhart PH, 1999). Estos canales son
activados por aumentos en la
concentracion de calcio intracelular asi
como también por la despolarizacién de la
membrana. Ademas, se ha demostrado
que estan regulados por numerosos
factores, entre ellos el NO (Archer SL et
al.1994), y la fosforilacién via distintas
proteinas kinasas (PK), como PKA, PKCy
PKG que pueden alterar su sensibilidad al
calcio y/o al voltaje (Ko EA, Han J, Jung
ID y Park WS, 2008). Los canales BKCa
parecen no contribuir al potencial de
membrana de reposo bajo condiciones
fisiol6gicas, pero se encuentran abiertos y
tienen un importante papel como feedback
negativo en la vasoconstriccién inducida
por la despolarizacion de la membrana
plasmatica y el aumento del flujo de calcio
hacia el citosol mediado por la apertura de
los canales de calcio dependientes de
voltaje (VDCC).
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Por otra parte, la familia de los canales Kir
se divide a su vez en 7 subfamilias (Kirl.0
a Kir7.0), siendo la subfamilia Kir2.0 la
mas relevante a nivel de la pared
vascular, tanto a nivel del endotelio como
del MLV (Bradley KK et al. 1999;
Droogmans G y Nilius B, 2001; Quayle
JM, McCarron JG, Brayden JE y Nelson
MT, 1993; Zaritsky JJ, Eckman DM,
Wellman GC, Nelson MT y Schwarz TL,
2000). Su actividad es determinante de la
hiperpolarizacién de la membrana,
amortiguando el potasio extracelular y
modulando ademas la despolarizacién, al
evitar la pérdida excesiva de potasio
(Jackson WF, 2005). La expresion de los
canales Kir es mas abundante en las
células del MLV de los lechos vasculares
de pequefio calibre, y la expresion de
estos canales parece aumentar a medida
gue disminuye el didmetro de los vasos
(Haddy FJ, Vanhoutte PM y Feletou M,
2006; Jackson WF, 2005; Kim MY et al.
2005; Quayle JM et al, 1993). Su actividad
puede ser modulada por fosforilacién
mediante PKA y PKC y tirosin kinasa (TK)
(Ko EA et al. 2008; Wischmeyer E, Déring
F y Karschin A, 1998), por la activacién de
proteina G inhibitoria (Gi) (Kamouchi M,
Van den Bremt K, Eggermont J,
Droogmans G y Nilius B, 1997) y por el
NO (Schubert R et al, 2004), y se
encontrarian down-regulados en la
hipertensién arterial (Sobey CG, 2001).
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Existen evidencias que muestran que las
acciones del CNP sobre el tono vascular
estan mediadas por la apertura de canales
de potasio Kir mediante la activacion de
NPR-C acoplado a proteina Gi (Chauhan
SD et al, 2003; Villar IC et al, 2007). Por
otra parte, en arterias de resistencia
subcutaneas humanas se observé que el
CNP induce la relajacion del MLV,
mediante su interaccion con NPR-B y la
apertura de los canales de potasio BKCa
(Garcha RS y Hughes AD, 2006). Esta via
de sefializacion también ha sido propuesta
como la responsable del efecto
vasodilatador del CNP descripto en la
microvasculatura pulmonar (Simon A et al,
2009) y en vasos de mayor calibre (Banks
M, Wei CM, Kim CH, Burnett JC Jr. y
Miller VM, 1996; Wei CM, Kim CH, Khraibi
AA, Miller VM y Burnett JC Jr. 1994).

Sin embargo, aln poco se conoce sobre
el efecto del CNP, y los mecanismos
involucrados, como factor hiperpolarizante
derivado de endotelio en la HTA. Las ratas
SHR constituyen un modelo genético de
hipertensién que presenta disfuncion
endotelial, aumento del estrés oxidativo,
incremento de factores vasoconstrictores
y disminucién en la biodisponibilidad del
NO (Piech A, Dessy C, Havaux X, Feron
O y Balligand JL, 2003). Esto podria
modificar la apertura de los canales de
potasio en respuesta a distintos agentes
vasoactivos impactando sobre el tono

contractil del MLV. Profundizar en los
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mecanismos que subyacen a los distintos
procesos fisiopatolégicos involucrados en
el desarrollo y mantenimiento de la HTA,
puede reflejarse en la optimizacién del
desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, en mejorar la calidad de vida
y disminuir los riesgos de eventos que
conduzcan a discapacidad y riesgo de
vida, repercutiendo en una significativa
reduccion del costo socioecondémico en el

tratamiento de las patologias asociadas.

Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son:
evaluar la expresion de los canales de
potasio dependientes de calcio de alta
conductancia y de rectificacion interna en
ratas Wistar normotensas y SHR jévenes
adultas macho, y la participacién de estos

en el efecto vasodilatador del CNP.

Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas macho adultas, de 14
semanas de edad, de las cepas: Wistar
(peso corporal 290-340 g), y SHR (peso
corporal 280-330 g), mantenidos en un
ambiente con temperatura y humedad
controladas, con ciclos automaticos de luz
y oscuridad de 12/12 horas y alimentados
con una dieta estandar (Nutrimentos
Purina) y agua ad libitum, en el bioterio de
la Catedra de Fisiologia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de
Buenos Aires. Los animales utilizados

fueron tratados de acuerdo con los
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lineamientos de la American Heart
Association sobre el uso de animales de
investigacion. Los protocolos
experimentales fueron disefiados de
acuerdo con las recomendaciones para el
uso de animales de laboratorio del
Instituto Nacional de Salud (Human Care
and Use of Laboratory Animals, National
Research Council, National Institutes of
Health, Publication No. 86-23,
Washington, DC, 1985, Revisién 1996) y
bajo la disposicién 6344/96 de la
Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT). Los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad
de Buenos Aires.

Disefio experimental

Ratas Wistar y SHR fueron sacrificadas
por decapitacion y se extrajo rapidamente
la porcién descendente de la aorta
toracica.

Estudios de reactividad vascular

La aorta se coloco en solucion Krebs fria,
se removi6 cuidadosamente el tejido
conectivo y se obtuvieron anillos de 3 a5
mm de espesor. Para evaluar el efecto
vasodilatador del CNP independiente de
endotelio, los anillos fueron denudados
removiendo mecanicamente el endotelio
con un raspador.

Los segmentos obtenidos de aorta se

suspendieron en solucion Krebs
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gasificada (95 % de O2 y 5 % de CO2, 37
+ 1°C, pH=7,4); utilizando un sistema de
bafio de 6rgano aislado en donde los
anillos son estabilizados durante 60
minutos ajustando a una tension basal de
1 g (transductor de fuerza TRI201,
PanLab SL) y las mediciones fueron
registradas con un poligrafo (Fisiografo
modular Power Lab, ADInstruments;
programa de adquisicion de datos
PowerLab 8/30 and Labchart, Australia).
Durante este periodo de estabilizacion, la
solucién Krebs se renovo cada 15 minutos
y en caso de ser necesario la tension se
reajustb a1l g.

Los anillos de aorta provenientes de ratas
Wistar y SHR fueron incubados durante
30 minutos con: tetraetilamonio clorhidrato
(TEA, bloqueante no selectivo de los
canales de potasio, 10 M); BaCl,
(blogueante de los canales de potasio con
rectificacion interna (Kir), 3x10° M);
glibenclamida (Glib, blogqueante de los
canales de potasio sensibles a ATP (Karp),
3x10.6 M); iberiotoxina (IbTx, bloqueante
de los canales de potasio activados por
calcio (BKCa), 3x10® M). Posteriormente
se midio la tension isométrica ante el
agregado de concentraciones crecientes
de CNP (102 M - 10° M) 0 cCANP4.23) (10
15M - 107 M) en los anillos pre-contraidos
con fenilefrina (10°° M - 10° M). Las
concentraciones utilizadas fueron
seleccionadas de acuerdo con la literatura
(Chrissobolis S y Sobey CG, 2002; Liang
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CF et al. 2010; Villar IC et al. 2007; Wei
CM et al. 1994). La respuesta
vasodilatadora se expresa como la tension
obtenida luego del agregado de CNP o
CANP .23 respecto de la tension maxima
alcanzada con fenilefrina, en porcentaje.
De cada animal se obtuvieron 3 anillos de
aorta toracica y se realizé un solo
experimento en cada anillo de aorta.
Expresion de canales BKCa y Kir
Secciones de aorta torécica fueron
homogeneizadas y centrifugadas a 10000
rpm, a 4°C y por 10 minutos. Los
sobrenadantes se conservaron a -80°C
hasta el momento de realizar las
determinaciones. Las proteinas de los
homogenatos (0,08 mg proteinas/calle,
cuantificadas mediante Bradford) fueron
separadas por electroforesis en un gel de
SDS-PAGE al 12%, transferidas en
sistema humedo a una membrana de
nitrocelulosa y luego incubadas con
anticuerpos policlonales de conejo anti-Kir
2.1 (aminoacidos 392-410, dilucién 1/500),
anti-BKCa (anti subunidad Slo1, dilucién
1/500) (Alomone Lab, Israel) y anticuerpo
monoclonal de conejo anti-B-actina
(dilucién 1/2000, Sigma-Aldrich). Se
empleb como anticuerpo secundario
anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado
con peroxidasa de rabano picante
(dilucién 1/3000 o 1/5000 en el caso del
anticuerpo primario anti-B-actina, BioRad,

Germany).
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Las muestras fueron reveladas por
guimioluminiscencia usando reactivo ECL
(Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent) por 4 minutos. La
cuantificacion de las bandas se realizo por
andlisis digital de las imagenes, usando
un scanner Hewlett—Packard y un
software ImageJ (National Institutes of
Health, MD, USA).

Los niveles proteicos de los canales de
potasio fueron expresados como la
densidad Optica de cada banda
normalizada por la densidad 6ptica
correspondiente a la banda de B-actina
corrida en el mismo gel. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado.
Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la
media + EEM (error estandar de la media)
y para cada resultado, n indica el nimero
de ratas utilizadas. Se calcularon la media
y la desviacién estandar de cada variable
para cada grupo de animales. Los valores
de las respuestas de la reactividad
vascular a CNP o cANP4.23 se analizaron
mediante regresion no lineal para las
diferentes curvas analizadas. La
concentracion del agonista que produce el
50 % de la respuesta maxima (CE50) se
determiné después de la transformaciéon
logit de las curvas normalizadas de
concentracion-respuesta, y los resultados
se expresaron como el logaritmo negativo
(pCE50) de la media de los valores

individuales de cada variable para cada
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grupo. Se considero el efecto
vasodilatador méximo (Emax) como la
maxima amplitud alcanzada en las curvas
de concentracion-respuesta para el CNP o
el CANP.23).

Se utilizaron los siguientes test
estadisticos:

- El t-test de Student para comparar dos
grupos experimentales ante el agregado
de un determinado agonista o antagonista.
- El andlisis de la varianza (ANOVA de un
factor) y el test a posteriori de Bonferroni
para comparaciones multiples entre los
diferentes grupos ante el agregado de un
determinado agonista, bloqueante o
antagonista.

Se utilizo el software Prism 5 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego CA, USA) para

el analisis estadistico.

Resultados y Discusion

Al evaluar mediante Western blot la
expresion proteica de los canales BKCa 'y
Kir en la aorta, observamos que las ratas
hipertensas presentan menor contenido
de ambos canales en este tejido (Figura
1).
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Figura 1: expresién proteica de BKCa y Kir en aorta
de ratas Wistar y SHR
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*p=<0,05 vs Wistar.

Para evaluar la participacion de los
canales de potasio en el efecto
vasodilatador del CNP en ausencia de
endotelio, se realizaron curvas
concentracion respuesta, ante el agregado
de concentraciones crecientes de CNP, en
anillos de aorta pre-contraidos con
fenilefrina que previamente fueron
denudados e incubados con TEA, un
bloqueante no selectivo de los canales de
potasio. Tal como se muestra en la Figura
2, en los anillos denudados que fueron

pre-incubados con TEA, no se observo el
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efecto vasodilatador del CNP, indicando
gue la respuesta vasodilatadora al péptido
se encontraria mediada por la apertura de
canales de potasio en ambos grupos de
animales.

Figura 2: Efecto del agregado de concentraciones

crecientes de CNP en anillos de aorta sin endotelio,
pre-contraidos con fenilefrina y en presencia de TEA.
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Ademads, para evaluar la participacién del
receptor NPR-C en la relajacion
independiente del endotelio inducida por
CNP, se realizaron curvas de
concentraciéon-respuesta ante el agregado
de concentraciones crecientes de CANP .
23), agonista selectivo de este receptor, en
anillos de aorta denudados. Se observé
que, en ausencia del endotelio, la
estimulacion del receptor no indujo
cambios en el estado contractil de los

anillos de aorta precontraidos con
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fenilefrina en ambos grupos de animales,
lo cual indicaria que el mecanismo
vasodilatador independiente del endotelio
del CNP estaria mediado por su receptor
NPR-B.
Para evaluar la posible participacién de
los canales Kir en el efecto vasodilatador
del CNP en la aorta, se realizaron curvas
concentracion-respuesta ante el agregado
de concentraciones crecientes de CNP en
presencia de BaCl,, blogueante de los
canales Kir. En la Figura 3 se muestran
los resultados obtenidos.

Figura 3: Efecto del agregado de concentraciones

crecientes de CNP en anillos de aorta sin endotelio,

pre-contraidos con fenilefrina y en presencia de BaCl,
o Glib.
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El bloqueo de los canales Kir en los anillos

de aorta de ratas Wistar, disminuye

\ni Asociacién de Universidades
'j §’ GRUPO MONTEVIDEO

parcialmente el efecto vasodilatador del
CNP, sin observarse una disminucién de
la potencia vasodilatadora del péptido. Sin
embargo, el bloqueo de los canales Kir,
disminuye el efecto vasodilatador del
CNP, observandose tanto la disminucion
de la respuesta maxima como la
disminucion de la potencia vasodilatadora

en las ratas hipertensas (Tabla 1).

Tabla 1: Respuesta maxima y potencia vasodilatadora
del CNP en la aorta de ratas Wistar y SHR.

Emax(%) pEC;

Wistar ne  54,8:7,3  6,74:0,10
ne+ 355136 6,68£0,11
BaCl,
ne+ 56,8:33 6,80£0,06
Glib
ne+ 36,148 6,33£0,05*
IbTx

SHR ne 57631 678006
ne+ 34,0%32% 6,39:0,05%
BaCl,
ne+ 557457 6,64:0,08
Glib
ne+ 335%32¢ 6,81£0,05
IbTx

*p=0,05 vs Wistar ne: **p<0,01 vs ne; # p<0,05 vs SHR
ne; ## p<0,01 vs SHR ne

También se ha descripto que los canales
Katp, pertenecientes a la familia de los
canales de potasio Kir, estarian
participando del efecto vasodilatador del
CNP (Wei CM Yy col, 1994). Con el objetivo
de evaluar si en la aorta de las ratas
Wistar y SHR, los canales Karp s€
encuentran involucrados en la relajacion
del MLV inducida por el CNP, se
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bloguearon estos canales con Glib y se
realizaron curvas concentracion-respuesta
en anillos de aorta pre-contraidos con
fenilefrina. Observamos que el bloqueo de
los canales Karp con Glib no induce
cambios en el efecto vasodilatador del
CNP en ambos grupos (Figura 3),
indicando que estos canales no
participarian en dicho efecto.

Por otra parte, también se analizé la
participacion de los canales de potasio
BKCa en el efecto vasodilatador del CNP.
Se utilizé IbTx, un blogueante selectivo de
los canales BKCa. En las ratas Wistar se
observo que los anillos de aorta
denudados y pre-contraidos con
fenilefrina, mostraban una menor
respuesta al CNP, tanto en la Emax como
en la pCE50, cuando se bloqueaban
previamente estos canales respecto de
efecto observado en los anillos que no
eran incubados con IbTx (Figura 4, Tabla
1).
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Figura 4: Efecto del agregado de concentraciones
crecientes de CNP en anillos de aorta sin endotelio,
pre-contraidos con fenilefrina y en presencia de IbTx
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*p< 0.05 pEC50 Wistar ne + IbTx vs. Pec50 Wistar ne; ##p<
0.01 EMax Wistar ne+IbTx vs. Emax Wistar ne; ###p< 0.001
Emax Wistar ne+IbTx+BaCl, vs. Emax Wistar ne; {1{p<
0.001 Emax SHR ne+IbTx+BaCl, vs. Emax SHR ne.

Por otra parte, en las SHR, el bloqueo de
los canales de potasio BKCa disminuye la
Emax al CNP, sin observarse cambios en
la potencia vasodilatadora del péptido
(Figura 4, Tabla 1). Por ultimo, para
verificar que los dos tipos de canales
involucrados en el efecto vasodilatador del
CNP sobre el MLV, son los canales BKCa
y Kir, se utilizaron los bloqueantes IbTx y
BaCl, en simultdneo. No se observo
respuesta al CNP en ambos grupos de
animales (Figura 4).

El presente trabajo demuestra que la
expresion de los canales de potasio
capaces de modular el potencial de
reposo y las corrientes repolarizantes, se
encuentra disminuida en las ratas

hipertensas. Ademas, muestra la diferente
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participacion de los canales de potasio
BKCa y Kir en la relajacion del MLV
inducida por el CNP en la aorta de las
ratas normotensas e hipertensas, siendo
el efecto del CNP mas sensible al bloqueo
de Kir en las SHR.

Previamente, otros autores mostraron que
la apertura de los canales de potasio
presentes en el MLV media, al menos en
parte, las acciones del CNP sobre el tono
vascular de grandes y pequefios vasos en
distintos modelos animales de
normotension. Estudios realizados en
arterias mesentéricas de ratas, mostraron
gue el CNP promueve la relajacion del
MLV a través de la activacion del receptor
natriurético NPR-C y la apertura de
canales de potasio de la familia Kir3.x
(Chauhan SD et al. 2003; Villar IC et al.
2007). Nuestros resultados obtenidos con
el agonista del receptor natriurético NPR-
C en ausencia de endotelio, sugieren que
la activacion de este receptor no induce
cambios sobre el tono vascular en las
arterias denudadas. Por lo tanto, los
efectos directos del CNP sobre el MLV
estarian mediados por su otro receptor, el
NPR-B. En este sentido, se ha propuesto
gue el CNP induce la relajacién mediante
su interaccion con el receptor NPR-B y la
apertura de los canales de potasio BKCa
en las arterias subcutédneas de resistencia
humanas (Garcha RS y Hughes AD,
2006). Esta via de sefializacion también

ha sido propuesta como la responsable
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del efecto vasodilatador del CNP descripto
en la microvasculatura pulmonar (Simon A
et al. 2009) y en el masculo liso de
arterias y venas (Banks M et al. 1996;
Liang CF et al. 2010; Wei CM et al. 1994;).
En el presente estudio, también se
observa que los canales de potasio Kir
participan en el efecto vasodilatador del
CNP sobre el MLV, tanto en las ratas
Wistar como en las SHR, ya que el
blogueo de estos canales disminuye la
relajacion inducida por el CNP. Chauhan y
colaboradores (2003) describieron, que
los canales de potasio Kir participan del
efecto vasodilatador del CNP en arterias
mesentéricas de ratas normotensas. En
este tejido, ellos observaron que la
relajacion del MLV inducida por el CNP,
se encontraria mediada completamente
por la activacion de los canales Kir
dependientes de proteina Gi (Chauhan SD
y col, 2003). Sin embargo, nosotros
observamos gue el bloqueo de los canales
de potasio Kir disminuye s6lo
parcialmente la respuesta vasorrelajante
al CNP en los anillos de aorta de las ratas
normotensas e hipertensas. Este hallazgo
puede deberse a que la expresion del
canal de potasio Kir es mas abundante en
el musculo liso de los lechos vasculares
autorreguladores, tales como los de la
circulacioén coronaria o cerebral (Quayle
JM et al. 1993; Robertson BE, Bonev AD y
Nelson MT, 1996). De hecho, la expresion

del canal Kir parece aumentar a medida
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gue el diametro de las arterias disminuye
(Kim et al. 2005; Quayle JM et al. 1996).
Por otra parte, se ha reportado
previamente que los canales de potasio
BKCa median el efecto vasodilatador del
CNP. En el MLV de arterias coronarias
porcinas, el CNP aumenta la amplitud de
la corriente inducida por la apertura de
estos canales de potasio (Liang CF et al.
2010). En arterias de resistencia
subcutédneas humanas la apertura de los
canales de potasio BKCa se encontraria
modulada por la activacion del NPR-B, al
cual se une selectivamente el CNP
(Garcha RS y Hughes AD, 2006). Se
evalué entonces la participacion de los
canales de potasio BKCa en el efecto
vasodilatador del CNP sobre la aorta.
Tanto en las ratas Wistar como en las
SHR, el bloqueo selectivo de estos
canales dependientes de calcio con IbTx,
disminuye la respuesta vasodilatadora de
la aorta al CNP, indicando su participacion
en el efecto vasodilatador del péptido en
ambos grupos de animales.

El estudio de su papel en la relajacién del
MLV en las ratas Wistar y SHR, en
respuesta al CNP, sugiere una diferencia
en el grado de participacién de ambos
canales. Mientras que el bloqueo de los
canales Kir disminuye la potencia
vasodilatadora del CNP en la aorta de las
ratas hipertensas, no hay diferencias en
este parametro en las ratas normotensas.

En cambio, en cuanto a los canales de
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potasio BKCa, se observa lo contrario: El
blogueo de los canales BKCa disminuye la
potencia vasodilatadora del CNP sélo en
la aorta de las ratas normotensas, sin
observarse diferencias en la potencia
vasodilatadora del CNP en las SHR.

Se postula que la funcién y/o la expresion
de los canales de potasio Kir se encuentra
alterada en la HTA (McCarron JG y
Halpern W, 1990; Sobey CG, 2001). Esto
podria explicar por qué el bloqueo de
estos canales afecta alin mas la relajacion
del MLV inducida por el CNP en las SHR
al compararla con el efecto obtenido en
las ratas Wistar normotensas. Mas aun,
este modelo animal de HTA también
presenta alteraciones en los canales
potasio BKCa (Sobey CG, 2001). En el
MLV de las arterias femorales de las SHR
se observo que el flujo de calcio a través
de los canales de calcio VDCC hacia el
interior celular y la actividad de los
canales BKCa se encuentra aumentada
(Asano M et al. 1995; Giachini FR et al.
2009). Sin embargo, la amplitud de las
corrientes del ion K* en el musculo liso de
la aorta de las SHR se encuentra
disminuida (Amberg GC y Santana LF,
2003). Estos resultados coinciden con los
resultados que obtuvimos al evaluar la
expresion proteica del canal BKCa, ya que
la menor expresién de la subunidad
reguladora Slo 1, que modula la
sensibilidad de este canal podria explicar

la disminucion en las corrientes
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observadas. Teniendo en cuenta la gran
conductancia de estos canales de potasio
BKCay su elevada expresion a nivel
vascular, ademas de la alta resistencia de
la membrana celular del MLV, es de
considerar que aun un pequefio cambio
en la probabilidad de apertura del canal,
puede tener un impacto significativo en el
potencial de membrana y la excitabilidad
celular. De este modo, las alteraciones
descriptas podrian explicar las diferencias
observadas en el efecto del CNP, a través
de los canales BKCa, sobre el tono
vascular de la aorta en las ratas
hipertensas, con respecto a las

normotensas.

Conclusiones

En las ratas hipertensas, la expresion de
los canales de potasio BKCa y Kir,
responsables de modular el potencial de

la membrana del MLV, se encuentra
disminuida. Esto podria ser responsable,
al menos en parte, de una menor
capacidad de relajacién vascular en estos
animales.

El efecto vasodilatador del CNP parece ser
mas sensible al bloqueo de los canales Kir
y menos sensible al bloqueo de los canales
BKCa en este modelo de HTA, mientras
gue en los animales normotensos los

canales BKCa parecen tener una mayor

Estos resultados podrian contribuir al
desarrollo de  nuevas  estrategias
terapéuticas ya que permiten conocer las
alteraciones involucradas en el desarrollo

y/o mantenimiento de la HTA.
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