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PKG: enzima proteína quinasa G 

PMCA: bomba calcio de la membrana plasmática 
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1. Resumen 

Introducción: La unidad básica del músculo liso es la célula muscular lisa. La 

regulación de la contracción en la célula muscular lisa es a través de segundos 

mensajeros que abren canales intracelulares, presentes en el Retículo 

Endoplasmático (RE), liberando iones de calcio. Otra vía es por la entrada de calcio 

desde el medio extracelular por la activación de los canales de calcio dependientes de 

voltaje (VDCC) generando contracción. El ATP es un agonista fisiológico que activa el 

receptor purinérgico acoplado a proteína Gq, Gs y Gi en la membrana celular. En 

nuestro laboratorio hemos visto que la contracción de las VIP inducida por ATP 

depende de la estimulación de los receptores metabotropos P2Y2/4 y la posterior 

activación de la fosfolipasa C beta (PCL-β), la producción de inositol trifosfato (IP3), la 

activación del receptor de inositol trifosfato (IP3R), la liberación de Ca2+, por lo tanto, 

aumento en la concentración intracelular de calcio [Ca2+]i y contracción. El cloruro es 

el anión intracelular más abundante en las células musculares lisas vasculares (CMLV) 

(~ 50 mM). Para su activación se requiere la unión de 2 iones de Ca2+ y el aumento de 

la permeabilidad de Cl-. Como resultado, se produce la corriente de salida del ion 

cloruro generando despolarización de la membrana plasmática activando los VDCC, 

la entrada de Ca2+, lo que favorece la mantención de la contracción. Resultados de 

estudios funcionales de contracción en VIP muestran que la contracción inducida por 

KCl es inhibida entre un 78.5% para Nimodipino y 95.8% para Nicardipino. 

Sorprendentemente, la contracción inducida por ATP es también inhibida entre un 

45.4% para Nitrendipino y 86.4% para Nimodipino. Nosotros postulamos como 

hipótesis que esta inhibición por dihidropiridinas (DHP) en la contracción, cuando 

usamos ATP, se observa debido a la presencia de canales de cloruro activados por 

Ca2+ del tipo TMEM16A que despolarizan la membrana y consecuentemente activan 

los VDCC. 

Objetivo: Evaluar la participación del canal de cloruro activado por Ca2+ (TMEM16A) 

en la contracción muscular inducida por ATP en células musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas. 
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Metodología: Se obtuvieron rebanadas de pulmones de ratas macho Sprague-Dawley 

(~430g) para realizar estudios de vasoconstricción e inhibición de VIP inducida a ATP 

en medio con NaI y con inhibidores como Ani9, T16AinhAO1 y Benzbromarona 

(Protocolo CBA1183 FMUCH). Los resultados de contracción son mostrados como la 

mediana ± S.E.M. Los datos fueron analizados con test no paramétrico Kruskal-Wallis 

con post hoc test de Dunn y Wilcoxon. Se consideró una significación estadística 

p<0.05 

Resultados:   Hay cambios importantes en la cinética de la contracción, particularmente 

la aparición de dos fases (una rápida y una lenta) en presencia de NaI. Sin embargo, 

no hay diferencias en el porcentaje máximo de la contracción al estimular con ATP en 

medio con NaCl y NaI, 

Los tres inhibidores no disminuyeron el porcentaje máximo de contracción, sin 

embargo, inmediata y rápidamente el vaso se relaja, afectando la mantención de la 

contracción en el tiempo. 

Conclusiones: Con los resultados obtenidos podemos decir que el Canal de Cloruro 

activado por Ca2+ (TMEM16A) es funcional en células musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas y participa en la contracción muscular inducida por 

ATP. 
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2. Summary 

Introduction: The basic unit of smooth muscle is the smooth muscle cell. The regulation 

of contraction in the smooth muscle cell is through second messengers that open 

intracellular channels, present in the Endoplasmic Reticulum (ER), releasing calcium 

ions. Another route is through the entry of calcium from the extracellular medium 

through the activation of voltage-gated calcium channels (VDCC) generating 

contraction. ATP is a physiological agonist that activates the Gq, Gs, and Gi protein-

coupled purinergic receptors on the cell membrane. In our laboratory we have seen 

that the contraction of the VIPs induced by ATP depends on the stimulation of the 

P2Y2/4 metabotropic receptors and the subsequent activation of phospholipase C beta 

(PCL-β), the production of inositol triphosphate (IP3), the activation of the inositol 

triphosphate receptor (IP3R), the release of Ca2+, therefore, an increase in the 

intracellular concentration of calcium [Ca2+]i and contraction. Chloride is the most 

abundant intracellular anion in vascular smooth muscle (VSMC) cells (~50 mM). Its 

activation requires the binding of 2 Ca2+ ions and an increase in Cl- permeability. As a 

result, the outward current of the chloride ion is produced, generating depolarization of 

the plasmatic membrane, activating the VDCCs, the entry of Ca2+, which favors the 

maintenance of contraction. Results of functional studies of contraction in VIP show 

that the contraction induced by KCl is inhibited between 78.5% for Nimodipine and 

95.8% for Nicardipine. Surprisingly, ATP-induced contraction is also inhibited between 

45.4% for Nitrendipine and 86.4% for Nimodipine. We postulate as a hypothesis that 

this inhibition by dihydropyridines (DHP) in contraction, when we use ATP, is observed 

due to the presence of TMEM16A-type Ca2+-activated chloride channels that 

depolarize the membrane and consequently activate VDCCs. 

Objective: To evaluate the participation of the Ca2+-activated chloride channel 

(TMEM16A) in ATP-induced muscle contraction in smooth muscle cells of small 

intrapulmonary veins of rats. 

Methodology: Lung slices from male Sprague-Dawley rats (~430g) were obtained for 

studies of ATP-induced VIP vasoconstriction and inhibition in medium with NaI and with 

inhibitors such as Ani9, T16AinhAO1 and Benzbromarone (CBA1183 FMUCH 
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Protocol). Shrinkage results are shown as the median ± S.E.M. The data were analyzed 

with the non-parametric Kruskal-Wallis test with the Dunn and Wilcoxon post hoc test. 

Statistical significance was considered p<0.05 

Results: There are important changes in the contraction kinetics, particularly the 

appearance of two phases (one fast and one slow) in the presence of NaI. However, 

there are no differences in the maximum percentage of contraction when stimulating 

with ATP in the medium with NaCl and NaI. 

The three inhibitors did not decrease the maximum percentage of contraction; however, 

the vessel immediately and quickly relaxes, affecting the maintenance of contraction 

over time. 

Conclusions: With the results obtained, we can say that the Chloride Channel activated 

by Ca2+ (TMEM16A) is functional in smooth muscle cells of small intrapulmonary veins 

of rats and participates in ATP-induced muscle contraction. 
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3. Introducción: 

3.1 Célula Muscular Lisa 

La unidad básica del músculo liso es la célula muscular lisa. Desde el punto de vista 

regulatorio la célula muscular lisa normalmente utiliza la señalización de un segundo 

mensajero para abrir canales intracelulares que liberan los iones calcio que controlan 

la contracción. Estos procesos, en contraste con el acoplamiento de excitación y 

contracción, que se da en el músculo estriado, son lentos y, por lo tanto, adecuados 

para las contracciones más pausadas y sostenidas que se requieren en el músculo 

liso [Kuo, 2015]. 

El músculo liso se encuentra revistiendo las paredes de varios órganos y estructuras 

tubulares del cuerpo, incluidos el intestino, la vejiga, las vías respiratorias, el útero, los 

vasos sanguíneos y el estómago. Recibe inervación del sistema nervioso autónomo, y 

su estado contráctil también está controlado por estímulos hormonales, autocrinos y 

paracrinos. En el caso del músculo liso vascular, se requiere una contracción 

permanente para proporcionar tono a los vasos, permitiendo así la regulación del flujo 

sanguíneo. Los vasos sanguíneos se dividen en vasos de conducción, como la aorta 

torácica, los cuales presentan mayor diámetro y vasos de resistencia, como las 

arteriolas que son de diámetro menor. Los vasos sanguíneos de resistencia muestran 

una respuesta miogénica, que puede aumentar por encima del rango fisiológico (70 a 

100 mmHg) dando como resultado un estado contráctil sostenido, lo que provoca un 

aumento en el tono de los vasos y una hipertensión en el tiempo [Kuo, 2015]. 

En todas las células musculares, la contracción depende de un aumento de la 

concentración de calcio citosólico. El calcio tiene una concentración extracelular de 2 

a 4 mM y una concentración citosólica en reposo de ~100 nM. También se almacena 

dentro de las células en el RE, a una concentración de ~0,4 mM [Bootman, 2012] y en 

mitocondrias a una concentración de 1 a 5 µM [Chalmers, 2003].  
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3.2 Calcio y regulación de la contracción en Células Musculares Lisas 

Vasculares  

El inicio de la contracción en respuesta al aumento de KCl extracelular, en condiciones 

experimentales, se debe a la presencia de los canales de K+. Se sabe que cambiar la 

diferencia de [K+] internas y externas en las CMLV produce despolarización de la 

membrana, flujo de entrada de Ca2+ y la contracción de las CMVL [Cox, 2002; Pathan, 

2011]. La despolarización celular y el aumento de la [Ca2+]i son factores fisiológicos 

importantes en la inducción de la contracción en las CMLV [Hayabuchi, 2016; Joseph, 

2013]. 

Por otra parte, endotelina, ATP, norepinefrina y otros agonistas fisiológicos se unen y 

activan GPCR en la membrana celular, generando IP3 y liberación de calcio desde el 

RE provocando así la contracción por medio de las oscilaciones de calcio [Du, 2021]. 

Estas últimas se producen por la liberación y recaptación de Ca2+ desde el RE, dando 

como resultado aumentos y disminuciones cíclicas del Ca2+ citoplasmático [Koopmans, 

2014] gracias a la participación de la bomba de calcio-ATPasa del retículo 

endoplásmico (SERCA) que recaptura el Ca2+ del espacio citoplasmático aumentando 

su concentración en el RE [Du, 2021]. Por otra parte, angiotensina II activa GPCR que 

aumentan la [Ca2+]i y que regulan la entrada de Ca2+ por entrada de calcio operado por 

receptor (ROCE) y la entrada de Ca2+ por entrada de calcio operado por 

almacenamiento (SOCE). En las células musculares lisas de arteria pulmonar 

humanas (PASMC), la [Ca2+]i está regulada principalmente por un equilibrio de la 

liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares y la entrada de Ca2+ a través de los 

canales permeables al Ca2+ de la membrana celular, así como el secuestro de Ca2+ 

hacia los depósitos intracelulares por la SERCA, la salida de Ca2+ a través de la Ca2+-

Mg2+ATPasa y el intercambiador de Na+/Ca2+ de la membrana plasmática. Las PASMC 

expresan funcionalmente varios canales permeables al Ca2+, incluidos VDCC que son 

activados por la despolarización de la membrana y canales ROCE que son 

estimulados y activados por vasoconstrictores, como la endotelina-1, serotonina, 

fenilefrina, e histamina, y por factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento 

epidérmico y el factor de crecimiento derivado de plaquetas. La activación de los 
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canales ROCE por interacción entre ligandos y receptores de membrana da como 

resultado la entrada de Ca2+ operada por ROCE que contribuye importantemente al 

aumento de [Ca2+]i en PASMC expuestas a vasoconstrictores y factores de 

crecimiento. Las PASMC también poseen canales SOCE que se abren por el 

agotamiento de Ca2+ RE, lo que conduce a la entrada de Ca2+ operada por ROCE o 

entrada de Ca2+ por SOCE [Yamamura, 2011] 

El calcio citoplasmático se une a CaM, que luego interactúa con la MLCK, lo que hace 

que fosforile la MLC en S19 o Y18. La MLC fosforilada permite que la cadena pesada 

de la miosina forme puentes cruzados con la actina, produciendo actomiosina 

fosforilada, que produce la contracción (Figura 1). 

La principal vía para generar contracción es a través de la activación de la MLCK a 

través del complejo Ca2+/calmodulina y la posterior fosforilación de MLC [Brozovich, 

2003]. Sin embargo, esto está fuertemente modulado por una vía independiente de 

Ca2+, que ocurre a través de la inhibición de MLCP, favoreciendo la contracción. Este 

proceso se conoce como sensibilización al Ca2+ [Somlyo, 1989] y, aunque los 

mecanismos aún no se conocen completamente, existe evidencia que, participan 

receptores acoplados a proteína G, los cuales activan a RhoA, la cual activa a su vez 

a ROCK [Somlyo, 2000; Wettschureck, 2002]. ROCK puede inhibir la enzima MLCP 

directamente o a través de CPI-17 [Schaafsma, 2012; Jernigan, 2014], Por otra parte, 

la activación de los receptores acoplados a proteína G pueden activar PKC, la que 

activa a CPI-17 en treonina 38 inhibiendo la MLCP favoreciendo la contracción. 

[Schaafsma, 2012; Jernigan, 2014]. 
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Figura 1  

Modelo estimulación de la contracción por activación de Receptores acoplados 

a proteína G y canales de calcio dependientes de voltaje en células musculares 

lisas vasculares 

 

Contracción en CMLV: está dada principalmente por el aumento de la [Ca2+]i 

dependiente de RE y de la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular a través de los 

VDCC 

La principal vía para provocar la vasodilatación es a través de NO y que se logra 

mediante la activación de la sGC, que primero produce un aumento de cGMP y, por lo 

tanto, activa la PKG dependiente de cGMP. La activación de PKG activa a la enzima 

MLCP desfosforilando la MLC, generando la relajación del vaso [Kuo, 2015].  

La bomba de calcio-magnesio ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) y el 

intercambiador de sodio/calcio (NCX), también pueden eliminar el calcio del citosol. El 

calcio se disocia de la troponina C o calmodulina a medida que la concentración de 

calcio citosólico disminuye. Fisiológicamente las células endoteliales vasculares 
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liberan factores vasodilatadores para controlar la resistencia vascular periférica y la 

presión arterial. 

3.3 Receptores Purinérgicos  

Existen dos clases de receptores purinérgicos: los receptores P1 sensibles a 

adenosina y los receptores P2 que reconocen nucleótidos de purina y pirimidina (ATP, 

ADP, UTP, UDP) y UDP-azúcares [Abbracchio, 1994; Abbracchio, 2006; Ralevic, 

1998]. Los nucleótidos y nucleósidos pueden liberarse de diferentes tipos de células 

participando en el control de la función vascular [Burnstock 2006, 2007, 2012], 

actuando sobre los receptores P1 y P2 expresados en el endotelio, músculo liso 

vascular y nervios perivasculares para regular los efectos vasomotores y tróficos. El 

ATP se degrada rápidamente en adenosina, a través de las enzimas 

ectonucleotidasas, adenosina puede tener sus propios efectos sobre los receptores P1 

[Burnstock, 2014]. Hay cuatro receptores de adenosina/P1: A1, A2A, A2B y A3.  

Los receptores P2 se dividen en receptores P2X, los cuales son ionotropos y 

receptores P2Y acoplados a proteína G, es decir, metabotropos [Abbracchio, 2006]. 

Hay siete proteínas receptoras P2X diferentes (P2X1-P2X7), cada una de las cuales 

tiene dos dominios transmembrana y un bucle extracelular, que pueden combinarse 

para formar receptores triméricos, homomultiméricos o heteromultiméricos [Barrera, 

2005; Jiang, 2003; Kawate, 2009; Nicke, 1998]. Los receptores P2X1–7 son receptores 

sensibles a ATP y actúan como canales de cationes para provocar la despolarización 

de la membrana [Li, 2010; North, 2002]. Los receptores P2X tienen diferentes 

sensibilidades al ATP y a su análogo estable α, β-metilen ATP (α, β-meATP), poseen 

diferentes tasas de desintegración de la corriente y pueden regularse de manera 

diferencial por calcio, zinc y protones extracelulares [Khakh, 2001, 2006; North, 2002; 

Roberts, 2006; Saul, 2013].  

En el caso de los receptores P2Y, existen ocho tipos diferentes (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) 

[Abbracchio, 2006]. Los receptores P2Y se pueden dividir en función a sus agonistas 

endógenos en receptores que son selectivos a los nucleótidos de adenina (P2Y1, 

P2Y11, P2Y12 y P2Y13) y receptores que son selectivos a los nucleótidos de uracilo 
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(P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y14) [Alexander, 2011; von Kügelgen, 2006]. El consenso 

durante muchos años fue que los receptores P2X vasculares están presentes en el 

músculo liso, mientras que el control endotelial del tono vascular involucra a los 

receptores P2Y (principalmente P2Y1 y P2Y2) (Burnstock, 2014; Ralevic, 1998].  

Resultados en VIP de ratas sanas realizados en nuestro laboratorio utilizando 

vasocontrictores fisiológicos como ATP, UDP, ADP y UTP, nucleótidos que están 

presentes y juegan un rol trascendental en el control del tono vascular venoso, 

muestran que VIP se contraen fuertemente en respuesta al ATP, ADP, UTP, UDP y 

UDP-Glucosa [Orellana, 2018] extracelular y también a otros vasoconstrictores 

fisiológicos relevantes para la circulación pulmonar, incluyendo Angiotensina II, 

Endotelina-1 [Henríquez, 2018]  

3.4 Canales de Cl- activados por Ca2+  

Los CaCC están presentes en el músculo liso vascular [Klockner, 1993; Lamb, 1994] 

y son activados en respuesta a norepinefrina, endotelina-1, histamina, serotonina 

[Klockner, 1991; Pacaud, 1989; Bulley, 2014], existiendo bastante evidencia que 

demuestra la contribución de las corrientes de cloruro activadas por Ca2+ en una 

variedad de células musculares lisas como arterias mesentéricas humanas, miocitos 

de arteria coronaria de conejo y humanas, cultivos celulares de PASMC, células de 

arteria de oreja de conejo, células musculares lisas de vena porta de rata, cultivo 

celular de músculo liso de arteria pulmonar de conejo y cultivo celular de musculo liso 

de aorta de cerdo [Klockner, 1993; Lamb, 1994; Yuan, 1997; Amedee, 1990; Pacaud, 

1992; Wang, 1993; Droogmans, 1991]. Las corrientes de ion cloruro contribuyen 

funcionalmente a la contracción vascular inducida por Norepinefrina y un aumento en 

la conductancia de cloruro produce despolarización de la membrana plasmática [Lamb, 

1998]. Es importante resaltar que el tono y la contractilidad del músculo liso vascular 

están estrechamente asociados al potencial de membrana (Vm) [Nelson, 1990]. Esta 

relación se mantiene por la dependencia de la contracción al flujo de entrada de Ca2+ 

a través de VDCC tipo L. El cloruro es el anión intracelular más abundante en las 

CMLV, con una [Cl−]i de ~50 mM [Leblanc, 2005]. Es importante señalar que el 

potencial de equilibrio para el Cl− en las células del músculo liso está entre -50 y -11 
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mV [Wahlstrom, 1973; Davis, 1996; Kreye, 1997; Kitamura, 2001]. Por ejemplo, el 

rango de trabajo de las arterias cerebrales de rata, desde completamente dilatadas 

hasta totalmente contraídas, ocurre entre potenciales de membrana de ~ -65 y -25 mV 

respectivamente, lo que eleva la concentración de [Ca2+]i entre ~120 a 350 nM, 

asimismo el aumento de la presión de 10 a 100 mmHg,  provoca un cambio en el Vm 

de -63 a -32 mV generando la activación de los VDCC tipo L, provocando la entrada 

de Ca2+ [Knot, 1998]. Al aumentar la [Ca2+]i, dos iones de Ca2+ se unen y activan el 

canal de Cl− dando como resultado un flujo de salida de Cl−, despolarización y 

vasoconstricción de los miocitos arteriales [Hill, 2001]. El concepto de que los canales 

de Cl− contribuyen a la constricción miogénica se planteó a partir de experimentos que 

usaron moduladores farmacológicos, de los canales de Cl−, [Hill, 2001; Leblanc, 2005; 

Nelson, 1997; Yamazaki, 1998].  

La forma en que las CMLV regulan el Cl- genera un sistema ideal para producir y 

mantener la despolarización. Las CMLV aumentan la concentración de Cl- intracelular 

a través de varios mecanismos [Chipperfiweld, 1992; Davis, 1992; Davis, 1993]: el 

cotransporte Na+-K+-2Cl-, el intercambio Cl-/HCO3- y un tercer componente, 

posiblemente un transportador dependiente de ATP [Davis, 1996], también llamada 

bomba III [Chipperfiweld, 2000]. Mientras que el Vm en reposo en músculo liso 

vascular varía de aproximadamente -65 mV a -45 mV, es importante resaltar que el ECl 

es aproximadamente 15 a 30 mV más positivo que Vm. Por tanto, un aumento de la 

permeabilidad de Cl- tendrá consecuencia importante en el potencial de la célula 

muscular vascular. Las estimaciones en reposo de las permeabilidades relativas del 

cloruro respecto del K+ varían desde 0.09, en la arteria femoral de rata [Chipperfiweld, 

1992], a 0.82 en la vena porta de la rata [Wahlstrom, 1973]; sin embargo, esta 

permeabilidad puede cambiar drásticamente después de la exposición a un agonista 

contráctil. Se ha demostrado que la estimulación adrenérgica aumenta la conductancia 

total de la membrana en la arteria carótida [Mekata, 1972] y arteria pulmonar de conejo 

[Casteels, 1977], arteria mesentérica [Bolton, 1984] y arteria pulmonar de cobayo 

[Byrne, 1987] asociado con la activación de una corriente de Cl- (disminución de 

resistencia de la membrana). Algunos resultados han encontrado que la conductancia 

total de la membrana disminuye como en la arteria de la oreja [Kajiwara, 1981] y arteria 
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pulmonar de cobayo [Suzuki, 1986]. Estos resultados contrastantes pueden deberse a 

diferencias funcionales entre tejidos. Alternativamente, la interpretación de estos 

resultados puede complicarse por la naturaleza sincicial del músculo liso vascular. Los 

cambios en la resistencia de la membrana pueden disminuir o aumentar por cambios 

en el acoplamiento eléctrico entre las células. 

Las corrientes de cloruro activado por calcio son componentes importantes en la 

contracción del músculo liso de las vías respiratorias [Janssen, 1995]. En 2008, tres 

laboratorios de manera independiente descubrieron que las corrientes de cloruro 

activado por calcio están mediadas por la familia de proteínas TMEM16 (anoctamina) 

en una amplia variedad de células, incluido el músculo liso [Bao, 2008; Caputo, 2008; 

Schroeder, 2008]. TMEM16A se expresa en músculo liso de las vías respiratorias y 

juega un papel importante en la contracción de célula muscular lisa [Gallos, 2013]. Se 

han identificado varios inhibidores de TMEM16A selectivos y potentes [Huang, 2012; 

Oh, 2013]. Benzbromarona, uno de estos inhibidores, relaja las vías respiratorias 

centrales y periféricas a través de la hiperpolarización de la membrana y la atenuación 

del flujo de calcio [Danielsson, 2015].  

Los canales de TMEM16A se expresan en CMLV y generan corrientes de Cl- [Thomas-

Gatewood, 2011; Wang, 2012; Li, 2016]. También se pueden expresar en músculo liso 

uterino [Danielsson, 2018], células intersticiales de Cajal [Huang, 2009], neuronas 

sensoriales [Cho, 2012] y en células epiteliales de las vías respiratorias [Huang, 2009; 

Huang, 2012]. TMEM16A se ha descrito como un regulador negativo de la proliferación 

de células de músculo liso arterial [Wang, 2012]. El aumento de volumen celular y el 

estiramiento de la membrana inducido por la presión estimulan los canales TMEM16A 

en las células del músculo liso arterial, lo que conduce a la despolarización y 

vasoconstricción. Los datos también sugieren que la distensión de la membrana activa 

canales de cationes no selectivos que estimulan los canales de TMEM16A a través de 

la señalización intracelular de Ca2+. Los canales TMEM16A de las células del músculo 

liso arterial son un componente de un mecanismo mecano-sensible que contribuye a 

la respuesta miogénica.  
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Es importante señalar que la contracción de las VIP inducida por ATP depende de la 

estimulación de los receptores metabotrópicos P2Y2/4, la activación de PCL-β, 

producción de IP3, activación del IP3R y posterior liberación de Ca2+ intracelular, por lo 

tanto, aumento en la concentración intracelular de calcio [Ca2+]i y la generación de 

oscilaciones de Ca2+ mediadas por IP3R en el RE de las CMLV [Henríquez, 2018]. 

Estudios en VIP muestran que la contracción inducida por KCl es inhibida entre un 

78.5 ± 13.4% (Nimodipino) y 95.8 ± 3.1% (Nicardipino), debido al bloqueo de los 

canales VDCC tipo L, presentes en la membrana plasmática, lo que impide el ingreso 

de Ca2+ al citoplasma, por lo tanto, no se genera contracción (Figura 2). 

Figura 2 

Inhibición de la contracción inducida por KCl a distintas Dihidropiridinas 
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Inhibición de la contracción inducida por KCl 50 mM a distintas DHPs 

comerciales. La inhibición de la contracción a las 4 diferentes DHPs va desde un 

78.5±13.4% para Nimodipino (10 nM) a un 95.8±3.1% para Nicardipino (10 nM) (n=7-

8). 
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Sorprendentemente, la contracción inducida por ATP es también inhibida entre un 

45.4±8.4% (Nitrendipino) y 86.4±2.2% (Nimodipino) (p<0.05), datos presentados en la 

Figura 3.  

Figura 3 

Inhibición de la contracción inducida por ATP a distintas Dihidropiridinas 

 

 

Inhibición de la contracción inducida por ATP 50 µM a DHPs comerciales. La 

inhibición de la contracción a las 4 diferentes DHPs va desde un 45.4±8.4% para 

Nitrendipino (10 nM) a un 86.4±2.2% para Nimodipino (10 nM) (n=7-8) (p˂0.05) 

Sabemos, como ya se planteó anteriormente, que ATP en VIP activa los receptores 

P2Y2/4 que están acoplados a proteína Gq produciendo IP3 que activa los IP3R 

provocando la salida de Ca2+ desde RE aumentando la [Ca2+]i lo que genera 

contracción [Henríquez, 2018], sin embargo, ésta alcanza sólo un 13.6% en presencia 

de Nimodipino (figura 3). Nosotros postulamos que la inhibición en la contracción 

cuando usamos ATP en presencia de DHPs se debería a la participación de canales 

de CaCC, del tipo TMEM16A. Fisiológicamente en las células musculares lisas de VIP 
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existiría una triada entre los receptores P2Y2/4, que vía IP3 estimula la apertura del 

IP3R, el cual permite la salida de Ca2+ desde RE, aumentando la concentración en el 

compartimento citoplasmático activando TMEM16A, generando una corriente de salida 

de Cl-, provocando despolarización de la membrana citoplasmática lo que traería como 

consecuencia la apertura de canales de VDCC tipo L generando entrada de más Ca2+ 

al espacio intracelular, contribuyendo en la mantención de la contracción inducida por 

ATP. En la Figura 4, mostramos un modelo donde exponemos la participación de 

TMEM16A en la contracción de la CMLV de VIP en ratas.  

Figura 4  

Modelo participación TMEM16A en la contracción de VIP 

 

Modelo de participación de canal TMEM16A en la vasoconstricción de VIP: triada 

en la generación de la vasoconstricción en VIP de ratas donde al estimular con ATP, 

éste actúa sobre receptores PY2/4 que vía generación de IP3 permite la salida de Ca2+ 

desde el RE, aumentando el [Ca2+]i, que a su vez activa los canales TMEM16A, 
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generando despolarización de la membrana activando los VDCC tipo L, aumentando 

más la [Ca2+]i y por lo tanto, generando más contracción. 
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4. Hipótesis 

El Canal de Cloruro activado por Ca2+ (TMEM16A) es funcional en células musculares 

lisas de venas intrapulmonares pequeñas de ratas y participa en la contracción 

muscular inducida por ATP. 

5. Objetivo General 

Evaluar la participación del canal de cloruro activado por Ca2+ (TMEM16A) en la 

contracción muscular inducida por ATP en células musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas. 

6. Objetivos Específicos 

1.- Demostrar el rol del cloruro en la contracción muscular inducida por ATP en células 

musculares lisas de venas intrapulmonares pequeñas de ratas. 

2.- Determinar la respuesta contráctil inducida por ATP en presencia de inhibidores 

para TMEM16A en células musculares lisas de venas intrapulmonares pequeñas de 

ratas. 
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7. Materiales y Métodos 

7.1 Cálculo Tamaño Muestral 

Considerando un nivel de confianza de 95%, una precisión de 80%, una proporción de 

50%, se calculó el tamaño muestral asociado considerando un 15% de pérdidas, 

dando un tamaño muestral de 10 animales. 

7.2 Diseño Experimental 

DISEÑO EXPERIMENTAL SEGÚN CADA OBJETIVO ESPECÍFICO 

OBJETIVOS EXPERIMENTOS 

Demostrar el rol del cloruro en la 

contracción muscular inducida por ATP 

en células musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas. 

Experimento de contracción inducida por 

ATP en donde la solución externa de 

NaCl es reemplazada por NaI. 

 

Determinar la respuesta contráctil 

inducida por ATP en presencia de 

inhibidores para TMEM16A en células 

musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas. 

1. Experimento de inhibición de la 

contracción a ATP en presencia de Ani9. 

2. Experimento de inhibición de la 

contracción a ATP en presencia de 

T16AinhAO1. 

3. Experimento de inhibición de la 

contracción a ATP en presencia de 

Benzbromarona.  

 

7.3 Animales 

Todos los procedimientos se realizaron a partir de las guías nacionales de manejo de 

animales y aprobadas por el CICUA de la Universidad de Chile (Protocolo CBA#1183 

FMUCH). Se utilizaron 15 ratas macho, especie Rattus norvegicus cepa Sprague – 

Dawley de edad mayor a 42 – 45 días con pesos entre 250 – 430 g. Los animales se 

obtuvieron del bioterio central de la Facultad de Medicina Norte de la Universidad de 

Chile y fueron trasladados a dependencias del Laboratorio de Dinámicas 
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Broncovasculares y Daño Pulmonar para realizar la eutanasia. Las ratas fueron 

eutanasiadas a través de inyección intraperitoneal de Ketamina 180 mg/kg (Centrovet) 

y Xilazina 18 mg/kg (Ilium) y luego fueron transferidas a un panel de disección en 

condiciones de asepsia de acuerdo con el protocolo de bioética.  

7.4 Preparación Rebanadas de Pulmón de Corte Preciso  

En cada animal, previa aplicación local de Etanol al 100%, se realizó una toracotomía 

media anterior, desde la escotadura yugular hasta el apéndice xifoides, ampliándose 

en la base del tórax hacia cada lado, con lo que se obtuvo acceso amplio a ambos 

pulmones. Posteriormente la tráquea fue canulada con un tubo de catéter intravenoso 

(NIPRO) el que se fijó en la posición óptima con cinta adhesiva. Por esta vía, los 

pulmones colapsados fueron reclutados a capacidad pulmonar total (CPT) con una 

infusión de agarosa (SIGMA) al 2% en HBSS (Gibco) + HEPES (SIGMA) (mantenida 

a 37°C) mediante una jeringa. Inmediatamente se inyectó gelatina al 6% (Winkler) a 

37°C en el ventrículo derecho por medio de un catéter intravenoso (NIPRO) para 

reemplazar la sangre de los vasos intrapulmonares. La agarosa y gelatina fueron 

solidificados manteniendo el cuerpo de la rata a 4°C durante 30 a 40 minutos. Los 

lóbulos pulmonares fueron separados y cortados transfiriendo cada trozo de pulmón a 

un vibrátomo (Compresstome VF-300), con el borde del corte del lóbulo situado en la 

base del émbolo del equipo. El trozo de pulmón se fijó y cubrió con gelatina al 6%. Una 

vez que la gelatina se solidificó en frío, el taco con el trozo de pulmón se cortó en 

rebanadas seriadas de 150 μm, las que fueron almacenadas por un período breve en 

HBSS frío. En cámara de flujo laminar ubicada en sala de cultivo, se les cambió el 

HBSS a medio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) (GibcoTM), 

suplementado con penicilina (CALBIOCHEM) y estreptomicina (SIGMA) y se dejaron 

a 37°C y CO2 5% en incubadora de cultivo celular hasta por 12 horas para 

posteriormente ser usadas en estudios funcionales de contracción. 

7.5 Estudios funcionales de contracción de Venas Intrapulmonares Pequeñas  

Se utilizaron rebanadas de pulmón que contenían VIP cuyos diámetros fueron de entre 

150 y 300 µm.  Las rebanadas seleccionadas se montaron en un cubreobjeto y fueron 



28 
 

fijadas con una malla de género a la cual se le realizó una perforación central, siendo 

flanqueada por dos líneas de silicona para formar un canal en donde quedó la 

rebanada de pulmón con la vena seleccionada y se tapó con un cubreobjetos para 

formar un canal de perfusión. Por un extremo del canal formado entre el portaobjetos 

y cubreobjetos se instaló un sistema de perfusión y por el otro extremo un sistema de 

aspiración. El portaobjeto con la rebanada se montó en la platina de un microscopio 

invertido de contraste de fase modelo DXS-2 trinocular a 25x.  

7.6 Registro y Análisis de Imágenes 

Las PCLS fueron expuestas a KCl, ATP, NaI, y a diferentes inhibidores del TMEM16A 

mediante perfusión automatizada. Los registros se realizaron a través de un 

microscopio invertido modelo DXS-2 trinocular a 25x y un sistema de fotocaptura 

usando el software S-Viewer que permitió obtener las imágenes desde una cámara 

digital de alta resolución 0,45x modelo SXY – I30 de 3.0 M pixeles acoplada al 

microscopio, capturando fotografías a 0,5 Hz durante todo el proceso de perfusión del 

sistema. Los registros fueron analizados usando el programa de procesamiento y 

análisis de imágenes ImageJ, el cual permitió determinar el cambio en el área de la 

vena para cada tiempo del experimento (en base a los pixeles de cada fotografía). Con 

los valores obtenidos de área por segundo, se confeccionaron gráficos de registros 

área vs tiempo. Para cada uno de los resultados, la contracción lograda por el agonista 

o el agonista más el inhibidor estudiado fue normalizado por la contracción sub máxima 

por 75 mM de K+. En cada experimento se realizó un mínimo de 3 y máximo 6 

registros. 

7.7 Criterios de Exclusión 

Debido a la aparición aleatoria de animales con neumonía se generaron criterios de 

exclusión primero de aquellos animales que obviamente presentaban signos 

pulmonares macroscópicos de neumonía. Además, para asegurar la consistencia de 

los resultados obtenidos de aquellos animales que pasaron la prueba de evidencia de 

signos de neumonía, se tomaron en cuenta los siguientes criterios para excluir datos 

de los resultados presentados en la presente tesis:  
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1. Se calculó la mediana del porcentaje de contracción en respuesta a 75 mM KCl, 

valor submáximo obtenido de todos los experimentos de curvas dosis respuesta a KCl, 

realizadas previamente en el laboratorio en ratas sanas y se calculó el primer y tercer 

cuartil respectivamente, 57% (76.6%-34.3%). Todos los experimentos que mostraron 

venas hipo reactivas (menores a 34.3%) o hiperreactivas (mayores a 76.6%) fueron 

excluidas. 

2. Como segundo criterio de exclusión se utilizó el método ROUT para eliminar valores 

atípicos (outliers). El programa estadístico Prism 7.0 ofrece este método automático 

que utiliza una regresión no lineal (regresión robusta) para ajustar la curva no 

influenciada por valores atípicos, los residuos del ajuste robusto se analizan para 

detectar cualquier valor atípico y realiza una regresión de mínimos cuadrados 

ordinarios en los datos restante. La regresión no lineal, como la regresión lineal, 

asumen que la dispersión de datos alrededor de la curva ideal sigue una distribución 

gaussiana o normal. La regresión minimiza la suma de los cuadrados de las distancias 

verticales o del valor Y entre los puntos y la curva. Los valores atípicos pueden dominar 

el cálculo de la suma de los cuadrados y generar malos resultados. Primero se ajustan 

los datos usando una forma robusta de regresión no lineal, basada en la suposición de 

que la dispersión sigue una distribución Lorentziana. Para definir valores atípicos, se 

adapta el enfoque de tasa de descubrimiento falso para manejar las comparaciones 

múltiples. Luego, se eliminan los valores atípicos y se analizan los datos mediante una 

regresión de mínimos cuadrados ordinarios. Debido a que el método combina la 

regresión robusta y la eliminación de valores atípicos, se llamó método ROUT. (Harvey 

J Motulsky and Ronald E Brown. Detecting outliers when fitting data with nonlinear 

regression – a new method based on robust nonlinear regression and the false 

discovery rate. BMC Bioinformatics 2006, 7:123 doi:10.1186/1471-2105-7-123). 

7.8 Análisis estadístico 

Los resultados son mostrados como la mediana y el rango intercuartílico. Para los 

análisis se utilizó el programa estadístico GraphPad Prism 7.0 y la significancia 

estadística se analizó con la prueba no-paramétrica de Wilcoxon para la comparación 

de dos grupos relacionados y Kruskall Wallis con post hoc test de Dunn, para 



30 
 

comparaciones en más de dos grupos. Para el análisis de los datos, se consideró 

significativo un valor de p<0.05. 
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8. Resultados 

8.1 Caracterización de la respuesta contráctil a ATP en VIP 

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la contracción inducida por 

ATP en VIP presenta una contracción que alcanza su máximo rápidamente y que se 

sostiene durante toda la estimulación. Esta contracción estaría dada por el aumento 

de la [Ca2+]i provocada por activación, vía IP3, de los IP3R presentes en el RE 

[Henríquez, 2018].  

A modo de comprobar que el porcentaje de la contracción máxima a ATP no varía 

durante el tiempo, se realizaron 4 experimentos de 1 rata estimulando la contracción 

a 100 µM ATP durante 18 minutos, datos que se muestras en el gráfico de la Figura 5. 

Figura 5 Cuantificación del porcentaje de la contracción máxima a ATP durante 

18 minutos  

 

Cuantificación del porcentaje de la contracción máxima a ATP durante 18 

minutos. No se observan diferencias en la mediana del porcentaje de contracción 

máxima (ATP), con la mediana del porcentaje de contracción máxima a los 5 minutos 
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(ATP 5’) y con la mediana del porcentaje de contracción máxima a 18 minutos (ATP 

18’). Test Kruskal Wallis con post hoc test de Dunn 

La mediana del porcentaje de contracción máxima a 100 µM ATP fue de 60.8% 

(66.4%-50.1%), después de 5 minutos de estimulación la mediana del porcentaje de 

contracción máxima fue de 68.3% (79%-50.9%) y a los 18 minutos de estimulación a 

100 µM ATP la mediana del porcentaje de contracción máxima fue de 42% (72.3%-

5.4%) si bien en este tiempo aumenta la variabilidad, no existen diferencias entre las 

medianas de los porcentajes de contracción máxima (Figura 5 y Figura 1 anexo 1). 

Para comprobar que la contracción máxima al estimular con ATP no depende de la 

[Ca2+]o, se realizaron 7 experimentos de 3 ratas diferentes de estimulación de la 

contracción a 100 µM ATP en medio con HBSS con 0 mM Ca2+, datos que se muestran 

en la Figura 6. El registro de la cinética de contracción a 100 µM ATP en medio con 

HBSS con 0 mM Ca2+ presenta una contracción que alcanza su máximo rápidamente 

y se relaja constantemente hasta los 5 minutos de exposición (Figura 6A y Figura 2 

anexo 1). Al estimular primero la contracción a 100 µM ATP, el porcentaje de 

contracción máxima fue de 78% (88,8%-69,2%). Al pre incubar por 1 minuto con HBSS 

con 0 mM Ca2+ y luego estimular la contracción a 100 µM ATP en HBSS con 0 mM 

Ca2+ el porcentaje de contracción máxima fue de 81.1% (95.9%-73.1%) y a los 5 

minutos el porcentaje de contracción máxima fue de 44.7% (63.1%-22.3%). Al 

estimular la contracción a 100 µM ATP después de 10 minutos de lavado con HBSS, 

el porcentaje de contracción máxima fue de 61.9% (75.4%-42.2%), no existiendo 

diferencias entre los porcentajes de contracción máxima a ATP (Figura 6B).  
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Figura 6 Registro y cuantificación de la estimulación de la contracción por ATP 

en medio con Ca2+ y sin Ca2+ 

Efecto en la contracción máxima inducida por ATP en medio con 1.26 mM Ca2+ y 

0 mM Ca2+. A) Registro cinética contracción inducida a ATP en medio con 0 mM Ca2+ 

B) Porcentaje contracción máxima inducida a ATP en medio con 0 mM Ca2+ (1) 

cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP (15exps/3R), (2) 

cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP en medio con 0 mM Ca2+ 

(7exps/3R), (3) cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP en medio 

con 0 mM Ca2+ 5 minutos estímulo (7exps/3R) *p˂0.05. Test Kruskal-Wallis con post 

hoc test de Dunn, (4) Cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP 

postlavado (7exps/3R)  

8.2 Rol del cloruro en la contracción muscular inducida por ATP en células 

musculares lisas de venas intrapulmonares pequeñas de ratas (Objetivo 1). 

Para cumplir con el Objetivo 1 de esta tesis se realizaron experimentos funcionales de 

contracción en VIP de PCLS de ratas sanas donde se estudió el rol que cumple el ion 

cloruro asociado a la expresión funcional del canal TMEM16A. La racional fue que el 
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canal TMEM16A es más permeable a yoduro que a cloruro por lo que realizamos 

experimentos de contracción inducida por ATP donde la solución externa de 146 mM 

NaCl es reemplazada por 137.9 mM NaI. El Vm en reposo en las CMLV es 

aproximadamente -49 mV y no cambia al reemplazar Cl- por I- ya que no hay evidencia 

de la existencia de canales para I- y la salida de Cl- está limitada por la entrada de I-, 

que es más permeable que Cl-, a pesar de que la concentración externa de Cl- es de 

7.9 mM. Al inducir la contracción con 100 mM ATP en medio con 146 mM NaCl 

teóricamente el Vm cambiaría a -37 mV acercándose al Ecl (-25 mV), sin embargo, 

cuando inducimos la contracción con 100 mM ATP en medio con 137.9 mM NaI el Vm 

cambiaría a -81 mV, hiperpolarizando la membrana. De esta manera, se limitaría la 

despolarización inducida por la corriente de salida de cloruro e impediría la activación 

de los VDCC, provocando, por lo tanto, una menor contracción. Se realizaron 15 

experimentos en 3 ratas diferentes de contracción inducida a 100 µM ATP donde la 

solución externa era de 146 mM NaCl. Se realizaron 9 experimentos en 3 ratas 

diferentes de contracción inducida a 100 mM ATP donde la solución externa fue 

reemplazada por 137.9 mM NaI. La mediana del porcentaje de contracción máxima a 

100 µM ATP en medio con 146 mM NaCl (ATP Control) normalizada a 75 mM KCl fue 

de 78% (88.9%-69.2%) y el porcentaje de contracción máxima inducida a 100 µM ATP 

en medio con 137.9 mM NaI fue de 80.7% (102.5%- 69.3%), no existiendo diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos valores, datos que se muestran en la Figura 

7B y Figura 3 anexo 1. Interesantemente, se observó una diferencia en el registro de 

la cinética de la contracción inducida por 100 µM ATP en medio con 146 mM NaCl en 

comparación con la estimulación de la contracción con 100 µM ATP en medio con 

137.9 mM NaI, (Figura 7A). El registro característico de la cinética de contracción a 

100 µM ATP en medio con 146 mM NaCl muestra una contracción rápida que alcanza 

rápidamente el máximo y que se mantiene durante los 3 minutos de perfusión, 

relajándose la vena posterior al retiro del estímulo. Sin embargo, cuando estimulamos 

la contracción a 100 µM ATP en medio con 137.9 mM NaI se observa una contracción 

rápida, pero que se enlentece antes de alcanzar el máximo de contracción, alcanzando 

la contracción máxima sólo al final de los 3 minutos de estimulación (Figura 7A). El 

ajuste exponencial de los registros (Figura 7C) de 4 experimentos en 3 ratas diferentes 
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permitió obtener distintas constantes de tiempo Tau (Ƭ) de los registros de las cinéticas 

de contracción. Cuando se estimuló la contracción a 100 µM ATP en medio con 146 

mM NaCl el registro de la cinética de contracción se ajustó a un tiempo Tau, siendo la 

mediana Ƭ1 de 26.1 segundos (36.05s-16.38s). El ajuste exponencial se realizó a 

través de la siguiente fórmula:  

y = y0 + A1e(-(x-x0)/t1), donde y0: compensación 

                                            xo: punto centro 

                                            A1: amplitud 

                                            t1: constante de tiempo 

Interesantemente, cuando se estimuló la contracción a 100 µM ATP en medio con 

137.9 mM NaI, el registro de la cinética de contracción se ajustó a dos Tau, mostrando 

un componente rápido Ƭ1 cuya mediana fue de 17.8 segundos (18.86s-11.38s) y uno 

lento Ƭ2 cuya mediana fue de 240 segundos (10848s-78.78s). El ajuste exponencial 

se realizó a través de la siguiente fórmula:  

y = y0 + A1*e(-(x-x0)/t1) + A2*e(-(x-x0)/t2), donde yo: compensación 

           x0: punto centro 

           A1: amplitud 1 

           t1: constante de tiempo 1 

           A2: amplitud 2 

           t2: constante de tiempo 2 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p˂0.05), cuando aplicamos test 

Kruskal-Wallis con post hoc Test de Dunn. El registro de las cinéticas de contracción 

y la cuantificación de los datos se muestran en la figura 7A y B respectivamente.  
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Figura 7. Efecto del yoduro en la contracción inducida por ATP  

 

 

Efecto del reemplazo del cloruro por yoduro en la contracción inducida por ATP: A) 

Registro de la cinética de contracción a 100 µM ATP en medio con 146 mM NaCl y 137.9 mM 
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NaI. B) (1) Cuantificación del porcentaje de la contracción máxima a 100 µM ATP en medio 

con 146 mM NaCl (15exps/3R) y (2) en medio con 137.9 mM NaI (9exps/3R). C) Ajuste 

exponencial del registro de la cinética de contracción máxima a la estimulación de la 

contracción inducida por ATP en medio con NaCl y en medio con NaI. D) Cuantificación de las 

constantes de tiempo Ƭ1 y Ƭ2 a la estimulación de la contracción por ATP en medio con NaCl 

y en medio con NaI (4exps/3R), *p˂0.05. Test Kruskal-Wallis con post hoc Test de Dunn   

8.3 Determinación la respuesta contráctil inducida por ATP en presencia de 

inhibidores para TMEM16A en células musculares lisas de venas 

intrapulmonares pequeñas de ratas. (Objetivo 2). 

Hay diversos trabajos que estudian las distintas funciones y papel en diferentes tejidos 

del canal TMEM16A. Para poder realizar estos estudios se utilizaron moduladores 

farmacológicos como son los inhibidores que actúan sobre TMEM16A como Ani9, 

T16AinhAO1 y Benzbromarona que en concentraciones del orden de los 10 µM 

demostraron efectividad en estudios electrofisiológicos en células musculares lisas de 

arteria pulmonar de rata y en células de tiroides de rata que expresan TMEM16A, 

también en miografías en arteria coronaria descendente anterior izquierda, arterias 

coronarias septales y las arterias mesentéricas de tercer orden de ratas y en estudios 

de contracción (fuerza) en músculo liso de vía aérea humana (Forrest, 2012; 

Greenwood, 2019; Seo, 2016; Hao, 2021; Huang, 2012).  

En la Figuras 8 (A-C-E) se muestran los registros de las cinéticas de contracción 

máxima a 100 µM ATP en presencia de 10 µM Ani9, T16AinhAO1 y Benzbromarona, 

tres inhibidores que actúan sobre el canal TMEM16A. Como ya se describió, el registro 

de la cinética de contracción a 100 µM ATP en medio con 146 mM NaCl (control) 

muestra una contracción que alcanza un máximo de contracción rápidamente y que se 

mantiene durante los 5 minutos de perfusión. En general, la cinética de la contracción 

a 100 µM ATP en presencia de cualquiera de los tres inhibidores fue de una 

contracción rápida inicial y una posterior relajación durante los 5 minutos a pesar de la 

perfusión de ATP (Figuras 8 A-C-E).  
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Figura 8 Respuesta a inhibidores de TMEM16A a la contracción inducida por ATP 
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Respuesta a inhibidores de TMEM16A a la contracción inducida por ATP. A) 

Registro cinética del porcentaje máximo de la contracción a 100 µM ATP en presencia 

de 10 µM Ani9, B) (1) Cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP 

(15exps/3R), (2) cuantificación porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP en 

presencia 10 µM Ani9, preincubación Ani9 5 minutos (7exs/2R), (3) cuantificación 

porcentaje contracción máxima a 100 µM ATP en presencia 10 µM Ani9 (7exps/2R) a 

los 5 minutos de estímulo, (4) cuantificación porcentaje de contracción máxima a 100 

µM ATP después de sacar inhibición 10 µM Ani9 (4exps/1R) *p˂0.05. Test Kruskal-

Wallis con post hoc Test de Dunn y (5) cuantificación porcentaje de contracción 

máxima a 100 µM ATP (3exps/1R) *p˂0.05. Test Kruskal-Wallis con post hoc Test de 

Dunn, C) Registro cinética del porcentaje máximo de la contracción a 100 µM ATP en 

presencia 10 µM T16AinhAO1, D) (1) Cuantificación porcentaje contracción máxima a 

100 µM ATP (15exps/3R), (2) cuantificación porcentaje de contracción máxima a 100 

µM ATP en presencia 10 µM T16AinhAO1, preincubación T16AinhAO1 3 minutos, 

(4exps/2R), (3) cuantificación porcentaje de contracción máxima a 100 µM ATP en 

presencia 10 µM T16AinhAO1 a los 5 minutos de estímulo (4exps/2R) *p˂0.05. Test 

Kruskal-Wallis con post hoc Test de Dunn y (4) cuantificación porcentaje de 

contracción máxima a 100 µM ATP (4 exps/2R) *p˂0.05. Test Kruskal-Wallis con post 
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hoc Test de Dunn, E)  Registro cinética del porcentaje máximo de la contracción a 100 

µM ATP en presencia 10 µM Benzbromarona, F) (1) Cuantificación porcentaje máxima 

de contracción a 100 µM ATP (15exps/3R), (2) cuantificación porcentaje de contracción 

máxima por 100 µM ATP en presencia 10 µM Benzbromarona, preincubación 

Benzbromarona 5 minutos (7exps/3R), (3) cuantificación porcentaje de contracción 

máxima a 100 µM ATP en presencia 10 µM Benzbromarona 5 minutos de estímulo 

(7exps/3R) *p˂0.05. Test Kruskal-Wallis con post hoc Test de Dunn y (4) cuantificación 

porcentaje de contracción máxima a 100 µM ATP (7exps/3R) *p˂0.05. Test Kruskal-

Wallis con post hoc Test de Dunn.  

El gráfico de la Figura 8B y Figura 4 anexo 1 se muestra la cuantificación del efecto de 

Ani9 sobre la contracción inducida por ATP. La mediana del porcentaje de contracción 

máxima por 100 µM ATP normalizada a 75 mM KCl, como control, fue de 78% (88,8%-

69,2%). Una preincubación de 10 µM por 5 minutos del inhibidor Ani9, la mediana del 

porcentaje de contracción a 100 µM ATP máxima fue de 67,7% (77.7%-59.4%) y a los 

5 minutos de estímulo la mediana del porcentaje de contracción máxima a la 

estimulación por 100 µM ATP en presencia de 10 µM Ani9 disminuyó a 64.5% (69.5%-

56.6%), sin embargo, y sorprendentemente al remover los 10 µM Ani9 manteniendo el 

estímulo a 100 µM ATP por otros 5 minutos, la  mediana del porcentaje de contracción 

máxima siguió disminuyendo hasta un 43.3% (73.7%-34.9%), siendo esta diferencia 

estadísticamente significativo con respecto a la estimulación de la contracción a 100 

µM ATP control (p˂0.05). Finalmente, al estimular la contracción a 100 µM ATP 

después de 10 minutos de lavado con HBSS, la mediana del porcentaje de contracción 

máxima fue de 31.1% (49.5%-16.5%), siendo esta diferencia estadísticamente 

significativa con respecto a la estimulación control con 100 µM ATP (p˂0.05). 

El gráfico de la Figura 8D y Figura 5 anexo 1 muestra la cuantificación del efecto de la 

preincubación de 3 minutos T16AinhAO1 sobre el porcentaje de contracción máxima 

por 100 µM ATP normalizada a 75 mM KCl. Al estimular la contracción como control, 

con 100 µM ATP, la mediana del porcentaje de contracción máxima fue de 78% 

(88,8%-69,2%). Al estimular la contracción a 100 µM ATP en presencia de 10 µM 

T16AinhAO1 la mediana del porcentaje de contracción máxima fue de 61,7% (77.1%-
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45.8%) y a los 5 minutos de estímulo la mediana del porcentaje de contracción a la 

estimulación por 100 µM ATP en presencia de 10 µM T16AinhAO1 disminuyó a 42.4% 

(42.8%-31.2%) siendo esta diferencia estadísticamente significativa con respecto a la 

estimulación de la contracción a 100 µM ATP control (p˂0.05). Finalmente, al estimular 

la contracción a 100 µM ATP después de 10 minutos de lavado con HBSS, la mediana 

del porcentaje de contracción máxima fue de 40.7% (43.2%-33.6%), siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa con respecto a la estimulación control con 100 

µM ATP (p˂0.05). 

El gráfico de la Figura 8F y Figura 6 anexo 1 muestra la cuantificación del efecto 

Benzbromarona sobre porcentaje de contracción máxima por 100 µM ATP 

normalizada a 75 mM KCl en luego de una preincubación de 5 minutos de 10 µM del 

inhibidor. Al estimular como control, con 100 µM ATP, la mediana del porcentaje de 

contracción máxima fue de 78% (88,8%-69,2%). Al estimular la contracción a 100 µM 

ATP en presencia de 10 µM Benzbromarona la mediana del porcentaje de contracción 

máxima fue de 42% (56.2%-20.8%) y a los 5 minutos de estímulo la mediana del 

porcentaje de contracción a la estimulación por 100 µM ATP en presencia de 10 µM 

Benzbromarona disminuyó a 9.2% (21.6%-8.8%) siendo esta diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la estimulación de la contracción a 100 

µM ATP control (p˂0.05). Finalmente, al estimular la contracción a 100 µM ATP 

después de 10 minutos de lavado con HBSS, la mediana del porcentaje de contracción 

máxima fue de 18.7% (41.1%-14.4%), siendo esta diferencia estadísticamente 

significativa con respecto a la estimulación control con 100 µM ATP (p˂0.05). 
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9. Discusión 

Los resultados del Objetivo 1 muestran que al estimular la contracción con ATP en 

medio con NaI, no se produce una disminución significativa de la mediana del 

porcentaje de contracción máxima en comparación cuando estimulamos la contracción 

con ATP en medio con NaCl, sin embargo, de forma importante el registro de la cinética 

de contracción varía significativamente, cuando usamos NaI, la cinética de contracción 

en respuesta a ATP en presencia de NaCl es en una constante de tiempo (Ƭ1) y 

cuando usamos NaI, una cinética en dos fases significativamente diferentes en cuanto 

a sus constante de tiempo: una rápida (Ƭ1) y otra lenta (Ƭ2). La razón teórica de este 

cambio en la cinética de contracción se debe a que el Vm calculado, según la ecuación 

de Goldman, Hodgkin y Katz [Hodgkin y Katz, 1949], de la célula muscular lisa de las 

VIP en nuestros experimentos en reposo es de -49 mV, con ECl de -25 mV. Al estimular 

los receptores P2Y2/4 con ATP vía IP3, la concentración de calcio intracelular aumenta, 

lo que activaría el canal TMEM16A aumentando la permeabilidad de Cl- a 0.82 y en un 

medio con NaCl cambiaría el potencial de membrana a -37 mV, acercándose el Vm al 

ECl, produciéndose la corriente de salida de Cl-, la despolarización de la membrana, y 

como consecuencia la activación de los canales de calcio dependientes de voltaje, la 

entrada de Ca2+ y la mantención de la contracción tal como ha sido descrito para otros 

agonistas en otros células musculares lisas aisladas de arteria pulmonar humana 

[Yamamura, 2012; Chipperfield, 2000; Kitamura, 2001; Leblanc, 2005; Hirota, 2006; 

Huang, 2012; Danielson, 2015; Hübner, 2015; Danielson 2020; Le, 2019]. Por otra 

parte, como ya se mencionó anteriormente, la permeabilidad relativa del canal 

TMEM16A a yoduro respecto a K+ es mayor (PI/K:3.3) que la de cloruro (PCl/K:0.89), de 

manera tal que al estimular la contracción con ATP en medio con NaI, el aumento del 

[Ca2+]i activaría los canales TMEM16A, sin embargo, el Vm disminuiría a -81 mV, 

hiperpolarizando la membrana, e impidiendo la activación de los VDCC tipo L, 

impidiendo la entrada de Ca2+ a la célula e inhibiendo la mantención de la contracción 

vascular (ver Figura 9).  

 



43 
 

Figura 9 Modelo cambios Vm cuando se estimula la contracción por ATP en 

medio con NaCl y NaI 

 

Modelo cambios Vm cuando se estimula la contracción por ATP en medio con 

NaCl y NaI. A. Vm en estado de reposo. B. Cambio Vm al estimular la contracción por 

ATP en medio con NaCl. C. Cambio Vm al estimular la contracción por ATP en medio 

con NaI. 

Los resultados del objetivo 2 muestran que existen diferencias en los registros de las 

cinéticas de contracción máxima a la estimulación a ATP en presencia de uno de los 

tres inhibidores utilizados siendo una característica común para los tres inhibidores es 

que muestran una cinética rápida de contracción, sin embargo, todos presentan una 

relajación rápida que varía dependiendo del inhibidor (Figura 8 A-C-E). 

Resultados de la figura 8B muestran que hay una diferencia significativa cuando se 

estimula la contracción a ATP cuando se retira Ani9 del medio, disminuyendo la 

mediana del porcentaje de contracción máxima. Estos resultados sugieren que es 
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necesario pre-incubar más tiempo con Ani9 y además dar más tiempo de exposición a 

la estimulación de la contracción a ATP en presencia de Ani9.  

Curvas dosis-respuesta de medición de corriente en membrana apical de células FRT 

que expresan TMEM16A muestran que 10 µM Ani9 inhibe completamente la corriente 

del canal [Seo, 2016]. Por otra parte, el efecto de 3 µM Ani9 en estudios de miografía 

en arteria coronaria de rata Wistar machos provocó una inhibición pequeña, pero no 

significativa a la contracción inducida por U46619 un agonista del receptor 

Tromboxano A2 [Page, 2019]. Así mismo, en células musculares lisas de vena porta 

de ratón 1 µM Ani9 inhibió significativamente la corriente de cloruro activada por calcio. 

Sin embargo, resultados recientes señalan que Ani9 no bloquea efecto potenciador de 

ETX001, potenciador que promueve la hidratación de la mucosa en las vías 

respiratorias y elimina la mucosidad in vivo, actuando sobre canal TMEM16A. 

Tampoco la potenciación a ETX001 y la inhibición de TMEM16A por Ani9 afectan la 

contracción o relajación de muestras pulmonares humanas ex vivo [Danahay, 2020]. 

Una posible explicación de la inconsistencia entre estos datos con ETX001 y Ani9 y 

los estudios publicados, puede relacionarse con la falta de selectividad del inhibidor. 

Los datos presentados en estos estudios son inconsistentes con la hipótesis de que la 

modulación positiva de TMEM16A necesariamente inducirá la broncoconstricción o 

causará la constricción de la arteria pulmonar. Además, la inhibición de TMEM16A con 

el potente y selectivo inhibiodor, Ani9, no relajó el músculo liso bronquial humano, no 

estimuló la función de las células caliciformes y tampoco alteró el tono de la arteria 

pulmonar [Danahay, 2020]. No está claro el mecanismo de acción de Ani9, es una 

molécula pequeña que atraviesa la membrana de la célula [Seo, 2016], por lo tanto, su 

acción es intracelular y podría ser a nivel de los sitios de unión a calcio. Es importante 

considerar la importancia de realizar curvas dosis respuesta del inhibidor Ani9 a la 

contracción inducida por ATP para obtener su EC50 y comparar su sensibilidad con los 

otros inhibidores usados en este estudio.  

Los inhibidores T16AinhAO1 y Benzbromarona usados a 10 µM inhiben parcialmente 

la contracción cuando se estimula con ATP. La mediana del porcentaje de contracción 

máxima a los 5 minutos de exposición con ATP en presencia de 10 µM T16AinhAO1 
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fue de 42.3%, y para Benzbromarona de 9%, significativamente menor que el 

porcentaje de contracción máxima al estimular la contracción con ATP sin inhibidor 

(78%). La inhibición parcial con T16AinhAO1 sugiere que el inhibidor necesita de 

mayor tiempo de exposición para disminuir el máximo de la contracción inducida por 

ATP.  

Diversos estudios han demostrado que T16Ainh-AO1 induce vaso relajación en 

arterias pequeñas de resistencia, sin embargo, no está claro si actúan verdaderamente 

como inhibidores selectivos para los canales de cloruro activados por calcio, como 

TMEM16A.  Estudios de tensión en arterias mesentéricas de rata Wistar macho adulto 

mostraron que al estimular la contracción con noradrenalina la reducción máxima de 

la tensión se logró con 10 µM T16 AinhAO1 [Boedtkjer, 2015]. En otros estudios de 

tensión de arteria torácica de ratón, 10 µM T16AinhAO1 relajó un 80% a la contracción 

inducida por methoxamine, un agonista de receptor α-adrenérgico [Davis, 2013]. 

T16Ainh‐A01 provocó desplazamientos hacia la derecha en curvas dosis respuesta de 

U46619, un agonista del receptor de serotonina, en segmentos de la arteria coronaria 

ratas Wistar macho, tanto a 3 µM como a 10 mM versus DMSO [Page, 2019]. Es 

importante considerar la importancia de realizar curvas dosis respuesta del inhibidor 

T16AinhAO1 a la contracción inducida por ATP para obtener su EC50 y comparar su 

sensibilidad con los otros inhibidores usados en este estudio. A pesar de que se ha 

descrito como un potente inhibidor de canal TMEM16A, no está claro su mecanismo 

de acción. 

Para el caso de Benzbromarona se analizó su capacidad para relajar una contracción 

inducida por Ach en anillos traqueales de cobayos. Los anillos se trataron con dosis 

crecientes del antagonista. La benzbromarona a una concentración de 10 μM relajó 

significativamente una contracción inducida por Ach (70,9% de la fuerza contráctil) 

[Danielsson, 2015]. Además, PCLS de ratones C57BL/6 machos fueron usadas para 

estudios de contracción donde se estimuló la contracción con 0.3 µM de MCh 

observando una relajación de ~72% cuando se estimula la contracción con MCh en 

presencia de 10 µM Benzbromarona [Danielsson, 2015] Es importante considerar la 

importancia de realizar curvas dosis respuesta del inhibidor Benzbromarona a la 
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contracción inducida por ATP para obtener su EC50 y comparar su sensibilidad con los 

otros inhibidores usados en este estudio. Se ha descrito que el mecanismo de acción 

de benzbromarona sería bloqueando el poro del canal TMEM16A [Huang, 2012]. 

Cabe destacar que, para los tres inhibidores utilizados en esta tesis, después de 

removerlos mediante un lavado con HBSS por 10 minutos y volver a estimular la 

contracción con ATP la mediana del porcentaje de contracción máxima fue 

significativamente aún menor, lo que motiva a pensar que el inhibidor podría quedar 

unido al canal a pesar del lavado con la solución salina. Por la misma razón es 

importante considerar la necesidad de aumentar los tiempos de preincubación de los 

inhibidores y de estimulación de la contracción a ATP en presencia de los inhibidores. 

Estos resultados permiten señalar que fisiológicamente en las células musculares lisas 

de VIP existe la triada entre los receptores P2Y2/4, que vía IP3 estimula la apertura del 

IP3R, el cual permite la salida de Ca2+ desde ER, aumentando la concentración en el 

compartimento citoplasmático activando TMEM16A, generando una corriente de salida 

de Cl-, provocando despolarización de la membrana citoplasmática lo que trae como 

consecuencia la apertura de canales de VDCC tipo L generando entrada de más Ca2+ 

al espacio intracelular, contribuyendo en la mantención de la contracción inducida por 

ATP. Sin embargo, quedan pendientes los experimentos para evaluar la participación 

de VDCC de manera más directa como es realizar la estimulación de la contracción 

por KCl en presencia de los inhibidores de TMEM16A, esperando que la contracción 

no sea inhibida y estudios de señalización de Ca2+ en las células musculares lisas de 

VIP inducidas por ATP y KCl en presencia de los inhibidores para TMEM16A en PCLS. 

Además del uso de inhibidores será importante planificar experimentos con el activador 

Eact, activador del canal TMEM16A, en presencia de DHPs para demostrar la 

activación de VDCC a partir de canales TMEM16A. Eact ha mostrado aumento de la 

conductancia de CaCC en las células epiteliales de las glándulas submucosas 

salivales y de las vías respiratorias humanas, y estimularon la secreción de las 

glándulas submucosas en los bronquios humanos y la contracción del músculo liso en 

el intestino del ratón [Namkung, 2011]. En estudios de tensión de anillos traqueales de 

cobayos se estimuló la tensión con Eact (23.9%) en presencia de los inhibidores 
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Benzbromarona y T16AinhAO1 inhibiendo la contracción en 1.4% y 2.6% 

respectivamente [Danielson, 2020]. 

Se debe considerar como n válido a cada experimento de una misma rebanada ya que 

los vasos son diferentes: en diámetro y ubicación espacial dentro del tejido pulmonar. 

Por otra parte, cada rebanada es también diferente, ya que representan cortes 

espaciales distintos y que, por lo tanto, pueden contener venas que no están presentes 

en otras rebanadas. Además, con un mínimo de 3 animales diferentes podemos contar 

con un n suficiente para realizar los análisis estadísticos correspondientes. El único 

cuidado, aunque es un control interno de la técnica, es hacer dos experimentos con la 

misma vena ya que como son rebanadas existe la probabilidad, por continuidad, tomar 

dos rebanadas que contengan el mismo vaso   

La técnica de PCLS permite estudiar la funcionalidad contráctil de la vena en el 

contexto del tejido completo, donde además del vaso y en este caso, de la célula 

muscular lisa, esta está rodeada de otras células, como el endotelio y adventicia, 

además de fibras elásticas, alveolos, macrófagos, eritrocitos, señales moleculares 

paracrinas y muchos otros eventos que ocurren al mismo tiempo y que forman parte 

de las respuestas que estamos estudiando. Por ende, es importante señalar la 

necesidad de usar, en el futuro, otras técnicas complementarias para completar los 

resultados. Una de ellas es el uso de cultivos primarios de células musculares lisas de 

VIP de ratas para poder estudiar la funcionalidad y expresión de canal TMEM16A. Es 

posible que se pierdan algunos mecanismos fisiológicos al cultivar células aisladas del 

contexto que es estudiar las células en el tejido completo, sin embargo, el cultivo 

celular nos entrega la especificidad de estudiar receptores o canales en la célula de 

interés. Existe bibliografía respecto a la preparación y uso de células musculares lisas 

de arterias vasculares y órganos en diversos modelos animales [Zhang, 2016; Lee, 

2013], sin embargo, en VIP es muy limitado y es cuestionable su eficiencia. De lograrse 

se podrían realizar estudios de expresión de TMEM16A a través de 

inmunofluorescencia indirecta o inmunocitoquímica, ensayo de flujo de ion ioduro 

marcado con sonda fluorescente (YFP-I), RT q- PCR para detectar expresión de RNA 

y wester blot para ver la expresión del canal. Para complementar los estudios de 
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funcionalidad se podrían realizar registros de corriente de cloruro a través de patch-

clamp.  

Cabe destacar que también es necesario realizar estudios de otros canales iónicos 

que podrían estar participando en el aumento de la [Ca2+]i y que están presentes en 

las células musculares lisas como son los canales de entrada de Ca2+ operados por 

almacenamiento (SOCE). Agonistas fisiológicos promueven un aumento en la 

concentración de [Ca2+]i que provoca la liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico 

(RE) generando la entrada de Ca2+ a través de SOCE por depleción de Ca2+ desde el 

RE [Ávila-Medina, 2018]. En estudios de entrada de Ca2+ por depleción de los 

depósitos de Ca2+ a través de la estimulación repetitiva de receptores P2Y de cultivo 

primario de células musculares lisas de arterias coronarias de cerdo se observó la 

participación de SOCE, sin embargo, la participación fisiológica de SOCE en la 

homeostasis del Ca2+ en venas intrapulmonares no ha sido estudiada.   

El estudio de la funcionalidad contráctil de las células musculares lisas de VIP en 

PCLS, como ya se dijo, mantiene indemne todo el tejido pulmonar, por lo tanto, el 

mecanimo endotelial podría estar participando e inhibiendo la contracción a través de 

la vía de señalización intracelular NO, generación de GCs, activación de PKG, 

activación de MLCP y relajación [Kuo, 2015]. Sin embargo, nuestra técnica se basa en 

hacer circular una solución que contiene un agonista o antagonista a una velocidad de 

1 mL por minuto a través de una pequeña cámara donde está montada la rebanada, 

por lo que si se produce NO este sería retirado inmediatamente impidiendo la 

relajación de las VIP. Como una estrategia experimental, complementaria y como 

control para comprobar lo anterior, se podrían disecar venas intrapulmonares de mayor 

calibre al usado en estudios funcionales de contractibilidad en PCLS y usarlas en 

estudios de tensión (miografía), donde se puede retirar el endotelio y realizar los 

estudios funcionales de contracción comparando los resultados. Otra forma, es realizar 

experimentos con L-NAME que es un inhibidor del óxido nítrico sintetasa. 

Finalmente, cabe destacar que información entregada por varios investigadores, no se 

utilizaron anticuerpos por su baja especificidad para demostrar la presencia del canal 

TMEM16A. En estudios a futuro y para cumplir este objetivo, se propone determinar la 
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expresión de TMEM16A a través de la regulación a la baja del canal a través de la 

técnica de knock-down con shRNAs con vectores lentivirales [Moffat, 2006]. 

Importante mencionar que por primera vez se describe el canal de cloruro activado por 

calcio, del tipo TMEM16A en células musculares lisas de venas intrapulmonares de 

rata y que para su activación se requiere de la participación de los receptores 

purinergicos P2Y2/4. 
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10. Conclusiones 

Hay cambios importantes en la cinética de la contracción, particularmente la aparición 

de dos fases (una rápida y una lenta) en presencia de NaI, a pesar, de que no hay 

diferencias en el porcentaje máximo de la contracción al estimular con ATP en medio 

con NaCl y NaI,  

Los tres inhibidores no disminuyeron el porcentaje máximo de contracción, sin 

embargo, inmediata y rápidamente el vaso se relaja, afectando la mantención de la 

contracción en el tiempo.  

Con los resultados obtenidos podemos decir que el Canal de Cloruro activado por Ca2+ 

(TMEM16A) es funcional en células musculares lisas de venas intrapulmonares 

pequeñas de ratas y participa en la contracción muscular inducida por ATP. 
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11. Limitaciones 

Debido a la aparición aleatoria de animales procedentes del bioterio central con 

pulmones con signos macroscópicos de neumonía el n total de animales usados 

aumentó. Por otra parte, el n experimental de la cuantificación de la mediana de la 

contracción máxima por ATP (Control) fue obtenido a partir del primer grupo de 

animales tratados con antibióticos en el bioterio central.  
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13. Anexo 1 
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Figura 3 
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Figura 5 
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