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RESUMEN

La contraccién del misculo fiso de las vias aéreas (MLVA) inducida por agonistas colinérgicos,
como el carbacol y la acetilcolina se inicia por un incremento de la coneentracion de calcio (Ca™) citosalico.
Este aumento se origina mediante la entrada Ca®™ extracelular a través de canales operados por receptor,
entrada de Ca®" extracelular por canales dependientes de voltaje (tipo L), liberacién de Ca®* de los almacenes
intracelulares como el reticulo sarcopldsmico (RS) por la via 14,5 trifosfato de inositol (IP;} ¥ probablemente
de las caveolas membranales. En un medio libre de Ca®, la estimulacion de las preparaciones bronquiales con
carbacol produce una contraceién sostenida, mientras que, en las mismas condiciones, la contraccion que se
observa en el misculo liso traqueal s transitoria. Se ha sugerido que la fiente de Ca® para la contraccion
bronquial sostenida proviene del Ca® liberado del RS el cual es reutilizado. En visia de que los
fosfoinositidos participan directamente como mensajeros invalucrados en [a liberacion de Ca?® del RS, ¢l
propdsito de este estudio fue analizar la participacién del IPy en la contraccion sostenida observada en un
medio sin Ca™", Se utilizaron preparaciones de MLVA y bronquiales (17 y 3* generacion) y se determinaron
los fosfatos de inositol (IPs) mediante cromatografia de intercambio idnico. La acumulacion de IPs inducida
por carbacoi o histamina se midio por medio de curvas concentraciGn-respuesta a estos agonistas en el rango
de 10nM - | nM y 10 nM - 100 pM, respectivamente. Adicionalmente, se estudio el efecto de la incubacion
de !2-miristato 13-acetato de 4f forbol (PMA) y 12, 13-dibutirato de 4p forbal (PDB), durante 1h a 37°C
sobre la acumulacién de 1Ps inducida por carbacol. En otra serie de experimentos se estudié el efecto de la
calfostina C (1uM, durante 1h) sobre ta accion del PDB en la acumulacién de IPs inducida por carbacol en el
MLVA. También se determing el efecto de PMA y PDB (1uM) sobre la contraccién inducida por carbacol en
las preparaciones de MLVA y bronquiales. En este trabajo, encontramos que en ambas preparacienes la
acumulacion de 1Ps inducida por histamina fue significativamente menor que la producida por carbacol, lo que
sugiere Gue la contraccién inducida por histamina depende principalmente, de la entrada de Ca®* extracelutar
mas que de la formacion de IP; y liberacidn de Ca®* de! RS. El carbacol indujo un incremento de 1Ps,
dependiente de la concentracion, en una solucién con o sin Ca®. Por otro lado, el PMA produjo una lijera
inhibicién que no fue estadisticamente significativa, en la acumulacién de IPs inducida por carbacol en las
preparaciones de MLVA y bronquiales. Ademis, no modificd la contraccion inducida por carbacol en estas
preparaciones en ninguna de las soluciones empleadas. El PDB inhibi6 significativamente la formacion de
IPs, y Ia respuesta de contraccién sostenida en un medio sin Ca®™ la abatié casi completamente en ambos
tejidos. La calfostina C no revirti6 el efecto inhibitorio inducido por PDB en la acumulacién de iPs ep el
MLVA. Estos hallazgos sugieren que durante la contraccién bronquial sostenida en un medio sin Ca®* la
formacion de IP; juega un pape] importante y que la inhibicién de los IPs producida por el PDB es a través de

un mecanismo independiente de la PKC




I. INTRODUCCION

El musculo liso de las vias aéreas (MLVA), es uno de los tejidos del aparato
respiratorio que juega un papel importante para mantener un didmetro adecuado de
las vias aéreas para permitir €l paso del aire hacia los alvéolos. Cuando la
homedstasis de este tejido es alterada se puede presentar el fendémeno de
hiperreactividad de las vias aéreas, que consiste en un aumento en la sensibilidad del
musculo liso ante estimulos fisicos o quimicos (Hargreave y col.,, 1986). Esta
situacion hace que las vias aéreas respondan en forma exagerada ante ciertos
estimulos fisicos (aire frio, inhalacién de soluciones hipotonicas) o quimicos
(metacolina, histamina} produciendo una disminucidn en su calibre y dificultando el
paso del aire. Este fenémeno, que s reversible, es un rasgo caracteristico del asma
bronquial. Por lo tanto, resuita de vital importancia conocer con mayor precision los
mecanismos fisiologicos por los cuales ¢l musculo liso se contrae y se relaja para

poder entender mejor el fenémeno de hiperreactividad de las vias aéreas.

Mecanismo de contraccion en el MLVA

Para que la contraccion dei MLVA tenga lugar ¢s necesario un incremento de
la concentracion de calcio (Ca®") citosélico. Este aumento se origina por tres
mecanismos (Baron y col., 1989; Coburn, 1979; Daniel y col., 1991; Hashimoto y
col, 1985, Marmy y col.,, 1993; Fujimoto, 1993; Montafio y col., 1996; Janssen,
1997):
1) Entrada de Ca’* extracelular a través de los canales operados por receptor.
2) Entrada de Ca™ extracelular por canales dependientes de voltaje (tipo L).
3) La liberacion de Ca?" de los almacenes intracelulares como el reticulo
sarcoplasmico (RS) por la via de 1,4,5 trifosfato de inositol (IP;) y probablemente

de las caveolas membranales.




En este tipo de tejido, se ha observado también la presencia de canales
sensibles a Ca** en la membrana del RS. Estos canales se identifican con las siglas
CICR que significa Ca” induce la liberacion de Ca® y son activados por niveles
micromolares de Ca®', rianodina, nucleétidos de adenina y cafeina (Endo e lino,
1993), pero ain no se ha determinado todavia su participacién en la contraceién.

Como consecuencia del incremento en la concentracidn citosélica de Ca**, se
genera una cascada de eventos que culmina en la contraccion muscular por
activacion de tos mecanismos que llevan a producir el deslizamiento de las proteinas
contractiles.

En el MLVA, la estimulacién de los receptores muscarinicos M; (Al-Hassani
y col, 1993) ¢ histaminérgicos H; (Douglas y Brink, 1989; Hall y Hill, 1988;
Kotlikoff y cal., 1987), por sus respectivos agonistas, activa a la fosfolipasa C
(PLCP, Yoshida e Imai, 1997), a través de una proteina G (Gq) insensible a toxina
pertussis (Challis y col., 1993; Neer, 1995) con la subsecuente hidrolisis del 4,5
bifosfato de fosfatidil inositol (PIP;) y la consecutiva generacion de dos segundos
mensajeros, iPs y el 1,2 diacilglicerol (DG). EIl IPy se une a sus receptores
especificos de 1a membrana del RS induciendo la liberacion de Ca® aj citosol
(Somlyo y col,, 1985), y el DG activa a la proteina cinasa C (PKC). Esta ultima
parece estar involucrada en fosforilar la cadena ligera de miosina y favorecer la
contraccion del misculo liso (Kamm vy col., 1989).

En el musculo liso se han descrito dos mecanismos de acoplamiento
excitacién/contraccién, uno farmacomecénico y otro electromecéanico: El primero
opera a través de varias sefiales de transduccion celular, mediadas por la activacién
de receptores de membrana, que pueden cambiar los niveles de contraccién sin una
modificacion necesaria en el potencial de membrana. Los mecanismos producidos
por el acoplamiento farmacomecanico son la liberacién de Ca’* del RS por el 1P,
generado por la cascada de fosfoinositol y la fosforilacién de ia MLCy (Horowitz y

col., 1996; Somlyo y Soinlyo, 1994) y son los responsables de iniciar la contraccién.




El acoplamiento electromecanico operz a través de cambios en el potencial de
membrana plasmética (depolarizacién) generados por la apertura de canales
catibnicos operados por receptor. Esta depolarizacién produce la apertura de canales
de Ca®* tipo L, que son sensibles al voltaje, siendo una de sus funciones la de
abastecer de Ca® al reticulo sarcoplasmico (Bourreau y col., 1991; Montafio y col., -
1996).

La respuesta de contraccién inducida por carbacol (un agonista colinérgica)
esta compuesta de dos fases, la fisica y la ténica. El componente fasico es la
respuesta de contraccién inicial que se caracteriza por un incremento de CaZ
croplasmico hasta por mas de 10 veces (de 100 nM a 800-1000 nM) vy constituye el
principal mecanismo que inicia la contraccion (Rodger, 1985; Kajita y Yamaguchi,
1993). El Ca™ sc une a la calmodulina, y la asociacién del complejo Ca®'-
calmodulina con la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) activa a esta
enzima para fosforilar a la serina en la posicién 19 sobre la cadena ligera reguladora
de miosina (MLCy, 20.000 Da). Esta fosforilacién permite a la ATPasa de miosina
ser activada por la actina y, er consecuencia, ¢l miisculo se contrae (Somlyo y
Somlyo, 1994).

En la contraccion del miisculo liso existe una correlacién muy estrecha entre
el inicio de la contraccién y las concentracion intracelular de Ca®* ([Ca®'] i). Sin
embargo, durante la contraccién sostenida, esta correlacién no existe, es decir, existe
una independencia entre la contraccién del tejido y la [Ca?* ]i. En este sentido, se ha
observado que durante esta fase tomica existe una disminucién tanto de la
fosforilacion de la cadena ligera de miosina como un rapido regreso de Ia
{Ca™]cercano a niveles basales sin que s¢ produzca una pérdida de la tengion
(Aksoy y col., 1982; Park y Rasmussen, 1986).

La adicidn de carbacol a la preparacién de musculo liso traqueal de perro en
un medio libre de Ca®* induce una contraccion rapida y transitoria, mientras que, en

la preparacion de bronquio, induce una contraccién sostenida. Esta diferencia en la




respuesta de contraccion ha sido atribuida a la presencia de cartilago en el tejido
bronquial.

En 1983 Foster y colaboradores postularon que el cartilago de las vias aéreas
podria actuar como un reservorio de Ca™" y proveer de este ion al tejido para la
contraccion inducida por un agonista en un medio sin Ca*". Sin embargo, Montafio y
colaboradores (1996) demostraron que el cartilago no es la fuente principal de Ca*
ya que, al incubar el tejido bronquial con acido ciclopiazénico (CPA, bloqueador de
la ATPasa del RS), anularon totalmente la contraccién bronquial sostenida inducida
por carbacol en un medio sin Ca®". Actualmente se ha propuesto que para mantener
la contraccion sostenida es posible que el Ca® se recicle a través de los canales tipo
L de un compartimento localizado fuera de la membrana plasmitica (caveolas) hacia
el RS, y que este fendmeno depende de la toma funcional de Ca®* en el RS (Montafio

y col, 1996).

Metabolismo de fosfoinositidos en el MLVA

La interaccidn de agonistas (bradicinina, histamina, carbacol, etc.) con su
receptor provoca el rompimiento fosfodiéster del PIP, por la PLC, dando lugar al 1P
y DG (Berridge, 1988). El [P; es desfosforilado por la 5-fosfatasa a (1,4) bifosfato de
inositol (IP;), el cual a su vez, se cree que es desfosforilado casi exclusivamente a
(4) fosfato de inositol (IP)) por la (1,3,4) trifosfato de inositol/(1,4) bifosfato de
inositol-1-fosfatasa. Por otro lado, en algunos tejidos existe 1a 3-cinasa que transfiere
un fosfato de ATP a la posicion 3 del IP; para formar (1,3,4,5) tetrafosfato de
inositol (IP;). Astmismo, esta molécula puede ser desfosforilada por la misma 5-
fosfatasa que degrada IPy para formar un inositol trifesfato isomérico (1,3,4)
trifosfato de inositol (iPs*). Este isdbmero es desfosforilado por la (1,3,8)trifosfato de
inositol /(1,4)bifosfato de inositol-1-fosfatasa a (3,4)bifosfato de inositol (IPy*) y
(1,3)bifosfato de inositol (IP,**). Estos bifosfatos, a su vez, son desfosforiladas a

una mezcla de esterecisémeros (1)osfato de inositol {IP*} y (3)fosfato de inositol




(IP**). Estos fosfatos de inositol son desfosforilados a inositol por la IP fosfatasa
para ser incorporados al fosfatidilinositol (PIP) de }a membrana celular a través de la
enzima CDP-diacilglicerol-inosito! 3-fosfatidiltransferasa.

La complejidad de la via metabélica del IP; sugiere que, ademas de la accién
de movilizacién de Ca®*, otras funciones bioldgicas pueden ser reguladas POr uno ©
mas de estos metabolitos (Berridge, 1985, 1988; Hughes y col., 1990; Ragan, 1990)
(Fig . A).

PA —» DG

\ + ]
PIP, l P, . 1P, “

T 1P, P>
PI i P>+ l

P> P

INOSITOL

Fig. A.  Metabolismo de fosfoinositides . La activacion del receptor de membtana activa a Ia
PLC, la cual rompe al 1,4 bifosfato de fosfatidil inositol (PIP2} en dos segundos mensajeros 1,2
diacilglicerol (DG} e IP5 . Los dos estan directamente relacionados a través de una secuencia de
reacciones quimicas para posteriormente formar fosfatidil inositol (PI) y PIP,. Los ciclos
requieren de la presencia continua de ATP y citidina trifosfato (CTP), los cuales son las fuentes de
los grupos fosfatos. Algunos metabolitos son ademds citidina monofosforilfosfatidato (CMPPA),
acido fosfatidico (PA).




Participacion de la proteina cinasa C en ef MLVA

La PKC toma parte en la regulacién de varias respuestas celulares como
crecimiento, diferenciacion, metabolismo, secrecién y contraccion {Nishizuka,
1992). En general, la PKC traduce seiiales extracelulares {ej. hormonas,
neurotransmisores y algunos factores de crecimiento) por fosforilacién de proteinas
celulares sobre residuos especificos de treonina y serina, para producir una respuesta
fisiologica. La enzima se activa cuando aurnenta la concentracion de DG (activador
fisiologico de la PKC) y por concentraciones micromolares de Ca’ en presencia de
fosfolipidos acidicos, particularmente fosfatidil serina (Takai y col., 1979). El DG
es generado por la hidrélisis de PIP, inducida por el agonista en la membrana
plasmatica a través de la activacién de la PLC especifica de fosfoinositidos
(Berridge. 1984) y ademas por la hidrolisis de fosfatidil colina (PC) a través de la
fosfolipasa D (PLD).

Existen numerosas isoformas de PKC con diferentes caracteristicas
bioquimicas y substratos (Hug y Sarre, 1993; Nelsestuen, 1991). Las isoformas de
PKC varian tanto en su distribucion en los tejidos como en su funcién y han sido
clasificadas principalmente en tres grupos (Nishizuka, 1992):

1} Grupo A: isoenzimas dependientes de Ca’* convencional (cPKC-at B, Bilyy)
2) Grupo B: isoenzimas independientes de Ca>* (nPKC-§, -€, -1,y -6)
3) Grupo C: isoenzimas atipicas (aPKC-C, -y, -1, -A ).

Las isoenzimas expresadas en ¢l ML VA de perro son PKC-Bi, - BII, -6, -¢, -8
Y -G lo cual sugicre un papel multifuncionai de la PKC en el MLVA de perro
(Donnelly y col., 1995).

Se considera que la PKC estd involucrada en la fase sostenida de la
contraccion del masculo liso ya que los ésteres de forbol, activadores de la PKC,
causan contraccion sostenida de una variedad de musculos lisos vasculares y en el
traqueobronquial.

Sin embargo, también se ha propuesto que la activacion de la PKC, por los




ésteres de forbol (12,13-dibutirato de 4B forbol [PDB], 12-miristato 13-acetato de
4p forbol [PMA), etc), pueden inhibir a ta PLC (Griendling y col., 1991), y evitar la
liberacion de Ca®* de los almacenes intracelulares por la disminucién de la
biosintesis de I1P;, lo que hace a estos compuestos una buena herramienta

farmacoldgica para estudiar los mecanismos intracelulares de liberacion de Ca”’.




II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la contraccién de las preparaciones de!l MLVA inducida por
acetilcolina se produce IP; el cual, al unirse al receptor especifico en el reticulo
sarcoplasmico, libera el Ca®" necesario para iniciar la contraccién del tejido. En un
medio libre de Ca®", la estimulacion de las preparaciones de MLVA con carbacol
produce una contraccion transitoria, mientras que, en las mismas condiciones, la
contraccion que se observa en las preparaciones bronquiales es sostenida. En este
sentido también se ha demostrado que la fuente de Ca™ para esta contraccion
bronquial sostenida, proviene de las reservas intracelulares, y s¢ ha sugerido que
dicho Ca™ es recapturado en estos almacenes intracelulares. En vista de que los
fosfoinositidos participan directamente en el sefialamiento transmembranal y en la
liberacion de Ca®* de los almacenes intracelulares, ¢} propésito de este estudio fue
analizar si el IP; participa en la contraccion sostenida observada en un medio sin

Ca®

HIPOTESIS

&Ei IP5 juega un papel primordial en el desarrolio de la contraccion sostenida

en un medio sin Ca®*?




III. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar si ia contraccién sostenida del musculo liso traqueal y bronquial
de las vias aéreas inducida por carbacol en un medio sin Ca** es dependiente del

trifosfato de inositol.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Investigar si durante la contraccién bronquial sostenida inducida por carbacol en
un medio sin Ca”" se generd trifosfato de inositol en las siguientes preparaciones:
a) Preparacién bronquial (PB) constitvida por bronquio con musculo liso y
cartilago, sin epitelio.
b) Preparacion muscular ( MLVA, solamente musculo liso traqueal)

¢) Preparacién de cartilago (solamente cartilago)

2. Explorar si en la contraccion inducida por histamina en un medio sin Ca®™ se

generd trifosfato de inositol en las mismas preparaciones del apartado anterior.

3. FEstudiar si los ésteres de forbol (PMA y PDB) bloquean la formacién del

trifosfato de inositol,

4, Determinar la participacion de la PKC en la formacién de IP;, utilizando un

inhibidor especifico de esta proteina {calfostina C).




IV. METODOS

Se ha observado en células de misculo liso arterial que la utilizacién de una
alta concentracion de glucosa en la solucién fisiologica .empleada permite la
acumulacion de sorbitol dentro de las células de musculo liso. Esta acumulacién esta
asociada con la deplecion de mio-inositol dando como resultado la supresion del
metabolismo de los fosfoinositidos (Sakakibara y col., 1993). Por lo tanto, se
utilizaron diferentes soluciones fisioldgicas para determinar su efecto sobre la
acumulacion de fosfatos de inositol (IPs) en las preparaciones de MLVA vy

bronquiales.

SOLUCIONES
La composicion de las soluciones usadas fue la siguiente:

1) Krebs Ringer con Ca™ {KR+Ca™), {fmM}: NaCl 115, NaHCO; 22, KCi 4.6,
NaH;PO,H,0 1.16, MgS0,4.7.H,0 1.16, CaCl, 2.5, glucosa 11, indometacina 10 uM
(utilizada para suprimir la produccion de prostangiandinas). Esta solucidn solo se
utilizé para disecar el tejido.

2) Krebs con Ca’*, Hepes y glucosa (KH+Ca®"), (mM): NaCl 115, HEPES 25,
KC1 4.6, MgS04.7H,0 .16, CaCl;.2H,0 2.5, glucosa 11.

3) Krebs sin Ca® , Hepes y glucosa (KH-Ca™): con la misma composicion que
la anierior sin inclair CaCl, y afiadiendo EGTA 0.1 mM.

4) KR+Ca™ y sin glucosa. (mM): NaCl 115, NaHCO; 22, KCi 4.6, MgSO,. 7
H,0 1.16, CaCl; 2.5, indometacina 10 pM.

5) KR-Ca** y sin glucosa, aiiadiendo EGTA 0.1 mM.

Las soluciones se burbujearon con una mezcla de O, /CO;, 95-5 % respectivamente,

y se mantuvieron a pH 7.4.
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TEJIDOS

Se utilizaron perros criollos adultos (18-25 kg) de sexo indistinto, donados
por el Centro de Control Canino de Azcapotzalco. Estos animales se mantuvieron en
cuarentena en el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Los

perros se sacrificaron por una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/kg de

peso, Anestesal).

Preparacion Bronguial

La preparacion bronguial se obtuvo del bronquio 1% generacién. Se realizé un corte
en ¢l espacio intercostal derecho, entre la cuarta y quinta costillas, retirando el
corazon y cortando la aorta y la vena cava para separar el arbol bronquial. El
bronquio de primera generacion se coloco inmediatamente en solucion KR+Ca®*. Se
le retiraron el parénquima pulmonar, el epitelio y el tejido conectivo obteniendo una
preparacion solamente con masculo liso y cartilago. Usando un microscopio
estereoscopico, se cortaron tiras de aproximadamente 2 mm de ancho x § mm de

largo, y de 100 a 120 mg de peso.

Preparacién de miscule lisa

iL.a preparacion muscular se obtuvo dei miscuio liso de la traquea. Se realiz6 un
corte en la porcion ventral del cuelio por la linea media para disecar la traquea que
inmediatamente se colocé en solucion KR+Ca®'. Se cortd longitudinalmente a través
de los anillos de cartilago traqueal para disecar ¢l MLVA hasta dejarlo practicamente
sin epitelio ni cartilago. Se obtuvieron tiras de aproximadamente 2 mm de ancho x 5

mm de largo, y de 100 a 150 mg de peso.

Preparacién cartilaginosa
La preparacion de cartilago se obtuvo de los anmilles de cartilago traqueales

disecandolos perfectamente; se obtuvieron muestras de 100 a 120 mg.
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INCUBACION DE LOS TEJIDOS CON MIO-INOSITOL (]
' La incubacién de los tejidos antes mencionados con mio-inasitol [H] se
realizd con las soluciones fisiolégicas descritas anteriormente:

Después de dos lavados con la solucién de Krebs respectiva, se coloco cada
uno de los tejidos en 10 mL de solucién de Krebs y se les agregaron 150 pl de mio-
inositol [H?] (Inositol-myo-{2-’H(N)]- 5mCi, actividad especifica 777 GBg/mmol,
DuPont). Se incubaron en un bafio metab6lico GCA (Precision Scientific) a 37°C
durante 4 h, con burbujeo y agitacion constantes.

Posteriormente se elimind el exceso de marca radiactiva de los tejidos
lavandolos dos veces con una solucién de KR-Ca**. Cada tejido se coloco en tubos
de plastico (13 ml, 95x16 mm; Sarstedt) y se les afiadié 1ml de cualquiera de las
soluciones antes mencionadas con o sin Ca®™ + LiCl (10mM); el proposito de afadir
Li" en las preparaciones es la de inhibir a la enzima monofosfatasa para permitir la
acumulacion de IPs (Ragan, 1990) . Todos los tubos se incubaron por 10 min a 37°C
con burbujeo y agitacion constantes. Los tejidos una vez marcados, se estimularon
con carbacol durante 30 min. A cada tubo se le afiadieron 200 pl de 4cido perciorico
al 30% para detener la reaccién . Posteriormente todas las muestras se sonicaron y

congelaron durante 24 h a -7°C,

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

La cromatografia de intercambio idnico fue realizado como lo propusieron
Berridge y colaboradores (1983) de la siguiente manera: todas las muestras se
descongelaron y se centrifugaron a 3000 g durante 15 min. Los sobrenadantes se
decantaron a otros tubos y se neutralizaron con 755 pl de KOH (1.5 M) + Hepes 75
mM) a pH de 7.0-7.5, y se aplicaron a una columna de cromatografia de intercambio
ibnico (AG1-X8, malla 100-200, Bio -Rad). La resina de intercambio iénico (AG1-
X8, tipo formato) se lavé previamente 2 veces con 10 mL de agua destilada y 10 mL

de formato de amonio 60 mM + tetraborato de sodio S mM para eliminar el mio-
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inositol[H?] libre y el glicerofosfoinositol, respectivamente. Las fracciones de los
fosfatos de inositol se recuperaron en viales de liquido de centelleo de 1a siguiente
manera: se realizaron 2 eluciones de 4 mL de borato de sodio 5mM + formato de
sodio 180 mM para recuperar ¢} [P}, 2 eluciones de 3 mL de 4cido formico 0.1M +
formato de amonio 0.4 M para recuperar el IP;, y una elucion de 4 mL de acido
formico 0.1M + formato de amonio 1M para recuperar el IP;. A cada vial se le
anadieron 4 mL de liquido de centelleo y se agitaron vigorosamente. Finalmente se
determiné la cantidad de [H')IPs empleando un contador de centelleo liquido

(Beckman LS 6000SE).

ACUMULACION DE FOSFATOS DE INOSITOL (1Ps).

La acumulacién de IPg inducida por carbacol o histamina se estudié por
medio de la realizacion de curvas concentracidn-respuesta a estos agonistas (10 nM -
1 mM y 10 nM - 100 uM, respectivamente). Se utilizé histamina con el propésito de
corroborar la técnica con un agonista que no utiliza la via del IP;. Para cada
concentracion los tejidos se estimularon durante 30 min con su respectivo agonista.
Adicionalmente, se estudié el efecto de la incubacién de PMA y PDB (1 nM - 1uM)
durante 1h a 37°C sobre la acumulacién de TPs inducida por carbacol. En otra serie
de experimentos se estudio el efecto de la calfostina C (1u M, durante th) sobre la
accion del PDB ¢n el MLVA,

Por ser la calfostina C extremadamente fotosensible, los experimentos se
realizaron en la obscuridad. En experimentos previamente realizados se comprobo

que la calfostina C no estaba inactiva.

EXPERIMENTOS EN CAMARAS DE ORGANOS AISLADOS.
Para estos experimentos se utilizaron las siguientes soluciones:

1) KR+Ca™

2) KR-Ca**
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En estos experimentos se utilizaron preparaciones de MLVA (este tejido fue
disecado como se describié anteriormente} y bronquiales (se disecaron anillos
bronguiales de 3* generacion del lobulo pulmonar superior izquierdo de perro sin
quitar estructuras adyacentes al ML VA como cartilago y epitelio).

Las preparaciones bronquiales y de MLVA se colocaron en cémaras de
6rganos ajslados que contenian 5 mL de KR+Ca>", pH 7.4, a 37°C, burbujeado con
una mezcla 0,-CO; (95-5%). La tension isométrica se registrd en un dindgrafo
Beckman R 612 (Beckman Instruments, USA) a través de un transductor Gould
Statham UC3. Las preparaciones se estabilizaron en reposo durante 30 min a una
tensién 1.0 - 1.5 g antes de iniciar los experimentos. Durante ese tiempo la solucién
KR+Ca®* se cambio una sola vez.

Los tejidos se estimularon tres veces con KCl (60 mM) en KR+Ca®. Cada
respuesta de contraccidén a KCl se mantuvd durante 20 min antes de lavar el tejido,
con el proposito de estabilizar la respuesta. Las respuestas de contraccion se

expresan como porcentaje de respuesta al tercer estimulo de KCI (60 mM).

Contraccién inducida por carbacol en KR-Ca® en el MLVA y PB.

La sensibilidad de los almacenes intracelulares al carbacol fue evaluada
indirectamente estimulando con la concentracion efectiva 50% de carbacol (CEg, =
0.42 uM) durante 20 min en KR-Ca® en las preparaciones de MLVA y bronquiales.
En estas condiciones, la contraccién méxima inducida por carbacol represent$ en
forma indirecta, la cantidad total de Ca’" intracelular disponible (Bourreau y col.,

1991; Marthan y col., 1987; Montafio y col., 1996).

Efecto de los ésteres de forbol PMA y PDB sobre la contraccion inducida por
carbacol
Para evaluar el pape! de la PKC sobre la respuesta de contraccion del MLVA

y bronquio al carbacol, las preparaciones se incubaron durante 1h con PMA y PDB
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(1uM) en KR+Ca®" y KR-Ca?".

FARMACOS

La mayoria de los firmacos se obtuvieron de Sigma Chem. (ST Louis, MO
USA), excepto el acido perclérico (69.72%), el KOH y el CaCl, (Baker Analized) y
el mio-inositol {H*) (New England Nuclear Boston, MA, USA). El diclorhidrato de
histamina y el cloruro de carbamil colina (carbacol) se disolvieron en agua
desionizada. La indometacina y el EGTA se disolvieron en Na,CO; al 1% y se
afiadieron a la solucion KR (concentracion final de Na,C0O; 0.001%). El PMA, el
PDB y la calfostina C (RBI, Natick, MA, USA) se disolvieron en N,N-dimetil

forimamida.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se evaluaron mediante analisis de varianza de una via y prueba de
Dunneti. En otras comparaciones se utiliz6 la prueba t de Student no pareada para
una muestra. La reactividad a carhacol fue evaluada a través de la concentracion
efectiva 50% (CEs;). La CEsg fue calculada, para cada curva, por regresion lineal de
los valores transformados a -logaritmo de la concentracién y la respuesta como
probits. Los valores p<0.05 bimarginal se consideraron estadisticamente
significativos. Los valores de "n" representan el nimero de perros en cada
experimento. Los resultados que aparecen en el texto y las figuras corresponden al
promedio * error estandar. Los resultados de IPs se expresaron en % con respecto a

la basal.
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V. RESULTADOS

INFLUENCIA DE LA GLUCOSA EN LA FORMACION DE FOSFATOS DE
INOSITOL INDUCIDA POR CARBACOL EN LAS PREPARACIONES DE
MLVA ¥ BRONQUIALES

El incremento en la acumulacién de IPs se presentd en funcién de la
concentracion del agonista (Fig. 1). En KH+Ca®", la concentracion de carbacol con
la que se obtuvé la respuesta maxima de la preparacion de MLVA fue de 100 uM
(n=6, 304.62+100.04 %), mientras que en el KH-Ca®" se obtuvo con 1mM (n=6,
252.98 + 86.09%). Para la preparacién bronquial en KH+Ca®* la respuesta maxima
se alcanzoé con 10 uM (n=6, 334£131%) y con KH-Ca®" a 1uM de carbacol (n=6,
286.3+ 118%).

La acumulacién de IPs producidos por carbacol en las preparaciones de
MLVA en KR+Ca®y KH+Ca® fue dependiente de la concentracién. Sin embargo,
como se observa en la Fig. 2 A a utilizacion de KR+Ca™ produjo un incremento en
la acumulacién de IPs con respecto a KH+Ca®. Este incremento fue altamente
significativo (p<0.01, Fig. 2B) cuando se evalué el % de la respuesta maxima en la
acumulacién de IPs inducida por carbacol en KR+Ca® (n=5, 1.08+0.147) y
KH+Ca?" (n=6, 0.387+0.09); no hubo diferencias significativas con respecio a la
CEso- Estos hallazgos sugirieron que la glucosa estaba interfiriendo en la produccion
de fosfatos de inositol por lo que para los siguientes experimentos solo se utilizé KR

sin glucosa.
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EFECTO DE HISTAMINA O CARBACOL SOBRE LA ACUMULACION DE
FOSFATOS DE INOSITOL EN SOLUCION DE KREBS RINGER con o sinCa’*

Efecto de histamina en las preparaciones de MLVA y bronquiales

En el MLVA, la histamina indujo un leve incremento de la acumulacion de
IPs dependiente de la concentracién empleada del agonista (Fig. 3). La acumulacién
méxima de IPs inducida por este agonista se obtuvo con 10 pM (n= 4, 77.81+24.97
%) en KR+Ca®’, mientras que con 100 uM (n=4, 34.64+17.64 %) en KR-Ca®*. Por
otro lado, en ¢l bronquio se observé que la acumulacion maxima de IPs inducida por
100 M de histamina en KR+Ca®" fue 76.12+22.14% (n=4), y 15.02429.58% (n=4)
con [0 pM de histamina en KR-Ca™. Sin embargo, todos estos incrementos no

fueron estadisticamente significativos cuando se compararon con su basal,

Efecto de carbacol en el MLVA y PB

En KR+Ca® y sin Ca®* el incremento en la acumulacion de IPs en la
preparacion de MLVA fue dependiente de la concentracion de carbacol emplieada
(Fig. 4). La acumulacién méxima de IPs inducida por carbacol en el KR+Ca®" se
observo con ImM (n=5, 1103.96 + 154.48 % }y en KR-Ca®* a 100 uM (n=5, 786.13
= 160.80 %). Por otro lado, en el bronquio la acumulacién de IPs también fue
dependiente de la concentracién del agonista (Fig 5). La acumulacion méaxima de los
IPs se observo con 100 pM en el KR+Ca® y fue de 353.73 + 50.35 % (n=7) y para
KR-Ca® de 428.18 + 24.49 % (n=7). También observamos que la presencia o
ausencia de Ca®* en el medio no modifico el -Log CEs; asi como en la respuesta

maxima de acumulacion de IPs en ambos tejidos.
Efecto del carbacol en tefido cartilaginoso

La acumulacién de 1Ps inducida por carbacol en el cartilago se mantuvo por

abajo de su propia basal en todas las concentraciones sin ser significativamente
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menor (n=3, Fig. 6).

EFECTO DE LOS ESTERES DE FORBOL SOBRE LA ACUMULACION DE
FOSFATOS DE INOSITOL INDUCIDA POR CARBACOL

PMA

En las preparaciones de MLVA (n=8) y bronquiales (n=6) el PMA produjo un
efecto inhibitorio minimo en la acumulacién de IPs inducida por carbacol (100 uM))
sin que se observaran diferencias significativas (Fig. 7). En la preparacion de
MLVA el efecto maximo de inhibicién del PMA sobre la formacién de los IPs se
observo con 0.1 pM, y en el KR+Ca®* fue de 19.98 = 14.42 %, y para KR-Ca®" fue
de 35.90 + 21.23 %. En el caso del bronquio, PMA (1pM) inhibié la formacion de
IPs un 30.94+15.36 % en KR+Ca®*"; pero en KR-Ca** PMA (0.1uM) tuvo un efecto

inhibitorio maximo de 24.02 £+ 16.9 %.

PDB

El efecto maximo inhibitorio del PDB (0.1 uM) en la acumulacién de IPs
inducida por carbacol en la preparacion de MLVA (n=11), fue de 6346 + 16 % y
para el bronquio (n=7) de 38.75  15.27 %, ambos en KR+Ca™ (p<0.05). En KR-
Ca’" se observé que la maxima inhibicion producida por PDB (0.1uM) en el MLVA
fue de 74.14 £ 12.38 % y para el bronquio (1pM) de 46.64 + 13.64 % (p< 0.05, Fig.
8).

EFECTO DE LA CALFOSTINA C SOBRE LA ACCION DEL PDB EN EL
MLVA

El efecto inhibitorio inducido por PDB (1M, n=6) en la acumulacion de IPs
en las preparaciones de MLVA fue de 57.33+ 4.4%. Este efecto inhibitorio no fie

modificado por la preincubacion con de 1uM de calfostina C (n=6, Fig. 9).
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EFECTO DEL PMA Y PDB SOBRE LA CONTRACCION INDUCIDA POR
CARBACOL EN 1LAS PREPARACIONES DE MUSCULO LISO Y BRONQUIO

En KR+Ca™ y sin Ca® la incubacion de las preparaciones de MLVA y
bronquiales (Fig. 10) con PMA (1uM, n=9) produjo una minima inhibicién en la
contraccién inducida por 0.42 uM de carbacol (20.64 + 9.76 %, 12.98 + 9.92 %,
2495 + 13.31 % y 23.63 + 14.57 %, respectivamente). Este efecto del PMA no fue
estadisticamente significativo comparado con sus respectivos controles. EI PDB en
un medio con Ca™" inhibi6 significativamente (p<0.05) la contraccién inducida por
carbacol en ambas preparaciones (6896 + 7.87 % y 41.61 = 7.27 %,
respectivamente). En un medio sin Ca®™ el PDB anul6 casi totalmente estas
respuestas en las preparaciones de MLVA y bronquiales (97.95 = 1.80 % y 97.16
1.74%, p<0.01).
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VL. DISCUSION

INFLUENCIA DE LA GLUCOSA SOBRE LA ACUMULACION DE IPs
INDUCIDA POR CARBACOL

Greene y Lattimer (1984); y Greene y colaboradores (1987) observaron que
las altas concentraciones de glucosa permite la acumulacién de sorbitol dentro de las
células de misculo liso, teniendo como consecuencia la deplecién del mio-inositol y
por lo tanto una disminucién del metabolismo de los fosfoinositidos. También
Sakakibara y colaboradores (1993) al estudiar células de misculo liso de aorta de
cobayo con diferentes concentraciones de glucosa (0-40 mM), encontraron que al
incubarlas con 5mM de glucosa no habia diferencias con respecto a la basal, pero
cuando las incubaron con 30 mM de glucosa el contenido de sorbitol fue
incrementado rapidamente {4.5 veces), y observaron una disminucion gradual de los
niveles de mio-inositol (55%) comparado con el control. En este trabajo
encontramos que la utilizacién de glucosa en el medio produjo una disminucién muy
importante (61.44%) en Ja acumulacién de IPs inducida por el carbacol en el MLVA.
Estos datos corroboran que la presencia de glucosa (11mM) en el KR utilizado
interfiere en el metabelismo de los fosfoinositidos debido probablemente a una
deplecion del mio-inositol en estos tejidos. Por otro lado Hiroshi Yamaguchi en una
comunicacién personal sugiere que ¢l Hepes disminuye la respuesta a la liberacion
de Ca®* por lo que el recomienda no utilizar Hepes en estos experimentos ya que
pudiera afectar la acumulacion de IPs posiblemente mediante otro mecanismo

independiente al de la glucosa.
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LA HISTAMINA NO INDUCE LA FORMACION DE 14,5 IP; EN LAS
PREPARACIONES DE MLVA Y BRONQUIALES

Algunos autores han observado que ia histamina induce la formacién de
fosfatos de inositol en preparaciones de MLVA (bovino, cobaye y humano} por
medio de la activacion del receptor de histamina H,( Hall y Hill, 1988; Daykin y
col., 1993; Marmy y col, 1993, Jansen y Sims, 1993). Sin embargo, en los
experimentos realizados en este trabajo en el MLVA y bronquiales de perro, Ia
acumulacién de IPs inducida por este agonista fue significativamente menor que la
producida por carbacol. Ademés la formacion de fosfoinositidos en el KR+Ca®* fue
baja sin alcanzar diferencias significativas con respecto a la basal y en KR-Ca®™ Ia
acumulacion fue casi nula. Estos datos nos indican claramente que el mantenimiento
de la contraccién en las preparaciones de MLVA y bronquiales inducida por
histamina depende més de la entrada de Ca®' del medio extracelular a través de los
canales tipe L y operados por el receptor que del metabolismo de los fosfatos de
inositol (Kannan y col., 1987; Cuthbert y col., 1994; Bazin y col., 1998). Por io
tanto, este agonista parece no participar en la movilizacién de Ca®* intracelular a

través de la produccion de 1P;.

EL 14,5, 1P; PARTICIPA EN LA CONTRACCION BRONQUIAL SOSTENIDA
INDUCIDA POR CARBACOL EN UN MEDIO SIN Ca**

La procedencia del Ca™ que utilizan diferentes agonistas que contraen e]
MLVA de perro, cobayo y conejo son variados e incluyen miltiples fuentes. Se ha
observado que la respuesta de contraccidén producida por KCI, serotoning o

histamina depende del Ca’* extracelular, mientras que la contraccion del MLV A
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producida por un estimulo colinérgico utiliza una fuente adicional de Ca?, los
almacenes intracelulares del RS. Esta fuente adicional de Ca’* es accesible a los
agonistas colinérgicos porque la interaccién con su receptor induce la produccion de
IP; que, al actuar sobre sus receptores en el RS, libera el Ca*! necesario para iniciar
la contraccidn del tejido, mientras que la fase sostenida es mantenida por la entrada
contintia de este i6n desde el espacio extracelular mediante canales de Ca?* operados
por receptor y tipo L (Baba y col., 1989; Kajita y Yamaguchi, 1993; Kannan y col.,
1987; Sneyd y Kalachev, 1994). Por lo tanto, el metabolismo de fosfoinositidas
juega un papel importante en el acoplamiento farmacomecanico de la contraccién
del musculo liso mediado por receptores muscarinicos (Baron y col., 1984). En este
sentido se ha demostrado que el carbacol estimula un rapido incremento en los
fosfatos de inositol y DG en el musculo liso traqueal de bovino y canino (Baron y
col, 1984; Hashimoto y col., 1985; Duncan y col., 1987; Grandordy y col.,, 1986;
Takuwa y col., 1986). Nosotros encontramos que el carbaco! induce un incremento,
dependiente de la concentracion, en los niveles de IPs en el MLLVA y bronguio de
perro en una solucién con o sin Ca™. En este sentido, cabe resaltar que en las
preparaciones bronquiales la acumulacién de IPs inducida por carbacol es menor que
en el MLVA. Esta diferencia se podria explicar por la poca cantidad de musculo liso
presente en el tejido bronquial, otra alternativa pudiera ser que la densidad de los
receptores muscarinicos sea diferente en ambas preparaciones.

Se ha sugerido que en ausencia de Ca®* extracelular existe una disminucion
en la actividad de la PLC ya que esta enzima es muy sensible a cambios en la [Ca®]i
(Best, 1986). Esta situacién traeria como consecuencia una disminucion en la
acumulacién de IPs inducida por un agonista. Sin embargo, la acumulacion de IPs
inducida por carbacol en el MLVA y bronquio no fue diferente en presencia o
ausencia de Ca™ en e! medio extracelular, lo cual nos sugiere, por lo menos para el
carbacol, que el metabolismo de fosfoinositidos no depende de la presencia

extracelular de este 10n durante este periodo de experimentacién.
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Se ha observado que la estimulacién del MLVA con carbacol en un medio sin
Ca® induce una respuesta de contraccion transitoria (Bourreau y col., 1991,
_ Montafio y col., 1993) mientras que en preparaciones bronquiates produce una
coniraccion sostenida (Foster y col., 1983; Reaburn ¥ Rodger, 1984; Montaiio y col.,
1996). En este sentido, Montafio y colaboradores (1996) encontraron que para el
mantenimiento de la contraccién bronquial sostenida se requiere que ¢l Ca”* liberado
del RS sea reutilizado y no eliminado hacia el espacio extracelular como ocurre en el
MLVA. Algunos investigadores han propuesto que durante la fase de contracci6n
sostenida, l1a activacién de la PKC juega un papel importante (Park y Rassmusen,
1986), sin embargo, en un trabajo reciente, Bazin y colaboradores (1998)
encontraron que ¢sta enzima no participa durante la contraccion bronquial sostenida
inducida por carbacol en un medio sin Ca®*,

En este trabajo encontramos, que las preparaciones bronquiales en un medio
sin Ca™, ¢l carbacol induce la biosintesis de IPs asi como una contraccion sostenida.
Es muy probable que el incremento en el IP; libere el Ca®* del RS y sea responsable
de iniciar la contraccién y que para esta respuesta sea sostenida se requiere que este

i6n sea reciclado por el RS como lo ha sugerido Montaito y colaboradores (1996).

INHIBICION DE 1,4,5 IP; POR LOS ESTERES DE FORBOL

La liberacion de calcio de los almacenes intracelulares es controlado por ¢l
metabolismo de fosfolipidos con la subsecuente formacién de IP;. Se sabe que el DG
es otro producto del metabolismo de fosfoinositidos y que puede activar a la PXC.
Esta enzima ha sido involucrada en inhibir la liberacién de Ca®* interfiriendo en
diferentes sitios en la cascada de eventos que levan a su liberacién del RS. Se ha
propuesto que ta PKC fosforila la PLCB (Griendling y col., 1991; Ryu y col., 1990}

evitando la hidrolisis del 1,4-bifosfato de fosfadil inositol (PIP,), ast como fosforijar
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el receptor a IP; del RS (Ferris y col.,, 1991). Ambos fendmenos ilevarian a una
inhibicidn en la liberacién del Ca®* intracelular inducida por un agonista. Asimismo,
también se ha postulado que la activacion de la PKC por los ésteres de forbol pueden
atenuar Ia elevacién de IP; por un incremento de su degradacin a través de la
activacién de una fosfomonoesterasa especifica para IP; (Connolly y col,, 1986;
Lapetina y col., 1986).

Se ha descrito que el PMA y PDB son activadores especificos de la PKC
(Ashendel, 1985). Sin embargo, nuestros resultados con PMA y PDB sugieren que
éste dltimo parece inducir otros efectos diferentes a la activacién de la PKC. El PMA
no indujo una inhibicién significativa en la acumulacién de IPs, ademds de que
tampoco inhibié la contraceion inducida por carbacol tanto en el MLVA como en el
bronquio, en ninguna de las soluciones empleadas. Por otro lado, PDB inhibié
significativamente la produccién de IPs en ambos tejidos. Esta inhibicién se ve
reflejada por el abatimiento de la contraccién inducida por carbacol tanto en
KR+Ca™ (68.96% y 41.61%) como en KR-Ca®* (97.95% y 97.16 %). Asimismo, los
resultados obtenidos con calfostina C (inhibidor especifico de PKC) demuestran que
¢l efecto del PDB no estd mediado por la activacién de la PKC, ya que la calfostina
C no revirti6 la inhibicién inducida por PDB en la acumulacién de IPs en el MLVA.
Estos hailazgos sugieren que la inhibicién de los IPs producida por el PDB es a
través de un mecanismo independiente de la PKC. En este sentido, se ha postulado
en hepatocitos de rata que el PMA fosforila al receptor adrenérgico o, inhibiendo
la ureogénesis inducida por la (-)-epinefrina (Corvera y col,, 1986). Una posible
explicacion al efecto inhibitorio del PDB sobre la acumulacion de IPs pudiera ser
que este farmaco pudiera estar fosforilando al receptor miiscarinico y asi bloquear

cualquier respuesta inducida por el carbacol.
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CONCLUSIONES

¢ En ias preparaciones de MLVA y bronquiales de perro, la histamina, comparada
con el carbacol, tiene una produccién muy baja de IPs. Es muy probable que la |
contraccion inducida por histamina dependa principalmente de la entrada de Ca®*
extracelular mds que de [a formacion de IP; y liberacion de Ca®* de los almacenes

intracelufares.

¢ El PMA no es un buen inhibidor de la formacién de IPs inducido por carbacol ,

por lo menos en las preparaciones utilizadas en este trabajo.

» El PDB inhibe significativamente la formacion de IP; y bloquea casi en su

totalidad la contraccion muscutar inducida por carbacol.

e En un medio sin Ca’* la formacion de IP; contribuye a la contraccién bronquial

sostenida inducida por carbacol.

¢ La calfostina C no revierte el efecto inhibitorio de PDB sobre 1a formacion de IPs
inducida por carbacol en la preparacion de MLVA, por lo que la inhibicién de los
IPs producida por este firmaco parece ser a través de un mecanismo

independiente de la PKC.

35




‘( © ) esoan|d £ ,,&n urs sadoyg sqaly £ ( @ ) wsoond £ ;e)
uoo sadaj sqatyf ua (s=u ‘gd) sajeinbuoiq £ ($=U ‘VATIN) seale
SBIA SEB| 2p OSI| ojnasnui ap sauotaviedaad ua (W,.01-5-01) |02eqaed
Jod sopeaauad (sJ) [01ISOUl ap sOJRjSO] Ip UQE[NWNIV ‘T HIY

(W) [102equen] 3oy

1 1 R I

- st 9 Lo 8 - £ b5 9 L8

8| wvhw

s
-/
| H

iad VATIK

—0
"
—e O—

QO

—®

|
-

- 00¢C

7. ooy

(1eseq %) sdI 2p uoldgjnunoy

36




Respuesta Mixima (% Acamulacion de IPs)
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FIG 6. Acumulacién de IPs generados por carbacol (10 - 102 M)

en preparaciones de cartilago (n=3), en Krebs Ringer
con Ca?,
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Acumulacion de IPs por carbacol
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FIG 9. Efecto de la calfostina C (CALF, 1pM, n=6)
en la respuesta inhibitoria del PDB (1pM, n=6)
sobre la acumulacién de IPs inducida por 100pM
de carbacol en la preparacién de MLVA en Krebs
Ringer con Ca®'.
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