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Resumen

El proceso de la contraccion del musculo liso es dependiente del incremento de las
concentraciones de Ca?" intracelulares ([Ca?'];) e involucra la formacién de un complejo
entre el Ca** disponible en el citoplasma y la calmodulina (Ca®*-CaM). Este complejo es
capaz de activar a la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK). La MLCK
fosforila a la cadena ligera de la miosina de 20 kDa (MLCy) provocando la contraccion.
Por el contrario, la relajacién del musculo se produce por la desfosforilacion de la
MLC, catalizada por la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) y por la
regulacion del Ca** disponible en citoplasma gracias a la rapida disminucién de las
[Ca®]. Paraddjicamente, la contraccion puede sostenerse aun cuando se hayan

disminuido las [Ca®].. Dicho proceso recibe el nombre de sensibilizacién al Ca** y es
producto de la inactivacion de la MLCP. La cinasa de Rho (ROCK), en su estado

activado, fosforila a la MLCP en su subunidad de orientacién (MYPTL1), inactivandola.

El musculo liso de las vias aéreas (MLVA) estimulado in vitro con KCI se
depolariza, induciendo la apertura de canales de Ca®" dependientes de voltaje. Los
canales de Ca®" dependientes de voltaje tipo L (VDCC.) que se abren con este
estimulo, aportan la mayor cantidad de Ca** extracelular que participa en la contraccion
del MLVA. Por mucho tiempo se consideré que ésta era la Unica fuente de Ca** en la
contraccion del MLVA inducida por KCI. Sin embargo, actualmente se sabe que la
depolarizacién inducida por KCl puede provocar la salida de Ca?" del reticulo

sarcoplasmico (RS) mediante mecanismos que aun no estdn muy bien reconocidos.

El principal objetivo del presente proyecto es dilucidar algunos de los mecanismos
implicados en la contraccién del MLVA de bovino por KClI al eliminar el Ca®* del medio
extracelular. Para ello, se realizaron estudios de 6rgano aislado in vitro empleando tiras
de MLVA de bovino en un medio Krebs-Henseleit sin Ca®* nominal (KH 0 Ca®*)nominal
y con acido N,N,N’,N’ tetraacético etilenglicol-bis(2-aminoetiléter) (EGTA) 0.1 mM como
quelante de Ca®** y estimulado posteriormente con KCl 60 mM. Los farmacos
empleados se incubaron durante 10 min previos a la estimulacidon. La incubacion con

cafeina (10 mM) y é&cido ciclopiazénico (CPA, 10 puM) corroboré la dependencia de la
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contraccién transitoria con el Ca®* proveniente del RS. Mas alin, se demostré mediante
la inhibicién del receptor a IP3 (IPsR; con TMB-8, 50 uM), que éste se encuentra
involucrado en la salida del Ca?* del RS. Sin embargo, no se reconocieron los
mecanismos por los que se activa el IP3R. Por otro lado, con métodos farmacoldgicos
se evidencido que la depolarizacion de la membrana es suficiente para activar a la
ROCK (Y-27632, 10 yM). Por su parte, la incubacion con Bay K8644 (1 uM; activador
de la apertura de los VDCC,) aumentd significativamente la fuerza de contraccion
mientras que la incubacién con nifedipina (1 pM; bloqueador de los VDCC,) la
disminuyo significativamente. Finalmente, la activacién farmacologica de la apertura de
los VDCC_ en combinacién con la inhibicién de la ROCK muestra la clara dependencia

de los mecanismos de sensibilizacién al Ca**y la AEy,.
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[Ca®"]
[Ca®],
Ca**-CaM
CPA
CICR
AEy,

DAG

IPsR
KH
MLCao
MLCP
MLCK
MLV
MLVA
MP
MYPT1
NCX

PIP,

Abreviaturas
Concentracion de calcio
Concentraciones de calcio intracelulares
Complejo calcio-calmodulina
Acido ciclopiazonico
“Calcium-induced calcium release” por sus siglas en inglés. Ver RyR.
Diferencia en el potencial de membrana
Diacilglicerol
Fosfatidil inositol 1,4,5-trisfosfato
Receptores de IP3
Krebs-Henseleit
Cadena ligera de la miosina de 20 kDa
Fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
Cinasa de la cadena ligera de la miosina
Musculo liso vascular
Musculo liso de las vias aéreas
Membrana citoplasmatica
“Myosin phosphatase targeting subunit 17, por sus siglas en inglés
Intercambiador Na*/Ca?*

Fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato
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PKC

PLC

PMCA

RAPG

ROCK

RyR

RS

SERCA

VDCC,

Proteina cinasa C

Fosfolipasa C

ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica
Receptores acoplados a proteinas G

Cinasa de Rho

Receptores de Ryanodina

Reticulo sarcoplasmico

ATPasa de Ca** del reticulo sarcoplasmico

Canales de Ca*" dependiente de voltaje tipo L
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Marco teodrico

La fisiologia del masculo liso de las vias aéreas

La funcion del musculo liso de las vias aéreas (MLVA) es controlar el diametro de
la luz de la trdquea. Se encuentra inervado por el parasimpético, que forma parte del
sistema nervioso autonomo, por lo que sus movimientos son involuntarios. El principal
neurotransmisor parasimpatico es la acetilcolina (ACh; 51) y esta fuertemente
involucrado en la regulacién de la contraccion del MLVA; las células del MLVA tienen
ademas diversos receptores, canales, ATPasas e intercambiadores de la membrana

citoplasmatica (MP) que también estan involucrados en la contraccién (51).

Receptores acoplados a proteinas G y generacién de IP3

Los receptores muscarinicos M3 (que son activados por ACh) son los mas
abundantes en el MLVA y participan en gran medida en su contraccién, por esta razén
se eligieron como ejemplo para describir a la generalidad de los receptores acoplados a
proteinas Gqoq en el MLVA. La ocupacion de los receptores Mz por ACh activa la
cascada de sefializacion Ggq-PLCB-IP3, (7) que se discutira después a mayor
profundidad. Por otro lado, el MLVA también es estimulado por hormonas esteroides
(28), otros neurotransmisores (sustancia P; 51), autacoides (histamina; 37) y otros

eventos fisioldgicos.

Del funcionamiento de los receptores, canales, ATPasas e intercambiadores que
se encuentran en la MP y en el reticulo sarcoplasmico (RS; el principal almacén de
Ca** en el MLVA) dependen las concentraciones de Ca*" intracelulares ([Ca?']). Uno
de los mecanismos mejor caracterizados entre un receptor de la MP vy la liberacion de
Ca®" del RS es la ocupacién del receptor M; por ACh y la generacién de IP; que
liberarda Ca®** del RS. Es importante mencionar que mientras todas las proteinas

responsables de la contraccion se encuentran en el interior de las células del MLVA, la
15



activacion de las moléculas que participan en las vias de sefalizacion desencadenadas
por la ocupacion de los receptores acoplados a proteinas G (RAPG; también llamados

metabotrépicos) Gqq ocurren a nivel de la MP (50).

El primer modelo estudiado para identificar la estructura de los RAPG fue el de los
receptores adrenérgicos B, (63; 64; 65). Se sabe que poseen 7 dominios hidréfobos
transmembranales y que el dominio NH, terminal es extracelular, mientras que la cola
COOH terminal es intracitoplasmatica (3). Aunque generalmente los RAPG se
esquematizan como serpentinas que atraviesan la MP, en realidad, su estructura
parece una canasta (32; 54; 62) que forma una bolsa hidrofoba donde ocurre la

interaccioén ligando receptor (13; 27; 36; 38; 64).

Las proteinas G acopladas a dichos receptores son heterotrimeros (tres
subunidades: a, B, y); la subunidad a define la clasificacion de la proteina G por ser la
subunidad mas estudiada. En su estado inactivo, la subunidad a se encuentra asociada
a GDP y al dimero By. Al activarse, por la ocupaciéon de un agonista en el RAPG, la
subunidad a actua como un factor de intercambio de nucleétidos sustituyendo el GDP
por GTP (7). Anteriormente se pensaba que esta activacion siempre ocasionaba la
disociacion de la subunidad a del complejo By. Actualmente hay evidencia de que, en
algunos casos, el cambio conformacional es suficiente para desenmascarar los sitios
activos de las subunidades y asi puedan interaccionar con sus blancos (2). El tiempo
de actividad de la subunidad a queda determinado por su actividad GTPasa que
hidroliza un fosfato regresando entonces a su estado inactivo y permitiendo, en su

caso, su reasociacion con el dimero By (7).

Para la estimulacion via receptores M3 acoplados a proteinas G4 (Figura 1), la
ACh promueve un cambio conformacional en el receptor que desencadena la via de
sefalizacion correspondiente. La subunidad Gg promueve la activacion de la
fosfolipasa C B (PLCPB) que hidroliza al fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,), presente
en pequefias cantidades en los fosfolipidos de membrana, formando dos importantes

mediadores intracelulares: diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). El DAG
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Figura 1. Representacion grafica del modelo general de los mecanismos celulares de una
depolarizaciéon membranal inducida por KCI (flechas verde obscuro) y la activacion de un receptor Ms
por acetilcolina (ACh; flechas verde claro) en la contraccion del musculo liso de las vias aéreas. Las
flechas sodlidas indican un dogma ampliamente conocido y las flechas punteadas indican hipotesis
recientemente propuestas (nétese que hay flechas verde claro y punteadas en verde oscuro). Se
esquematiza el receptor M3 como representativo de todos los receptores acoplados RAPGq del
MLVA. La depolarizacién de la membrana provoca la apertura de los canales de ca’ * dependientes
de voltaje (VDCC,) elevando la [Ca2+]I El Ca®* libre en el citosol se une a la calmodulina (Cam)
formando el complejo ca* -caM capaz de activar a la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK) para que fosforile a la cadena ligera de la miosina de 20 kDa (MLC,) e inducir la contraccion.
El cambio del potencial de membrana (AEy) generado por KCI probablemente estimule, en ausencia
de ACh, a los receptores M3 y a la via de sefializacion RhoA/cinasa de Rho (ROCK). La ocupacion de
los receptores M3 por ACh activa una proteina G trimérica. Al ser activada la subunidad G4, activa a
la fosfolipasa C B (PLCPR) que escinde al fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,) para generar inositol
1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG). El IP; se posara sobre los receptores de IP;(IP; R) para
liberar Ca** del RS. Esta liberacién de Ca®* estimulara a los receptores de Ryanodina (RyR) a liberar
mas Ca’*. La estimulacién de los receptores M; activa también a la proteina cinasa C (PKC) y a
ROCK. ROCK fosforila directamente a MYPT1 y PKC fosforila a CPI-17, ambos causando la
inhibicién de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP). La inhibicién de la actividad de la
MLCP por la fosforilaciéon de la subunidad de orientacion de la MLCP (MYPT1) o por fosforilacion de
la proteina inhibitoria de la MLCP (CPI-17) produce un incremento en la proporcion de MLCK/MLCP
independientemente de la [Ca2+] i para mantener fosforilada a la MLC,, y sostener la fuerza de
contraccién. La activaciéon de los receptores M; incrementa el traslado de RhoA, ROCK y PKC a la
caveola. RhoA-GDP es transformado a RhoA-GTP a través de factores de intercambio de nucleétidos
(RhoGEF; ver detalle en la figura 4); este cambio conformacional le permite liberarse de los
inhibidores de la disociacion de la guanina (RhoGDI). (Imagen modificada de Ratz P y col., 2005).
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permanece embebido en la MP y ejerce diferentes efectos celulares: puede formar
acido araquidonico o bien activar a la proteina cinasa C (PKC; llamada asi por su
dependencia al Ca?"); ambos procesos activan otras cascadas de sefializacién (2). Por
su parte, el IP3, que es una molécula soluble en agua, se asienta en los receptores de
IP; del RS y promueve la salida de Ca*' (42; 53; 58). Para disminuir las
concentraciones citoplasmaticas de IP3;, éste puede ser desfosforilado a IP, o
fosforilado a IP4 (2).

Al aumentar las [Ca®'];

después de ser liberado desde el RS por ocupacién de sus
receptores a IP3 (IPsR), se induce la salida de mas Ca?* del RS a través de los
receptores de ryanodina (RyR) conocidos también como canales que liberan Ca?" al
ser estimulados por Ca®* (“calcium induced calcium release”, CICR por sus siglas en

inglés).

El Ca** como segundo mensajero

Las [Ca?']; se encuentran muy reguladas gracias a la actividad de diversos
canales, bombas, compartimentos y amortiguadores intracelulares (52). Los aumentos
en las [Ca®']; tienen diversas repercusiones fisiolégicas dependiendo de su
concentracion, region intracitoplasmatica y tiempo de permanencia. Las respuestas
fisioldgicas incluyen la contraccidbn muscular, el inicio de la transcripciobn geénica
dependiente de Ca?*, la proliferacién celular, la liberacion de hormonas vy
neurotransmisores (19; 69; 71) y la muerte celular programada (apoptosis; 48), entre

otros.

La regulacion de estos procesos ocurre por una estrecha comunicacion entre los
RAPG y canales ionicos de membrana y los receptores (IPsR y RyR) y ATPasas de
Ca®" del RS (SERCA), sin la cual seria imposible tener efectos de contraccion-

2+]i

relajacion. En la regulacion de la [Ca“']; intervienen tres mecanismos fundamentales

(51; ver Figura 2):
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Agonistas (p. ej.,
glutamato, ATP)

s0C 0 0
Agotamiento
de reservas
P 5
Acetilcolina %

RAPG

Reticulo endoplasmdtico

Figura 2. Regulacion del calcio intracelular en un modelo de célula excitable. Las flechas negras
representan las vias de entrada y salida de calcio del citoplasma, mientras que las flechas azules
sefialan las vias de salida del calcio del citoplasma. Las flechas rojas representan los mecanismos
de regulacion. Casi todos los canales y transportadores se han caracterizado a nivel molecular,
aunque no se conoce bien el mecanismo que relaciona los canales de calcio regulados por almacén
(SOC) con el estado de las reservas intracelulares de este ion. Normalmente la [Ca**]; se mantiene
en unos 107 M en una célula en reposo. ROC, canales catidnicos inespecificos controlados por
ligandos; VDCC,, canales de calcio dependientes de voltaje tipo L; RAPG, receptores acoplados a
proteinas G; IP;, inositol trisfosfato; IPsR, receptor de IP3; NCXeversar intercambiador Na'/ Ca® en
fase reversa; PMCA, ATPasa- Ca”* de membrana plasmaética; RyR receptor de ryanodina; SERCA,
ATPasa de Ca”* del reticulo sarcoplasmico (Imagen tomada de Rang H et al., 2003).

- El control de la entrada de Ca®" al citoplasma desde el espacio extracelular:

o Canales de Ca*" dependientes de voltaje tipo L (VDCC,. “voltage

dependent calcium channels” por sus siglas en inglés).

o Canales catiénicos inespecificos controlados por ligandos (ROC;

“receptor operated channels” por sus siglas en inglés).

o Canales de Ca®" regulados por almacén. (SOC; “store operated

calcium channels”, por sus siglas en inglés)

o Elintercambiador Na*/ Ca®' en su fase reversa.
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- El aumento de la [Ca®']; por Ca?* proveniente del RS
o Activacion del receptor de IP3 (IP3R).
o Estimulacion del receptor de Ryanodina (RyR).

- El control de la remocién de Ca** del citoplasma (hacia el espacio extracelular y

al interior del RS):
o SERCA.
o Intercambiador Na*/ Ca?".
o ATPasa de Ca?" de la membrana plasmaética (PMCA).

Existen también, dentro del citoplasma, varias proteinas que son consideradas
amortiguadores de Ca**y, a su vez, reservorios del mismo que ayudan a mantener las
concentraciones basales de este ion. Dentro de éstas se encuentra la familia de las

calmodulinas (2).

), e introduce Ca** al RS.

En el RS, la SERCA se activa cuando aumenta la [Ca
Se sabe también que en el RS existen proteinas como la calsecuestrina y la
calreticulina capaces de atrapar al Ca®* impidiendo su salida al espacio citoplasmatico.
También existe un analogo de la SERCA en la membrana plasméatica que se llama
PMCA y toma el Ca*" intracelular y lo libera al espacio extracelular. La MP emplea
también otros mecanismos como los del intercambiador Na*/Ca®* (NCX) para provocar
la salida de Ca®* al espacio extracelular (51). El NCX permite la salida de un ién Ca®*y
la entrada de tres iones Na’ sin gasto de ATP. Después de un estimulo por
depolarizacién o por ocupacién de un RAPG,, el NCX aumenta la [Na™] en la region
subplasmalemal (la region mas estrecha entre el RS y la MP) y la actividad del NCX se
invierte, permitiendo el aumento circunscrito de la [Ca?']; puesto que el transportador
actGia en su forma reversa (16). Este aumento de la [Ca*] al parecer se restringe al
subplasmalema y contribuye a rellenar al RS (25). La direccién en la que actda el NCX

es determinada por el gradiente electroquimico del Na® y la despolarizacion de la MP.
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El Ca*" y la contraccién del musculo liso

La contraccién del masculo liso depende de la [Ca®'];.

Cuando la ACh ocupa su
receptor M, el IP3 estimula la liberacién Ca®* del RS, donde hay una [Ca®'] de ~5-10
mM y, sumado al Ca®" extracelular que entra a través de canales de Ca®" dependientes
de voltaje tipo L (VDCC,) y ROCs, la [Ca*']; se eleva de ~0.5 uM hasta ~0.7 uM (9). El
Ca?" citoplasmatico se une a la calmodulina (CaM) (proteina de naturaleza &cida;
Figura 1) formando el complejo Ca**-CaM, la especie activada. La CaM es la proteina
mas importante relacionada con la sefializacién del Ca®* y constituye hasta un 1% de la
masa proteica total de la célula. Esta proteina consiste en una sola cadena
polipeptidica altamente conservada que posee dominios NH, y COOH globulares de
muy alta afinidad al Ca?*. El complejo Ca?*-CaM es capaz de regular la actividad de
muchas enzimas y proteinas transmembranales de transporte relacionadas con el
metabolismo del Ca®*. Las mas importantes son el caldesmén, la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK) y la PMCA. El complejo Ca®*-CaM se une al caldesmén
provocando su separacion de los sitios activos de la actina donde la miosina tiene
interaccion (2). Por otro lado, Ca*-CaM interacciona con la cinasa de la cadena ligera
de la miosina (MLCK) a través de la union de su dominio COOH con la secuencia de
unién a calmodulina en el fragmento NH; de la MLCK (14; 49; 66). Como consecuencia
de esta interaccion, el sitio regulador de la MLCK es desplazado del sitio catalitico.
MLCK adquiere actividad serina/treonina cinasa y fosforila, a expensas de ATP, la
serina 19 en el extremo NH, de la cadena ligera de la miosina de 20 kDa (MLCy; 15).
Estos dos procesos en particular permiten la activacién del aparato contractil en el
musculo liso. Por otro lado, la activaciébn de las diferentes proteinas reguladoras

permite que las [Ca®']; regresen a sus niveles basales (2).

La miosina Il es una proteina hexamérica conformada por dos cadenas pesadas
(~ 200 kDa), cada una unida de forma no covalente a un par de cadenas ligeras, la
esencial (17 kDa) y la reguladora (20 kDa) (5; 41; 46; figura 3). El extremo NH, de las

cadenas pesadas de miosina en el musculo liso contiene las regiones de union al ATP
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Figura 3. Representaciéon de la proteina miosina Il. Esta formada por dos cadenas pesadas (cada
una de aproximadamente 2000 aminoacidos de largo, [verdes] y cuatro cadenas ligeras [azul]). Las
cadenas ligeras son de dos tipos y una copia de cada tipo esta en cada una de las dos cabezas. La
dimerizacion ocurre cuando las dos hélices a de las cadenas pesadas se entrelazan entre si, guiadas
por la asociacion de aminoacidos hidrofébicos regularmente espaciados. Las hélices a entrelazadas
forman la seccién de la miosina conocida como cola. (Imagen tomada de Alberts B et al., 2008).
y a la actina, es decir, la maquinaria generadora de fuerza. El extremo COOH de las
dos cadenas pesadas consiste en una larga secuencia de aminoacidos que permite la
dimerizacion entre las mismas a través de las hélices a entrelazadas (55). El extremo
COOH de una miosina se une con el extremo COOH de otra para formar un filamento
grueso bipolar que contiene muchas regiones de union a la actina (extremo NH;; cada
filamento grueso de miosina contiene alrededor de 200 cabezas motoras) orientadas en
direcciones opuestas en ambos extremos del filamento grueso (2). La fosforilacién de la
serina 19 de la MLCy, es responsable de la activacién de la miosina (59). Esta reaccion
provoca la interaccion entre la miosina y la actina a través de la ATPasa de la cadena
pesada de la miosina, lo que se traduce en una contraccion. Se ha demostrado que no
hay contraccion sin MLCyq fosforilada (MLCx-P, 47). La contraccién del musculo se
desarrolla por una fuerza dependiente de ATP generada por el deslizamiento entre un

grupo de filamentos de actina y un grupo de filamentos gruesos de miosina.

La regulacién de las [Ca®*]

(Figura 2), la apertura de canales de K* dependientes
de Ca*" y/lo AMPc con la consecuente hiperpolarizacién de la membrana y, por otro
lado, la desfosforilacion de la serina 19 de la MLC-P, permiten que ocurra la relajacion
(Figura 1). Esta ultima reaccion es catalizada por la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCP). La MLCP posee tres subunidades: una subunidad catalitica de 37
kDa, una subunidad variable de 20 kDa y una subunidad de unién a la miosina de 110
a 130 kDa que incluye a la subunidad de orientacion (MYPTL, por sus siglas en inglés

para “myosin phosphatase targeting subunit 1”). La MLCP contrarresta la actividad de
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la MLCK, pues desfosforila a la MLC,y-P. En una condicion ideal, ambas enzimas
deberian trabajar de manera similar. Pero paradojicamente, en la contraccion del
musculo liso esta actividad no es proporcional. Al bajar la [Ca®'], la contraccién no
disminuye en consecuencia, se mantiene porque la actividad de la MLCP est4
detenida. Este fenémeno se conoce como sensibilizacién al Ca®* de la maquinaria
contractil y ocurre tras la desactivacion de la MLCP debido a su fosforilacion (60). Es
decir, la contraccién es dependiente del Ca®** porque la MLCK requiere Ca®" para
activarse, pero se sostiene mediante otros mecanismos como la desactivacién de la
MLCP.

Existen varios mecanismos propuestos para explicar la inhibicion de la MLCP (29;
34); la fosforilacion de la MYPTL1 es la méas relevante en el musculo liso de las vias
aéreas (61). Esta fosforilacién se debe a la accién de la cinasa de Rho (ROCK; 60)

La via de sefalizacion de la RhoA/ROCK

El mecanismo contractil en el MLVA es un fendmeno complejo que involucra una
diversidad de enzimas. ROCK es una de las enzimas mas importantes en la regulacién
de la contraccién y es la principal responsable de la sensibilizacion al Ca**; es una
cinasa de serina/treonina y se activa por la interaccion directa con un dominio en la
porcibn COOH-terminal de la proteina G monomérica RhoA-GTP. Se sabe muy bien
que la activaciéon de la RhoA estad regulada por tres proteinas: inhibidores de la

disociacion de la guanina (RhoGDI), factores de intercambio de nucleétidos de guanina

,,,,,,,,,,,,,, R Figura 4. Esquema de la regulacion de RhoA. En el estado basal,
RhoA-GDP se encuentra en el citosol con su cola hidrofébica

RhoA-GTP _JROCKE S isoprenilada escondida en el inhibidor de la disociacion de RhoA-

& > GDP (RhoGDI). La activacion de ciertos receptores acoplados a

57 3 proteinas G (Gag, Gaiz13) Y el receptor tirosina cinasa conlleva, a

& 2 través de la actividad de factores de intercambio de nucle6tidos
RhoGDI p % . .

e ! (GEFs), al intercambio de GDP por GTP en la RhoA. RhoGDI se

disocia y RhoA-GTP se asocia con la membrana donde
interacciona con la cinasa de Rho (ROCK) para iniciar las
GTP cascadas de sefalizacion. Las proteinas activadoras de la Rho
GTPasa (RhoGAPs) catalizan la hidrélisis de GTP unida a RhoA 'y
RhoA-GDP se reasocia con RhoGDI. (Imagen tomada de Somlyo
T Ay Somlyo A, 2003).
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(RhoGEFs) y proteinas con actividad de GTPasa (RhoGAPs) (Figura 4; 60). En 2004,
Janssen y colaboradores (35) demostraron que, en el MLVA, la depolarizacion inducida
por KCI genera una contraccion parcialmente dependiente de ROCK. Ademas, esta
estimulacion con KCI se supone independiente de la estimulaciébn de receptores
acoplados a poteinas Gq por el agonista, por lo que se postula que la depolarizacion del
MLVA también activa la via de sefalizacion RhoA/ROCK. Se presume que esta
activacion involucra al calcio y no se ha confirmado la participaciéon de RhoGEFs. En la
via de activacion de RhoA/ROCK por ocupacion de RAPGqq por su agonista respectivo
(Figura 1), la proteina G monomeérica RhoA esta en su forma inactiva y unida a RhoGDI
y GDP en el citoplasma. Gqq Se encargara de activar a los RhoGEFs que, a su vez,
activaran a RhoA al promover el intercambio de GDP por GTP; mientras que las
RhoGAPs inducirdn lo contrario. Cuando est4 unida a GTP, RhoA se traslada a la
membrana, donde activa a ROCK (Figura 4); entonces ROCK patrticipa en la inhibicién

de la MLCP, originando el fenémeno muscular de sensibilizacién al Ca** (60).

Canales de Ca®* dependientes de voltaje tipo L

La participacion de los VDCC_ en la contraccion del MLVA inducida por
depolarizacién ha sido reconocida por la comunidad cientifica que estudia el MLVA
(31). Hasta ahora, se conocen mltiples subtipos de canales de Ca®* dependientes de
voltaje (69; 68). Estos se han clasificado de acuerdo a su umbral de activacion en los
gue se activan por voltaje bajo y los que se activan por voltaje alto (10; 11). En MLVA
interesa sobre todo el subtipo L (“long lasting”) que pertenece al grupo de los que se
activan por voltaje alto. Los canales pertenecientes a este grupo se caracterizan por ser
blogueados por las dihidropiridinas, como la nifedipina (73).

Los canales de Ca®* son proteinas pentaméricas, de las cuales la subunidad a1
es la mas importante y determina el subtipo. Esta subunidad cuenta con dominios
homologos y regiones amino y carboxilo terminales intracitoplasmaticas (10; 11). Cada

dominio homologo contiene seis hélices transmembranales (S1 a S6) y un rizo en
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forma de “p” entre S5 y S6 que forma la region selectiva del catién. Por su parte, las
hélices S4 tienen aminoacidos con carga positiva en cada tercera posicion, lo que
permite sensar la depolarizacién membranal y abrir el poro (12). Los canales de Ca**
tipo L motivo del presente estudio, se encuentran en el plasmalema del MLVA y

pertenecen a un grupo de canales conocidos como Ca,1.2 (20).

La MP del MLVA tiene una diferencia de potencial de reposo de entre -70 y -30
mV (31) y el cambio en esta diferencia de potencial promovido por el movimiento de
iones (principalmente K*) a través de la misma provocan la depolarizacion o, en su
defecto, la hiperpolarizaciéon. Estas variaciones del potencial (AEy) provocan en las
proteinas de membrana pertenecientes a los canales idnicos dependientes de voltaje,
diversos cambios conformacionales que causan un transporte dinamico entre los
diferentes iones del medio, donde destacan el Na*, el K*, el CI" y el Ca?*. Al ocurrir una
depolarizacion de la membrana del MLVA se promueve la entrada de Ca®* a través de
los canales VDCC, y la concomitante contraccion. El aumento en la concentracion de
KCI en el medio extracelular cambia el potencial de membrana de aproximadamente

-60 mV a -20 mV (39), depolarizacion suficiente para abrir los VDCC,.
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Planteamiento del problema

Se sabe que el KCI depolariza el MLVA abriendo los VDCC_ permitiendo asi la

entrada de Ca** en medio KH con Ca?'. Por otro lado, se ha demostrado que la

presencia de KCI puede provocar la salida de Ca?* reticular a través de mecanismos no

descritos. Por lo anterior, con herramientas farmacologicas, se propone determinar la

participacion de la ROCK, del receptor de IP; del RS, del VDCC, y del Ca** reticular en

la contraccion del MLVA de bovino inducida por KCI en medio KH 0 Ca**. Ademaés se

estudiara la relacion entre el VDCC_ y la activacion de la ROCK.

Objetivo general

Definir la participacion de algunos mediadores de las vias de sefializacion de
RhoA/ROCK e IP3 implicados en la contraccion del MLVA inducida por

depolarizacion con KCI.

Objetivos particulares

Demostrar que la contraccién inducida por KCl 60 mM en un medio KH 0 Ca*

depende del Ca*" almacenado en el reticulo sarcoplasmico.

Definir si el Ca?* del reticulo sarcoplasmico que participa en la contraccién
inducida por KCI 60 mM en un medio KH 0 Ca®* se libera por la estimulacién de

receptores a IPs.

Determinar si ROCK interviene en la contraccién inducida por KClI 60 mM en un
medio KH 0 Ca**.

Caracterizar la participacion del VDCC_ en la contraccion inducida por KCI 60

mM en un medio KH 0 Ca?*.

26



% Estudiar si las probabilidades de apertura del VDCC_ determinan la activacion

de ROCK en la contraccién inducida por KCI 60 mM en un medio KH 0 Ca?".

Hipotesis

Cuando se depolariza la membrana del MLVA de traquea de bovino, parte de la
contraccién ocurre a expensas del Ca?* del RS que involucra a los receptores de IPs,
donde el Ca®" participa en la via RhoA/ROCK.
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Material y métodos

Modelo animal

Bovinos macho de alrededor de 4 afios de edad, de 600 Kg de peso, del rastro de
Temamatla, Estado de Meéxico, se utilizaron para la obtencion de tragueas de
aproximadamente 15cm de largo. Para su transporte al laboratorio se sumergieron en

solucién de Krebs fria en un contenedor hermético.

Metodologia experimental

De la trdquea se obtuvo el MLVA, separandolo del epitelio y del tejido conectivo.
Se obtuvieron tiras de musculo liso de aproximadamente 2 mm de ancho por 2 cm de
largo. A un extremo se anudd un hilo de seda quirargico 4 ceros formando una jareta
firme por donde se engancho la preparacion a un soporte plastico.
El otro extremo de la tira de masculo se anudé a un cabo largo del
mismo hilo y se sujetd firmemente a un transductor de tension.
Cada una de estas preparaciones se colocé en una camara de
organo aislado de 10 mL de capacidad que contenia solucion de
Krebs que consitié en (mM): 118 NaCl, 25 NaHCOs3, 4.6 KCI, 1.2
KH,POy4, 1.2 MgSOy, 11 glucosa, y 2 CaCl,. Las preparaciones se

Figura 5. Fotografia  mantuvieron a 37° C y se burbujearon continuamente con 5% CO,
representativa del

montaje experimental. 'Y 95% O, a un pH de 7.4 (Figura 5).

Las tiras de musculo se sujetaron a un transductor de fuerza isométrica (modelo
FTO3; Grass Instruments, West Warwick, RI, USA) conectado a un sistema amplificador
de la sefial (CyberAmp 380, Axon Instruments, Foster City, CA, USA) y a una interfaz
analogo-digital (Digidata 1200A; Axon). Los registros se almacenaron en una
computadora y se analizaron con un paquete computacional para adquisicién y analisis
de datos (AxoScope version 9.0; Axon). Las preparaciones se equilibraron en los vasos
de o6rgano aislado durante 30 min con una tension inicial de 2 g. Los tejidos se
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estimularon después 3 veces consecutivas con KClI 60 mM, para obtener respuestas
maximas estables. Cada contraccion inducida por KCI 60 mM duré 20 min, periodo
después del cual se lavaron las preparaciones 2 veces con solucién de Krebs; el tercer
lavado se realizé con solucién de Krebs 0 Ca?*, adicionada con EGTA 0.1 mM.

Inmediatamente después del lavado con solucién de Krebs 0 Ca?*, alguno de los
siguientes farmacos se afiadié a una unica concentracion: TMB-8 (bloqueador de los
receptores de IP3 del RS, 50 uM), acido ciclopiazénico (CPA; inhibidor de la ATPasa
del RS, 10 uM) + cafeina (agonista de los receptores de ryanodina, 10 mM), n-
etilmaleimida (NEM; desacoplador de las proteinas G triméricas, 100 uM), Y-27632
(inhibidor de ROCK, 10 uM), nifedipina (bloqueador de los VDCC,, 1 uM) o Bay K8644
(activador de los VDCC, 1 uM). En un grupo de experimentos se usaron Y-27632 y Bay
K8644 de forma simultdnea y en las mismas concentraciones ya sefaladas. Los
farmacos presentes en la solucién de Krebs 0 Ca** fueron incubados durante 10 min.
Después se realiz6 una estimulacion con KClI 60 mM y se esperd a que se observara

una respuesta de contraccion transitoria.

Farmacos

8-(Dietilamino)octil-3,4,5-trimetoxibenzoato (TMB-8), acido ciclopiazénico (CPA),
cafeina, n-etilmaleimida (NEM), (R)-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclohexanocarboxamida (Y-27632), nifedipina y metil-1,4-dihidro-2,6-dimetil-3-nitro-4-
(2-trifluorometilfenil)-piridina-5-carboxilato (Bay K8644) fueron comprados a Sigma (St.
Louis, MO, USA). Todos los reactivos de disolvieron en agua desionizada, excepto la
nifedipina y el Bay K8644 que fueron disueltos en DMSO y luego en agua desionizada

de manera que la concentracion de DMSO fuera menor al 0.1%.
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Cafeina y acido ciclopiazénico para favorecer la disminucion de la [Ca®'] del RS

A B He e 0 © La eliminacion del Ca?" del medio
T PN - C—CHy i
Hac,N)\/[N extracelular conlleva a que las unicas
D&-\Nl Nf> T OoH fuentes de Ca?' para la contraccién

1 N #
CHy sean el RS y las mitocondrias. En este

Figura 6A y 6B.. Estructura quimica de la (A) cafeina abordaje se prescinde del efecto de las
y del (B) CPA. . . .

mitocondrias por considerar que, en el
musculo liso, el RS es un almacén de Ca*" répidamente disponible y mucho maés
significativo. Al usar cafeina (Figura 6A) y CPA (figura 6B) se promueve una
disminucién importante del contenido de Ca®" del RS (4), de tal manera que la
contraccion se ve claramente mermada al estimular al MLVA después de la incubacion

con estos farmacos.

La cafeina es capaz de activar directamente el mecanismo de salida de Ca®'
inducido por Ca®" a través de la activacion de los receptores de ryanodina (RyR) en el
RS. En experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio se demostré que la
cafeina a una concentracién de 10 mM es capaz de liberar Ca®* de RS en traquea de

bovino, asi como de acelerar la disminucién de la [Ca®]; en medio KH 0 Ca®* (4).

Los inhibidores de la SERCA, como el CPA, son capaces de evitar la recaptura
del Ca** del citosol al RS. En células de musculo liso de diferentes especies, la
inhibicién de la SERCA provoca una elevacioén continua y constante de las [Ca®];; sin
embargo, existen evidencias de que en bovino esto no ocurre (21). En la investigacion
se utilizan con frecuencia el CPA (reversible) y la tapsigargina (irreversible) como
inhibidores de la SERCA. Se sabe que el CPA puede utilizarse a una concentracion de
5 uM vy podria ser irreversible si se utiliza a 10 yM en miocitos aislados de traquea de
bovino (21). En MLVA de bovino en érgano aislado, el CPA a una concentracion de 10

MM presenta resultados significativos (39).

30



Antagonistas del receptor a IP; del RS

Los antagonistas del receptor a IP3 (IP3R) en el RS se

utilizan experimentalmente con frecuencia para demostrar la

(I.'H_,-E:H: liberacién de Ca** del RS dependiente de la activacién de
1 este receptor. Los antagonistas del IP3R presentan baja
Foura 6C. Estucura permeabilidad, en la bibliografia se reportan algunas
quimica del TMB-8. herramientas farmacoldgicas que permiten inhibir a este
receptor: el 2-aminoetoxidifenilborato (2-APB; 40), la heparina (74), el 8-(N,N-
dietilamino)-octil-3,4,5-trimetoxibenzoato (TMB-8; 72) y la xestospongina C (1). Todos
ellos presentan cierto grado de especificidad y sus mecanismos de accion no estan del
todo dilucidados. De hecho, Liu Q y colaboradores (40) utilizaron 2-APB, heparina y
xestospongina C en células aisladas de MLVA de raton y observaron efectos

fisiologicos diferentes.

Nuestro grupo ya ha demostrado la eficacia del TMB-8 en MLVA de cobayo (26).
El TMB-8 (Figura 6C) inhibe preferentemente la liberacién de Ca®* del RS mediada por
IP3 (30). Se ha demostrado que en presencia de TMB-8 50 uM se inhibe efectivamente

la liberacién de Ca** inducida por carbacol (agonista de receptores Ms; 72).

Desacopladores de las proteinas G triméricas

D Los desacopladores de las proteinas G triméricas inhiben
Dﬂo la activaciéon de dichas proteinas. En el presente trabajo, se
NL utiliz6 NEM (Figura 6D). En experimentos anteriores realizados

CH5  en nuestro laboratorio se demostré que a una concentracion de

Figura 6D.. Estructura
guimica del NEM.

de cobayo (45). Para corroborar la efectividad del NEM en el MLVA de bovino se

30 uM de NEM es posible desacoplar las proteinas G del MLVA

realizaron curvas dosis-respuesta a carbacol con preparaciones in vitro incubadas con

100 uM de NEM; estos experimentos, realizados con una n pequefa, sugieren que, en
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este tejido y a esa concentracion, NEM disminuye en ~35% la contraccion inducida por

carbacol (datos no mostrados).

Dihidropiridinas/Bay K8644

La apertura y cierre de los
diferentes canales iGnicos
dependientes de voltaje en Ila

membrana  plasmatica son el

resultado de la modificacion del

Figura 6E y 6F. Estructura quimica de la (E) nifedipina y
del (F) Bay K8644 .

célula (AEy). El potencial de membrana en reposo (Ey) en el MLVA fluctia entre -70 y -

potencial de membrana de una

30 mV (31). Cuando ese valor se desplaza a valores mas electropositivos, la MP se
depolariza. Los diversos canales idnicos dependientes de voltaje tienen umbrales
determinados, es decir, se abren o cierran en un rango de voltaje especifico. Los
VDCC, se activan en un rango de -45 a -25 mV y alcanzan su maxima actividad entre O
y +20 mV. Cuando la MP del MLVA ha alcanzado ~10 mV se comienzan a abrir los
canales de K' dependientes de voltaje, permitiendo la salida de este cation e
hiperpolarizando la MP (31). Los farmacos que abren canales de Ca** son
denominados activadores y los que cierran canales de Ca?* bloqueadores (67). Los
bloqueadores de los canales de Ca®" son grupos heterogéneos desde el punto de vista
guimico, farmacolégico y terapéutico. Los VDCC, son bloqueados por dihidropiridinas
(nifedipina, nicardipina y nitrendipina) o por fenilalquilaminas (verapamil y D-
600/hidrocloruro de metoxiverapamil). Estos bloqueadores tienen selectividad por los
diferentes subtipos de canales de Ca*" y ésta esta definida por la subunidad a1 vy la
subunidad 3 (6; 8; 17; 70).

La nifedipina (Figura 6E) es una 1,4-dihidropiridina que bloquea los canales de
Ca?* dependientes de voltaje tipo L (VDCC,) evitando el paso del Ca?* a través de ellos
(67); recientemente se reportd que, aparentemente, también evitan la actividad del
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sensor de voltaje de los VDCC,, interfiriendo con la via de sefalizacion de la
RhoA/ROCK (22). Se ha determinado que a una concentracién de 1 uM la nifedipina
actua efectivamente sobre el VDCC, del MLVA in vitro (31; 35; 39).

Por su parte, Bay K8644 (Figura 6F) es un activador de los VDCC_ que
incrementa la probabilidad de apertura de los mismos. En experimentos previos se
determind en el laboratorio la efectividad del Bay K8644 en el MLVA a una

concentracion de 1 uM (44).

Inhibidores de la cinasa de Rho (ROCK)

G Los inhibidores de la cinasa de Rho (ROCK) disminuyen

hi = j la contracciéon al aumentar la actividad de la MLCP. Gracias al

ﬁ Q\‘/ reciente desarrollo de inhibidores altamente selectivos de
g ROCK como el Y-27632 y el HA-1077, se ha facilitado
ampliamente el estudio de la via de sefalizacion de

Figura 6G. Estructura quimica
dol Y-27632. RhoA/ROCK (57).

NHz

El Y-27632 (Figura 6G) es un derivado permeable de la piridina. Bloquea la
actividad de la ROCK al competir con su sitio de unién al ATP, es el farmaco mas
utilizado para la inhibicion de ROCK en investigacion y se utiliza a concentraciones no
mayores de 10 uyM para asegurar su selectividad (23; 35; 39; 43). Tiene una K; para
ROCK de 0.22 uM y se considera selectiva para ROCK (33). La concentracién utilizada
es menor que la K; para la proteina cinasa A (25 yM), proteina cinasa C (PKC; 73 uM) y
MLCK (250 uM). Se sabe que en musculo liso vascular podria tener inespecificidad con
la PKC a la concentracién utilizada; sin embargo, se ha comprobado que en musculo
liso de via aérea esto no ocurre (43). Se han desarrollado otros analogos del Y-27632
con constantes inhibitorias para ROCK y propiedades relajantes similares; sin embargo,
no son los de eleccion por ser menos selectivos (57). Por otro lado, aunque hay

evidencias de que la eficacia puede variar dependiendo de la especie y el tipo de tejido,
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se sabe que el Y-27632 es efectivo para inhibir la contraccion inducida por KCI en la

mayoria de los tejidos, excepto musculo liso de molleja de pollo (52).

La 1-(5-isoquinolinesulfonil)-homo-piperazina (HA-1077) tiene una afinidad similar
al Y-27632 por la ROCK (56); aunque su selectividad comparada con la del Y-27632 es
pobre. Existen otros derivados del HA-1077 como el H-1152P que tienen inclusive una
mejor selectividad que el Y-27632 (57).

Analisis estadistico

Los resultados se expresan en porcentaje de contraccion con respecto a la tercera
estimulacién con KCl 60 mM en medio KH con Ca®". Se utiliz6 la prueba de t de
Student no pareada con 2 colas. En la comparacion de mas de dos grupos, se aplico
un andlisis de varianza seguida por una prueba de Dunnett. Se grafican promedio + EE.
La significancia se establecio en p< 0.05, bimarginal. En todos los estudios la n=6

corresponde a animales diferentes.
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Resultados

Efecto de la disminucién de la [Ca®"] del reticulo sarcoplasmico sobre la

contraccién a KCl en un medio KH 0 Ca?*

La cafeina permite la salida de Ca** del RS al estimular los RyR. El CPA inhibe a
la SERCA lo que inhibe la recaptura de Ca* del citoplasma al RS. Esta intervencion
farmacolégica permite disminuir la concentracion de Ca®" en el RS. La respuesta de
contraccién del MLVA en medio KH 0 Ca®* estimulado con KCI 60 mM (grupo control)
comparada con el grupo sujeto a CPA y cafeina fue significativamente diferente
(p<0.01, figura 7A, 7B), corroborando asi que la contraccion depende del Ca®* del RS.
La relacién entre la contraccién y la [Ca*] del RS, se confirmé prolongando la
incubacion con CPA y cafeina a 20 min; al afiadir KCI no se observé ninguna respuesta
(datos no mostrados); estos experimentos permitieron el completo vaciado del RS y

demuestran la participacion del Ca** reticular en la contraccién transitoria.
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Figura 7. Efecto de la cafeina (10 mM) y &cido ciclopiazénico (CPA; 10 uM) sobre la contracciéon
inducida por KCI en un medio 0O ca™. (A) Este tratamiento disminuye significativamente la contraccion
por KCI. (B) Remanente porcentual de contraccion con respecto al control (referido al 100%) después
del tratamiento. Las barras en (A) representan promedio = EE. *p<0.01, n=9.
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Participacion del receptor a IP5 en la contraccién por KCl en un medio KH 0 Ca®*

Una vez determinada la participacion del Ca®" reticular, se buscé reconocer
alguno de los mecanismos de su salida desde el RS. Para estudiar si esta salida es
favorecida por el IP3R, se usé un antagonista de este receptor, el TMB-8. En la figura
8A y 8B se muestra que el TMB-8 (50 uM) abate significativamente la respuesta de
contraccion (p < 0.01). Estos resultados evidencian que el receptor de IP3; del RS

participa en la contraccién en medio KH 0 Ca*".
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Figura 8. Efecto de la inhibicién farmacoldgica del receptor de IP; del RS sobre la contraccion por KCI
en un medio 0 Ca*". (A) La incubacion con TMB-8 (50 uM) redujo significativamente la contraccién por
KCl en un medio 0 Ca". (B) Remanente porcentual con respecto al control (referido al 100%) de la
contraccion inducida por KCI en el grupo experimental. Las barras en (A) representan promedio + EE.
*p<0.01, n=6
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Efecto del desacople farmacoldgico de las proteinas G triméricas

Al reconocer que ocurria la activacion de los IP3R, pensamos que la via de Gq-
PLC-IP; podria estar involucrada. En experimentos realizados en nuestro laboratorio se
demostrd que el NEM es un desacoplador de proteinas G para el cobayo, puesto que a
una concentracion de 30 uM disminuye la relajacion inducida por los receptores P2Y, y
P2Y, (45). En estudios preliminares de esta tesis demostramos que, en el MLVA del
bovino, NEM a una concentracion de 100 puM reduce las contracciones a carbacol ~
35%, demostrando asi su eficacia en este tejido. La incubacion con NEM 100 pM en un
medio KH 0 Ca*" no produjo una disminucién significativa en la contraccion inducida
por KCI (Fig 9A y 9B). Estos resultados sugieren que no hay participaciéon de las

proteinas G triméricas en la contraccion del MLVA.
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50 1 100
= 45 S 90
= T =
E 40 - S 80 -
©.-35 TOV 70 -
g 30 - S 60 -
© o
® 25 - o 50 -
2 20 - 5 40 -
o ‘S
g 15 - ¥ 30 -
§ 10 - § 20 -
X . g 10
) 0 i

Figura 9. Efecto del desacople farmacoldgico de las proteinas G triméricas sobre la contraccion
inducida por KCI en medio 0 Ca**. (A) El grupo experimental incubado con NEM (100 pM, barra
verde) no mostro diferencias con relacién al control. (B) Remanente porcentual con respecto al control
(referido al 100%) de la contraccion inducida por KCI en el grupo experimental. Las barras en (A)
representan promedio £ EE; n=7.
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Efecto de la activacion o el bloqueo farmacolégicos del VDCC,

Para evaluar la participacion de los VDCC usamos nifedipina y Bay K8644. La
nifedipina disminuye significativamente la contraccién en medio KH 0 Ca®" y con EGTA
0.1 mM con respecto al control (Fig 10A, 10B). Por su parte, el Bay K8644 aumenta
significativamente la respuesta a un estimulo con KCl 60mM en medio KH 0 Ca*" y con
EGTA 0.1 mM (Fig 10C). Estos resultados evidencian la participacion del VDCC, en la
contraccion del MLVA bajo estas condiciones.
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Figura 10. Efecto de la activacion o el bloqueo farmacoldgico del VDCC, sobre la contraccién
inducida por KCI en un medio 0 ca”. (A) Efecto del bloqueo del VDCC, con nifedipina (1 uM). La
respuesta a KCl después de este tratamiento disminuy6 significativamente (*p<0.01, n=9). (B)
Remanente porcentual con respecto al control (referido al 100%) de la contraccion inducida por KCI
en el grupo experimental con nifedipina. (C) Efecto de la activacion del VDCC, con Bay K8644 (1 uM).
Este farmaco incrementd significativamente la contraccion inducida por KCl (*p<0.01, n=8). (D)
Remanente porcentual con respecto al control (referido al 100%) de la contraccién inducida por KClI
en el grupo preincubado con Bay K8644. En (A) y (C) se grafican promedios + EE.

38



Efecto de la inhibicion de la cinasa de Rho (ROCK) sobre la contraccién del

MLVA inducida por KCI en un medio KH 0 Ca**

De igual forma, se queria conocer si esta contraccion también era dependiente de

la via de la RhoA/ROCK. El Y-27632 a estas concentraciones inhibe selectivamente a

la ROCK. En la figura 11A y 11B se observa que la incubacién del tejido en un medio

KH 0 Ca®" y con Y-27632 10 uM disminuye significativamente la contraccion del tejido

inducida por KCI. Estos resultados evidencian que la via de la RhoA/ROCK es activada

tras una depolarizacion con KCI 60 mM.
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Figura 11. Efecto de la inhibicion farmacol6gica de la cinasa de Rho (ROCK) sobre la contraccion

inducida por KCI en un medio 0 Ca*". (AQ

La adicién de Y-27632 (10 uM) disminuyd la contraccion del

MLVA inducida por KCI en medio 0 Ca“" (*p<0.01, n=8). (B) Remanente porcentual con respecto al
control (referido al 100%) de la contraccién inducida por KCI en el grupo experimental. En (A) se
arafican promedios = EE.
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Efecto de la adicion simultanea de un activador del VDCC_ y un inhibidor de la

cinasa de Rho (ROCK)

Finalmente, para evaluar la relacion entre la actividad de ROCK y la de los

VDCC,, se decidi6 utilizar Y-27632 en conjunto con Bay K8644. La sola adicion del

inhibidor farmacoldgico de ROCK disminuyd significativamente la contraccion por KCI

en medio KH 0 Ca** (p<0.05), mientras que la presencia de Bay K8644 la aumentd

significativamente (p<0.01). La combinacién de ambos farmacos no dio diferencia con

respecto al control (Figura 12). Estos resultados demuestran que la activacién de los

VDCC, se relaciona con la actividad de ROCK; a mayor actividad de los VDCC_ (por
efecto del Bay K8644) menor es la eficacia del Y-27632.

O Control
Bay K8644 (1 puM)
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50
40
30
20
10

0

% Contraccion 3a KCl (60 mM)

BY-27632 (10 pM)
B Y-27632 (10 pM) + Bay K8644 (1 pM)

* %
e

Figura 12. Efecto de la adicién simultanea de un activador de VDCC_ y un inhibidor de la cinasa de
Rho (ROCK) sobre la contracciéon por KCl en un medio 0 ca”. (A) Control (B) Efecto de la inhibicién
de la cinasa de Rho mediante la incubacién de Y-27632 (10 uM). Este farmaco disminuyé

significativamente la contraccion inducida por KCI (*p<0.05, n=6).

(C) Efecto de la activacion del

VDCC,_ con Bay K8644 (1 uM). Este farmaco incrementé significativamente la contraccion inducida
por KCI (**p<0.01, n=6). (D) Efecto de la activacion del VDCC, con Bay K8644 (1 uM) en conjunto con
la inhibicion de la ROCK mediante Y-27632 (10 uM). La combinacion de ambos farmacos no tiene
diferencia con respecto al control (n=6). Se grafican promedios * EE.
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Discusioén

La contraccion inducida por la depolarizacién de la membrana en MLVA se
entendia como un proceso mediado Unicamente por la apertura de canales de Ca*
dependientes de voltaje tipo L (VDCC,) y la concomitante entrada de Ca®" extracelular.
En la actualidad se sabe que, bajo el mismo estimulo, ocurren otros procesos capaces
de producir contraccion (35; 39; 43; 52). Estos procesos involucran cascadas de

2+]i

sefalizacion que permiten el aumento de las concentraciones de [Ca”']i a expensas del

RS, el principal reservorio de Ca?* de la célula.

La contraccién en medio KH 0 Ca** es dependiente del Ca** del RS

La disminucién de la [Ca®'] del RS, consistente en la adicién simultanea de CPA 'y
cafeina, fue eficaz. Se observa una significativa disminucién en la contraccion inducida
por KCI 60 mM en medio KH 0 Ca®" con respecto al grupo control. EI Ca** que induce
la contraccién en esta condicién experimental debe provenir principalmente del RS
dado que no es posible obtenerlo del medio extracelular. Por otro lado, conocemos
gue, aun sin la intervencién farmacoldgica, el RS disminuye muy importantemente su
concentracién de Ca** al paso del tiempo en medio KH 0 Ca** (4). Por esta razon, el
tiempo de permanencia del tejido en un medio KH 0 Ca** determina su capacidad de
contraccion. Puesto que el tiempo de permanencia del MLVA de bovino en medio KH 0
Ca’* fue estandarizado a 10 minutos en todos los protocolos experimentales, se
confirma que la contraccién es dependiente de al menos uno de los reservorios de Ca**

de la célula.

Cabria esperar que toda liberacién de Ca?" del RS originara una contraccion.
Como sabemos, la concentracién de Ca?* en distintas regiones de la célula es muy
ordenada y regulada, debido a la amplia variedad de actividades fisiol6gicas en que
participa este ion (50). Puesto que la sola adiciéon de CPA y cafeina no generd ninguna
contraccion mesurable mediante 6rgano aislado en el tiempo de incubacion, sugerimos

que el Ca®" reticular que se concentré en el citoplasma durante ese periodo fue
41



rapidamente extruido de la célula por alguno de los mecanismos de regulacion
(principalmente la PMCA). De esta forma, se puede pensar que, en condiciones 0 Ca®*
extracitoplasmatico, la depolarizacion quimica de la membrana es la Unica responsable
de generar una salida ordenada y suficiente de Ca®" reticular tal que se permita la

contraccion transitoria del musculo.

El receptor a IPsparticipa en la liberacion de Ca®* del RS

Habiendo definido el origen del Ca®" que participa en la contraccién transitoria, se
genero la inquietud respecto a los mecanismos por los que el RS permite la salida del
Ca’* durante la depolarizacién con KCI. Enseguida se pensé en los dos mecanismos
principales que liberan Ca** del RS: los receptores de ryanodina (RyR) y los receptores
de IP; (IP3R). Se sabe que en el musculo esquelético, el VDCC_ esta acoplado
fisicamente al RyR e induce la salida masiva de Ca** del RS al sensar un cambio en la
polaridad de la MP sin el flujo de Ca®* extracelular al interior de la célula. Cuando esto
ocurre, se dice que los RyR presentan una liberacién de Ca?" inducida por voltaje
(VICR, 40). Sin embargo, en el MLVA no se ha demostrado que los RyR estén
acoplados fisicamente a los VDCC_ ni tampoco existen evidencias del fendmeno VICR
pero si del fenémeno de liberacion de Ca®" inducida por Ca** (CICR). Para activar la
CICR, se requiere de cierta concentraciéon de Ca** en la region cercana al RyR, i. e. la
despolarizacién en este musculo liso per se no ocasiona la liberacién del Ca®* del RS a
través de los RyR. En cambio, se sabe que la salida de Ca®" del RS a través de los
receptores de IP; induce a su vez la salida de Ca®* a través de los RyR en un proceso
denominado CICR (24; 40). Por esta razon se descartaron los RyR como el origen del
estimulo para la liberacién de Ca?* del RS en nuestras condiciones experimentales y se

consideraron los IP3R.

La inhibicion farmacolégica del IP3R disminuyé significativamente la contraccion
inducida por KCl 60 mM en medio KH 0 Ca*. Estos resultados indican la clara
participacién de este receptor-canal en la liberaciéon de Ca®" bajo estas condiciones
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experimentales. Mas aun, nuestros hallazgos coinciden con los obtenidos para el MLVA
de raton en medio KH (40). Como se menciondé con anterioridad, no existe evidencia de
la activacion de los RyR al depolarizar la membrana; por lo tanto, en primera instancia,
el Ca** del RS debe provenir del IP3R.

Las proteinas G triméricas no participan en la activacion del IP3R en el MLVA de

bovino

En el mdsculo liso vascular, el VDCC_ esta directamente implicado en la
activacion de las proteinas G triméricas (18; 22). Recientemente, Fernandez-Tenorio y
col., (23) demostraron que durante la depolarizacion sostenida en el musculo liso
vascular, el canal presenta cambios conformacionales necesarios para activar la via de
sefializacion proteina G4-PLC-IP3-IPsR y, ademas, aporta el Ca®* extracitoplasmatico

necesario para rellenar al RS y mantener la activacién de RhoA/ROCK.

En cuanto al MLVA, las proteinas Gqq pueden ser activadas cuando un agonista
adecuado ocupa el receptor muscarinico M3 o bien por el VDCC, cuando se depolariza
la MP (40). Al ser activadas permiten la activacion de la PLCB que, como todas las
PLC, escinde el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato para formar DAG e IP3. Con el fin de
dilucidar si en MLVA de bovino, la depolarizacion de la MP genera IP3 por la activacion
de proteinas triméricas Gqq como lo reportaron Liu Q y col., para las vias aéreas del
ratobn (39), se propuso desacoplar farmacologicamente dichas proteinas. En
experimentos preliminares se demostroé que la contraccién promovida por la activaciéon
de los receptores M3 a través de carbacol es inhibida en ~35% por NEM 100 uM
(desacoplador de las proteinas G), demostrando asi que NEM es efectivo desacoplador
de proteinas G triméricas en MLVA de bovino. Sin embargo, nuestros resultados
demostraron que la contraccién inducida por KCI 60 mM en un medio KH 0 Ca**
incubado con NEM 100 uM es igual a la del control, sugiriendo que las proteinas G no
estan implicadas en la liberacién del Ca?* proveniente del RS. La relacién entre el
VDCC,, la depolarizacion de la MP y el eje de sefalizacion proteina G4-PLC-IPs-IP3R

43



parece estar determinado por el tejido y la especie animal. Por esta razon, es necesario
hacer investigacion mas exhaustiva con el fin de conocer los mecanismos que
provocan la activacion de los IPsR en MLVA de bovino y la concomitante liberacion de
ca*

Los VDCC, son capaces de modular la contraccién en un medio KH 0 Ca?*

Ferndndez-Tenorio y col. (23) demostraron que, en musculo liso vascular, los
VDCC_ estan directamente involucrados en la liberacion de Ca* reticular cuando se
depolariza la MP. Para evaluar la participacion de estos canales cationicos en la
contraccién transitoria del MLVA en medio KH 0 Ca®*, se bloquearon con nifedipina o
bien, se activaron con Bay K8644. Este es uno de los resultados mas sorprendentes de
este trabajo puesto que se esperaba que dichos canales no tuvieran ninguna
participacion. Los VDCC, se encuentran en la MP y se abren al sensar cambios en el
potencial de membrana permitiendo la entrada de Ca?* del medio extracelular hacia el
citoplasma, es mas, son considerados altamente especificos en su selectividad
cationica al Ca?*. Al no haber Ca*" extracelular, se pensé que los VDCC, simplemente
no participarian y que los resultados del control serian iguales a los de los tejidos
incubados con nifedipina o Bay K8644. No obstante, la incubacién con nifedipina 1 yM
disminuyé significativamente la contraccion inducida por KCI 60 mM en medio KH 0
Ca?*, a la vez que la incubacién con Bay K8644 1 pM aumenté la contraccién bajo las
mismas condiciones con respecto al control. Los resultados demuestran que el canal
esta implicado en la contraccion transitoria del MLVA en medio KH 0 Ca**, lo anterior
concuerda con lo reportado en musculo liso vascular (18; 23). La similitud entre ambos
tipos de musculos, podria también sugerir que la manipulacién del VDCC, en medio KH
0 Ca* provoca que el canal se vuelva inespecifico al Ca?*, como sefialan Fernandez-
Tenorio y col.,, para el MLV (22). De ahi que se proponga que esta contraccion
transitoria del MLVA: a) involucra al VDCC, que parece estar participando en la
depolarizacion de la MP, regulando asi la salida de Ca®* del RS. b) el VDCC, modifica

su especificidad catiénica cuando se depolariza al MLVA en un medio KH 0 Ca®.
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Postulamos que los VDCC, se vuelven permeables a Na*, ya que es el cation mas
abundante y de radio i6nico similar al del Ca®*. La entrada de Na* seria entonces la

responsable de modificar el potencial de membrana.

La depolarizacién de la membrana favorecida por los VDCC, en medio KH 0 Ca?*
activa a la ROCK

Al comprobarse en experimentos por separado, que el grado de apertura de los
VDCC,_ y ROCK tenian ambos implicaciones en el mecanismo de contraccion en medio
KH 0 Ca?*, se decidié probar si la apertura de dichos canales (y consecuentemente la
AEy generado por KCI) se relaciona con la activacion de la ROCK bajo las mismas
condiciones experimentales. En 2005, Liu y col., (39) descartaron que la activacion de
la ROCK por un estimulo del MLVA con KCI, involucrara a la calcio-calmodulin cinasa,
la PKC o la PKA, pero establecieron que la activacion de dicha cinasa depende de: a)

la elevacién de la [Ca?"];

y b) probablemente de la depolarizacién de la membrana per
se. Mediante el uso de Y-27632 combinado con Bay K8644 se corrobord que la sola
depolarizacién de la membrana en un medio KH 0 Ca®* es suficiente para activar a la
ROCK en MLVA de bovino. Este resultado (Figura 11) no deja duda de que la AEy
genera la activacion de la cinasa; la activacion del VDCC_ con Bay K8644 es capaz de
anular el efecto del Y-27632, puesto que el grupo experimental es igual al grupo
control, poniendo de manifiesto que a mayor AEy, mayor activacion de ROCK; es decir,
la cascada que activa a la ROCK estéa relacionada de alguna manera con el VDCC,.
También en este sentido, el MLVA de bovino presenta similitudes con el musculo liso
vascular de ratén, en el que se ha demostrado que la activacion de la RhoA/ROCK

depende del grado de depolarizacién promovido por los VDCC, (23).

Es necesario realizar mas experimentos para dilucidar si AEy estd también

relacionada con la liberacién de Ca** del RS en este modelo experimental.
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Conclusiones

La depolarizacion del MLVA de bovino inducida por KCI 60 mM en medio KH 0
Ca** induce una contraccién transitoria dependiente del Ca®* proveniente del RS

y liberado a través de la estimulacion de los receptores de IPs.

La generacion de IP3 no esta relacionada con la activacion de una proteina G

trimérica.

La magnitud de la contraccion transitoria del MLVA de bovino depende de la

concentracion de Ca®* en el RS.

La ROCK participa en la contraccion transitoria de MLVA de bovino y su
actividad, bajo estas condiciones (ausencia de Ca** extracelular), depende de la
dinamica del VDCC,.

El estado del VDCC, (sea bloqueado por nifedipina o activado por Bay K8644)
tiene influencia directa sobre la magnitud de la contraccion transitoria, bajo estas

condiciones experimentales.
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Anexo |I: Farmacos

Bay K8644 Activador de los VDCC,.

Metil-1,4-dihidro-2,6-dimetil-3-nitro-4-(2-trifluorometilfenil)-piridina-5-carboxilato

Cafeina Activador de los RyR.

CPA Inhibidor de la SERCA.

Acido ciclopiazonico

NEM Desacoplador de proteinas G.

N-etilmaleimida

Nifedipina Bloqueador de los VDCC,.

TMB-8 Antagonista del IP3R.

8-(Dietilamino) octil-3,4,5-trimetoxibenzoato

Y-27632 Inhibidor de la ROCK.

(R)-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil) ciclohexanocarboxamida
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Anexo ll: Trazos Representativos

B 60 mM KCl A Vedio KH sin Ca2*+ EGTA 0.1 mM
gL /\L/\
10min
10min

TMB-8 (50 uM)

Figura 13. Trazo representativo de los experimentos para bloquear el receptor de IP; con TMB-

8 (50 pM).
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B 60 mM KCI A Medio KH sin Ca?*+ EGTA 0.1 mM

4g | I
10min M A &
4g | E—
10min = A ]
CPA (10 uM) +
Cafeina (10 mM)

Figura 14. Trazo representativo de los experimentos para disminuir las concentraciones de
Ca” del reticulo sarcoplasmico con CPA (10 uM) y cafeina (10 mM).
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M 60 mM KClI A VMedio KH sin Ca?*+ EGTA 0.1 mM

ZgJ

10min ™ A =
28 L f
10 min = A =
NEM (100 uM)

Figura 15. Trazo representativo de los experimentos para desacoplar las proteinas G con
NEM (100 uM).
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W 60 mM KCl A \Medio KH sin Ca2*+ EGTA 0.1 mM

2g |
10min M A =
28 ek
10min M A B

Y-27632 (10 uM)

Figura 16. Trazo representativo de los experimentos para inhibir a la ROCK con Y-27632 (10
uM).
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M 60 mM KCl A Vedio KH sin Ca?*+ EGTA 0.1 mM

28—

10 min (e A O
8L

10 min = A =m

Nifedipine (1 uM)

Figura 17. Trazo representativo de los experimentos para bloquear al VDCC, con nifedipina
(1 pM).
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Bl 60 mM KCl A Vedio KH sin Ca?*+ EGTA 0.1 mM

1 I J\

10 min = A =
28 \\/’\“
10min M A m
Bay K8644 (1 uM)

Figura 18. Trazo representativo de los experimentos para activar el VDCC, con Bay K8644

(2 uM).
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B 60 mM KClI A Vedio KH sin Ca2*+ EGTA 0.1 mM

Bay K8644 (1 uM)

agL_ m

10min W A ®H

Y-27632 (10 uM)

4g|—m

10min W A =

Y-27632 (10 uM)
+
Bay K8644 (1 pM)

Figura 19. Trazos representativos del efecto de la activacion del VDCC, con Bay K8644 (1 uM)
en conjunto con la inhibicion de la ROCK con Y-27632 (10 uM).
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