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RESUMEN

El salbutamol es un agonista Bz-adrenérgico, comunmente utilizado para el
tratamiento agudo de broncoespasmo y enfermedades pulmonares (Barnes
PJ, 1993., Wang et al., 2009). En el musculo liso de las vias aéreas (MLVA)
la relajacion por agonistas pB2-adrenérgicos actla a través de un incremento
del 3",5"- adenosin monofosfato ciclico (AMPc), mediante la activaciéon de la
adenilato ciclasa (AC) y posteriormente la activacion de la proteina cinasa A
(PKA), ademés de la apertura de los canales de potasio dependientes de
calcio (BKca2*) para inducir hiperpolarizacion. Se ha propuesto que el
salbutamol, un agonista B2-adrenérgico estimula la via de la MAP cinasa
(MAPK) a través de las proteinas Gi activando a ERK1 y ERK2. El objetivo
de este trabajo fue investigar si ERK1 y ERK2 patrticipan en el efecto de
relajacion inducido por salbutamol sobre el MLVA de cobayos pre-contraidos
con KCI. Método: Anillos de trdquea de cobayo fueron pre-contraidos con 20
0 60 mM de KCI. Posteriormente se administr0 una curva concentracion-
respuesta a salbutamol (1 nM a 10 uM, n=12). Algunos de estos tejidos se
preincubaron 30 min con una concentracion Unica de PD98059 (inhibidor de
la MEK; 1, 10, 32 0 50 uM, n=5) y con U0126 (inhibidor especifico de la ERK1
y ERK2; 5 uM, n=3) y U0124 (analogo inactivo del U0126; 5 uM, n=3). Los
tejidos obtenidos al terminé del protocolo experimental fueron homogenizados
y se realizaron western blots para evaluar la participacion de la fosforilacion
de ERK1 y ERK2 en la relajacion inducida por salbutamol (10 pM).
Resultados: Observamos que salbutamol 10 uM indujo una relajacion total
del MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI. Sin embargo, cuando el MLVA
fue precontraido con 60 mM de KCI, esta concentracion de salbutamol induce
una minima relajacion. Cuando utilizamos PD 98059 en el MLVA precontraido
con 20 mM de KCI, encontramos que las concentraciones 1,10 y 32 uM
disminuyeron parcialmente el efecto de relajacion del salbutamol. Sin
embargo, cuando utilizamos 50 uM de este inhibidor, éste bloqueo
completamente el efecto relajante del salbutamol. Estos resultados fueron
corroborados cuando utilizamos U0126. Encontramos que el efecto de
relajacion inducido por salbutamol 10 uM disminuyo ~50%. En el analisis del
western blot por densitometria, encontramos que la relajacion inducida por
salbutamol incremento significativamente la fosforilacion Unicamente de ERK2
cuando el MLVA es pre- contraido con 20 mM de KCI. En cuanto a los tejidos
pre-contraidos con 60 mM de KCI, hubo una disminucion significativa de la
fosforilacion de ERK1/ERK2. Cuando utilizamos PD 98059 50 uM
encontramos que éste disminuyé los niveles de fosforilacion ERK1 en la
relajacion inducida por salbutamol en los tejidos pre-contraidos con KCI 20
mM. Por otro lado, PD 98059 32 uM y 50 uM disminuyerdn significativamente
(p<0.01) la fosforilacion de ERK1/2. Conclusién, Salbutamol 10 uM induce
relajacion del MLVA de la traquea de cobayo pre-contraida con KCl 20 mM y
esta relajacion esta relacionada con la fosforilacion de las MAP cinasas ERK1
y de ERK2.
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INTRODUCCION

SISTEMA ADRENERGICO EN EL MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS
(MLVA)

El sistema nervioso se divide en el Sistema Nervioso Central, compuesto por el
cerebro y médula espinal y el Sistema Nervioso Periférico conformado por vias
eferentes (nervios que llevan la informacion desde el cerebro y la médula espinal
hasta las células efectoras de los tejidos periféricos y fibras aferentes) a través de
las cuales, los nervios transmiten informacion de la periferia al sistema nervioso
central. (Mendoza N., et al., 2008; Lullmann H., et al., 2008; Sandoval A., et al.,
2014).

El Sistema Nervioso Periférico se subdivide en:

Sistema Nervioso Somatico: Este sistema tiene la funcién de percibir el medio

ambiente y dirigir los movimientos corporales segun la situacion que percibe.

Sistema Nervioso Autbnomo: Este sistema se divide en Sistema Nervioso Simpético
y Sistema Nervioso Parasimpético y se encargan de la inervacion de los efectores
viscerales, es decir, el musculo liso, el musculo cardiaco y las glandulas, los cuales
se encuentran en los 6rganos que constituyen los sistemas cardiovascular,
respiratorio, digestivo, urogenital, tegumentario y endocrino, de tal manera que
como su principal destino son las visceras. Sus centros nerviosos principales
residen en el hipotalamo, en el tronco cerebral y la médula espinal. (Zieher M.,
2004; Sandoval A, et al., 2014; Lullmann H., 2008).

El Sistema Nervioso Parasimpatico regula los procesos vinculados con la captacion
y almacenamiento de energia. Estos procesos se desarrollan en reposo corporal y
se ubica en los nervios craneales Ill, VII, IX y X, y en los niveles S2-S-4, y es
estimulado mediante el sistema colinérgico por medio de la liberacion de acetilcolina
(ACh) a través de su union a receptores muscarinicos especificos para ACh que se
encuentran en la membrana plasmatica, estos receptores se dividen en 5 subtipos

(M1-M5); de igual manera puede ser estimulado a través de la nicotina, la cual se
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une a receptores nicotinicos de la ACh. Una estimulacibn en la porcion
parasimpatica provoca la contraccion de los bronquios (manteniendo asi el volumen
respiratorio), mediante el nervio X (nervio vago), los receptores M3 desempefian un
papel en el tono de la musculatura lisa de los bronquios, ya que su excitacion
produce una estimulacion de la fosfolipasa C (PLC), una despolarizaciéon de

membrana y un aumento en el tono muscular (Zieher LM., 2004; Lillmann H., 2008).

Por otro lado, el Sistema Nervioso Simpatico produce las reacciones necesarias
para alcanzar un estado capaz de un elevado rendimiento, como sucede en la lucha
o en la huida. Este sistema se localiza en los segmentos T1 - L2 de la médula espinal
y se encuentra mediado por el sistema adrenérgico, el cual es estimulado por las
catecolaminas (CA) tales como: adrenalina, noradrenalina y dopamina (liberadas
por la médula adrenal). Los efectos biologicos de las CA estan mediados por los
receptores adrenérgicos. En 1948, Ahlquist definio dos tipos diferentes de
receptores adrenérgicos: o y B, en funcion de las respuestas de excitacion e
inhibicion respectivamente (Ahlquist R., 1984). Por otro lado, Lands, et al. (1966)
propusieron la existencia de dos receptores 3 diferentes, los B1 y B2, posteriormente
se describieron los receptores B3 (Lans A., et al., 1967). Langer S. (1974) propuso
la clasificacion de los receptores adrenérgicos del tipo o y az. En los dltimos afios,
se han utilizado agonistas y antagonistas adrenérgicos de alta afinidad por el
receptor, para el estudio directo de los receptores (Jarilla D. & Fernandez G., 1992;
Fernandez C., et al., & Gnus J., 2012).

La clasificacion mas reciente elaborada por la IUPHAR (International Union of Basic
and clinical Pharmacology, 2015) y los mecanismos de transduccion por los cuales

actuan cada uno de los receptores se muestran en el cuadro 1.
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Los receptores B2 posibilitan, mediante una proteina G estimulante (Gs), un
aumento de la formacion de 3’,5’-adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La inhibicion
consecuente de la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) produce la
relajacion de la musculatura lisa induciendo broncodilatacién, asi como el aumento
de la actividad mucociliar (Arreola J., et al., 2013; Jarilla D. & Fernandez G., 1992;
Sandoval A., et al., 2014). Las vias de sefalizacion implicadas en este sistema han
sido un tema importante de estudio para poder explicar la fisiopatologia del asma 'y

sus implicaciones terapéuticas de su estimulacion o inhibicion (Goldie R., 2011).

Cuadro 1. Clasificacion de receptores adrenérgicos y mecanismos de
transduccion.

Receptor Subtipo Mecanismo de transduccién

%A G,/ Gy Mp,/oAG

% G/Gy |AMP,

B gi c. ftame

Bs

Fuente: International Union of Basic and clinical Pharmacology (IUPHAR) 2015.
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DISTRIBUCION DE RECEPTORES B ADRENERGICOS (B - AR)

Los receptores B-adrenérgicos (B-AR) estan presentes en la superficie de casi todos
los tipos de células de mamiferos (Libretto S.E., 1994), son estimulados
fisiolégicamente por hormonas enddgenas (catecolaminas): adrenalina,
noradrenalina y dopamina, los receptores 3 se clasifican en f1-AR, B2-AR y B3-AR
(Cohen, et al., 2016). Los Bi-AR se encuentran principalmente en el musculo
cardiaco y el tejido adiposo; los B2-AR en el masculo liso de las vias aéreas (MLVA)
y se ha descrito que la densidad de estos aumenta conforme incrementan las
generaciones del arbol bronquial hasta llegar a los alveolos; ademas se han
identificado en el tracto gastrointestinal, musculo esquelético, vejiga, endotelio
vascular, epitelio ciliado, células cebadas, eosinofilos, linfocitos, células de Clara,
neumocitos tipo Il y utero; los Bs3-AR, en el tejido adiposo. Las glandulas
submucosas tienen una pequefia poblacion de receptores B1 (10%) y el resto de P2
(90%; Jarilla D. & Fernandez G. 1992).

Las respuestas farmacologicas y fisiolégicas de un tejido seran el resultado de la
presencia particular de alguno o varios de los tres subtipos de B-AR presentes en
esa célula. (Mersmann HJ, 1998; Giembycz & Newton, 2006; Cohen, et al., 2016;
Op’t Holt, 2007).

ESTRUCTURA DEL B2 - AR

Los B2-AR tienen una estructura tridimensional de caracteristicas glicoproteicas
compuestas de 413 aminoacidos, con un peso molecular entre 90 000 daltons y es
en general mas sensible a la adrenalina que a la noradrenalina, forman parte de la
familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR por sus siglas en inglés G-
protein coupled receptor; Barisione, et al.,, 2010) y para su activacion es
imprescindible la presencia de dicha proteina. Asi como los GPCRSs, su composicién
presenta siete dominios transmembranales, un amino terminal que se encuentra en

el espacio extracelular y un carboxilo terminal rico en serina y treonina, el cual se
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encuentra en el citoplasma (Charlotte K., et al., 2017; Jarilla D. & Fernandez G.,
1992; Figura 1). El gen responsable de su codificacibn es un gen sin intrones,
localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (Perpifia M., 2008). La funcién de los
B2-AR esta relacionada con su densidad, ya que su respuesta biologica es
directamente proporcional al nimero de receptores ocupados. Si disminuye el
namero de receptores disminuye la respuesta maxima del musculo liso y disminuye
la sensibilidad al agonista (Fernandez C. SF, Walker JKL., et al., 2011).
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Figura 1. Imagen de la cadena de aminoacidos del receptor B.-adrenérgico de humano.

Tomado de B Op’t Holt, 2007.
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MECANISMO DE CONTRACCION DEL MLVA

La actividad de contraccion y relajacion del masculo liso de la via aérea esté bajo
control miogénico, neurogénico y hormonal, siendo el efecto final la regulacion de la
concentracion intracelular de Ca?* ([Ca?*]i), la cual determinara el grado de tensién
a desarrollar por el masculo liso. En condiciones fisiologicas la concentracion de
Ca?* intracelular en las células en reposo es del orden de 10" mol/L (100 nM)
mientras gque las concentraciones de Ca?* extracelular son habitualmente 10-3 mol/L
(1 mM; Thirstrup S., 2000).

Se conocen dos mecanismos de acoplamiento excitacidn-contraccion del musculo
liso de las vias areas: el primero es a través de la estimulacion con agonistas
contractiles (acoplamiento farmacomecanico) y el segundo se lleva a cabo por la
despolarizacion de la membrana plasmatica (acoplamiento electromecanico;
Thirstrup S., 2000).

En el acople farmacomecanico, involucra la estimulacion de receptores
membranales por accién directa de neurotransmisores que desencadenan toda la
via de transduccion de sefiales que involucra a las proteinas G y la produccién de
segundos mensajeros, siendo el efecto final la liberacion de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico por el 1, 4,5 trifosfato de inositol (IP3; Bazéan, et al., 2003; Horowitz,
et al., 1996), seguido por la entrada de Ca?* del espacio extracelular a través de los
canales cationicos inespecificos de la membrana plasmatica dentro de los cuales
se encuentran los operados por receptor asociados a proteinas G (ROC, Wang, et
al., 1997) y/o los que se abren cuando el RS es vaciado de su contenido de Ca?*
(SOC, Bazan, et al., 2003). Se ha propuesto que la entrada de Na* a la célula por
estos canales produce una depolarizacion abriendo los canales de Ca?
dependientes de voltaje tipo L generando asi, una entrada adicional de Ca?*
(Montafio, et al., 1996).
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El incremento de [Ca?']i y su unién a la proteina calmodulina forma un complejo
Ca?*-Calmodulina, el cual activa a la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK),
con la subsecuente fosforilacion de la serina en la posicion 19 de la cadena ligera
de 20 kDa de la miosina. Esta fosforilacion permite a la ATPasa de miosina ser
activada por la actina, y en consecuencia, el musculo se contrae (Somlyo & Somlyo,
2000). La serina previamente fosforilada de la cadena ligera de la miosina es
susceptible de ser defosforilada por la fosfatasa de la cadena ligera de miosina

(MLCP) y en esta forma inhibir el proceso de la contraccién (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de contraccion farmacomecénico en el muasculo liso de las vias
aéreas (MLVA) inducido por Acetil colina (ACh). Tomado y modificado de Carbajal V., 2006.
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Otro mecanismo de contraccion es el electromecanico; el cual opera mediante
cambios en el potencial de la membrana plasmatica. El potencial de membrana en
reposo del MLVA es negativo (-50mV) con respecto al espacio extracelular y cuando
hay un aumento en potenciales positivos ocurre una despolarizacion, resultado de
un incremento rapido en las [Ca?*li, debido al flujo de Ca?* a través de canales de
Ca?* dependientes de voltaje tipo L, alterando asi el potencial de membrana
(despolarizacion) para provocar la contraccion (Somlyo & Somlyo, 1994, Pfitzer G.,
2001; Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de contraccién electromecanico en el MLVA (Rosa Sandoval Roldan).

21



Durante mucho tiempo el KCI ha sido utilizado como un estimulo conveniente para
eludir a los receptores de proteina G y activar al masculo liso por un mecanismo
altamente reproducible y relativamente simple al involucrar la activacion de los
canales de Ca?* tipo L que conduce a un incremento del [Ca?*]i y posteriormente
inducir la contraccion. KCI puede incrementar la actividad de ERK en células de
musculo liso adrticas cultivadas y arterias (Ratz, et al., 2005). Estudios en células
cerebrales, se ha observado que la actividad de ERK1/ERK2 depende de los niveles
depolarizantes de KCI (Obara, et al., 2007).

Adicionalmente se ha postulado que el caldesmon, un filamento delgado del
musculo liso, participa durante la contraccion de éste tejido. La funcién del
caldesmon es inhibir la interaccién de los filamentos de actina y miosina mediante
la inhibicién de la ATPasa de miosina y de esta forma evitar la contraccion. Cuando

el caldesmon es fosforilado, su efecto inhibitorio desaparece (Hemric, et al., 1993).

En 1997, Gerthoffer, et al., encontraron que el carbacol (agonista colinérgico)
inducia la fosforilacion en el musculo liso traqueobronquial mediante la activacion
de las MAPK: ERK1/ERK2. Por otro lado, Lelliott, et al. (2012), encontraron que la
ERK regula el tono de los bronquios periféricos de cerdo por inhibir la relajacion
mediada por el B-AR, pero no tiene efecto sobre la respuesta contractil inducida por

el agonista.
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MECANISMO DE RELAJACION MEDIADO POR LOS B2-AR EN EL MLVA

Desde 1960 ha sido establecido que la activacion de los B2-AR es mediada por un
incremento de los niveles de AMPc intracelular. El acoplamiento del receptor B2
adrenérgico activa a una proteina Gs trimérica (Barnes P.J., 1993; Wang, et al.,
2009), la cual contiene una subunidad a (la que estimula a la adenilato ciclasa, AC)
y las subunidades By (el cual transduce otras vias de sefializacion). La AC, cataliza
la conversion de ATP a AMPc (y la formacion de un pirofosfato inorganico PPi). El
AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA, Barnes P.J., 2004; Deshpande, 2006) en
la subunidad reguladora. La PKA fosforila residuos de serina y treonina de proteinas
especificas tales como proteinas reguladoras, canales idnicos y enzimas dentro de
la célula. En el MLVA la PKA fosforila a: (1) la MLCK, (2) los receptores de IP3 del
reticulo sarcoplasmico (IP3R), (3) los canales de potasio dependientes de calcio
(BKca?*), (4) la ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico (SERCA) y (5) la
ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA; Hall I., 2000), favoreciendo

la relajacion de la siguiente manera:

1) La fosforilacién de la MLCK: disminuye la afinidad de la MLCK por el complejo
calcio/calmodulina, reduciendo asi su actividad y la fosforilacién de la Serina
posicion 19 de la cadena ligera de miosina (MLC; Penn R., et al., 2007).

2) La fosforilacion del IPsR del RS: reducen su afinidad a IPs, lo que limita la
movilizacién y salida de Ca?* del RS al espacio extracelular (Penn R., et al., 2007;
Hall I., 2000).

3) Los BKca?* fosforilados, inducen la hiperpolarizacion de la membrana (a través
del flujo de K*) y el cierre de los canales de calcio tipo L para disminuir el calcio
intracelular (Hansel & Barnes, 2005; Hall I., 2000).

4) La fosforilacion de SERCA, promueve la entrada de Ca?* al RS, provocando una
disminucién en las [Ca?*]i (Hansel & Barnes, 2005; Hall I., 2000).
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5) La activacion de la PMCA induce la salida de Ca?* al espacio extracelular a través
de la membrana plasmatica, disminuyendo asi las [Ca?*]i (Hansel & Barnes, 2005;
Somlyo & Somlyo, 1994; Malcolm J., 2006; Hall 1., 2000).

Los niveles de AMPc son regulados por la actividad de la enzima fosfodiesterasa
(PDE), la cual catalizan la ruptura del enlace fosfodiéster del 3"-5"AMPc,
convirtitndolo en su metabolito 5° AMP; en el MLVA se encuentran las

fosfodiesterasas tipo Il y tipo IV (Hall I., 2000; Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de relajacién del musculo liso, inducido por salbutamol un agonista

B2 adrenérgico. Tomado y Modificado de Hansel & Barnes, 2005.
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AGONISTAS B—AR

Los agonistas B2 constituyen el tratamiento cominmente utilizado para el asmayy el
manejo de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Estos, ejercen sus
efectos broncodilatadores via los B2-AR localizados en el MLVA como previamente
se describié. El mecanismo bioquimico de la accion de los agonistas 2 no ha sido
clarificado por completo. Se sabe que inducen un aumento en la tasa de formacion
de AMPc a patrtir del trifosfato de guanosina (GTP) en presencia de AC, poniendo
en marcha reacciones en cadena dando como resultado la relajacion del MLVA 'y la
dilatacion de la via aérea (Barisione, et al., 2010; Charlotte K, et al., 2017; Walker
JKL., 2011).

Su efecto depende de la selectividad de cada agonista B2 y su capacidad para
acoplarse a su receptor. Desde el punto de vista farmacoldgico, es muy importante
su capacidad de difusion a través de la membrana celular, que dependera en cierto
grado de su hidrofilia 0 lipofilia (Fernandez C.
www.seaic.org/wpcontent/plugins/downloadbetaagonistas).

Actualmente los agonistas B2 adrenérgicos son agrupados dentro de tres grupos
(Sanchez M., 2007; Cohen, et al., 2016; Charlotte K., et al., 2017; Cuadro 2):

1. Corta Accion (SABAs, por sus siglas en inglés short-acting -agonists)
2. Larga Accion (LABAs, por sus siglas en inglés long —acting - agonists)
3. Ultra-Larga Accién (Ultra-LABAS).

» SABAs

Son agentes de rescate altamente eficaces para la terapia del asma debido a que
combaten la broncoconstriccion y las exacerbaciones agudas; se pueden
administrar por via oral o inhalatoria y se ha demostrado su accion efectiva a nivel

pulmonar como broncoprotector frente a una variedad de estimulos.

Generalmente se reservan para uso necesario y su inicio de acciéon es aproximado
a bmin. Tienen un efecto maximo de 60-90 min, persistiendo por 4-6 h (Cazzola M.,
2012; Carrasco C., 2013).
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» LABAs

Tienen una gran selectividad por los receptores B2 y mantienen la broncodilatacion
por 12 h. Su inicio de accion es mas lento, ya que puede variar entre los 5-15 min
en comparacion con los SABAs. Su uso por lo general es en combinacién con

corticoides inhalados.

Se han desarrollado como terapia para el mantenimiento de la EPOC leve a
moderada. Su ruta de administracion puede ser oral o inhalada, siendo esta Ultima
mas eficaz para tratar esta enfermedad dado que mejora significativamente la
disnea y disminuye las exacerbaciones (Cazzola M., 2012; Carrasco C., 2013;
Cohen, et al., 2016).

> Ultra-LABAs

En el 2009, Indacaterol fue aprobado como el primer agonista 32 adrenérgico Ultra-
LABAs por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y en el 2011 se aprobd
para el tratamiento de pacientes con EPOC. Su via de administracion es por
inhalacion, tiene un rapido inicio de accién debido a su rapida absorcion y tiene una
duracion hasta de 24 h. Actualmente no es considerado como una terapia Unica
para tratar la EPOC; este tipo de B2 adrenérgico aun no es aprobado para el uso en

el tratamiento del asma (Cazzola M., 2012).
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Cuadro 2. Clasificacion de los agonistas B2 usualmente usados en la clinica

f2-agonistas

Rapido

Lento

Rescate

Rapido inicio. Corta duracion
Terbutalina inhalada
Salbutamal inhalado

Rapido inicio. Larga duracién
Formoterol inhalado

Inicio lento. Corta duracion
Terbutalina oral
Salbutamol oral

Inicio lento. Larga duracién
Salmeterol inhalado
Bambuterol oral

Corta

Larga

O+3SDm =S =SS0~

Tomada de: www.seaic.org/wpcontent/plugins/downloadbetaagonistas
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SALBUTAMOL

La terapia broncodilatadora para el asma méas antigua conocida por la humanidad
inicio hace mas de 5000 afios, con la planta Ephedra sinica de la medicina China la
cual es rica en efedrina, componente similar a la adrenalina (Hansel & Barnes, 2004;
Oscanoa T., 2014).

Al comienzo de la Il Guerra Mundial, en 1940, H. Konzett en los Laboratorios

Boehringer Ingelheim sintetizo la isoprenalina (isoproterenol en EE.UU) agonista 3 ,
el cual mostro ser un también un estimulante cardiaco, con ello fue necesario
encontrar un agonista selectivo de los receptores [ bronquiales (§2) que no

estimulase los receptores B-cardiacos (Ravifia E., 2008).

El Dr. David Hartley de la compafiia farmacéutica britanica Allen & Hamburys Ltd.
(después perteneciente al grupo Glaxo) desarrollaron el salbutamol racémico,
albuterol (nombre comercial Ventolin) considerablemente mas broncodilatador que
estimulante cardiaco. El Salbutamol estuvo disponible en el Reino Unido en 1969 y
en los Estados Unidos en 1980 (Ravifia E., 2008; Hartley D. & Middlemiss D. 1971).

El nombre salbutamol deriva de su composicién quimica: SAL por saligenina, BUT
por butil, AM por amino, y OL por etanol; Figura 5.

Salbutamol
fl:H—CH;,—NH fT'—CHE
OH CH3
saligenina etanol amina butil

Figura 5. Estructura y composicion quimica del salbutamol.
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En la actualidad salbutamol es un agonista selectivo para los receptores 2y en las
vias &reas su efecto principal es relajar el musculo liso traqueobronquial (Starkey
E., et al., 2014).

El mecanismo de accion molecular del salbutamol comienza con la estimulacion del
receptor B2 en el MLVA para después activar a AC, la cual aumenta el AMPc
intracelular, esto lleva a la activacion de PKA, esta enzima inhibe la fosforilacién de
la miosina y disminuye la concentracion de Ca?* intracelular, llevando a una

relajacion (Oscanoa T., 2014).

Los efectos secundarios mas comunes son el temblor, la ansiedad, el dolor de
cabeza, el espasmo muscular, la sequedad de boca y la palpitacion cardiaca. Otros
signos o sintomas pueden incluir la taquicardia, la arritmia cardiaca, el sonrojo de
cara. Més raros pero importantes son reacciones alérgicas como el broncoespasmo
(Cazzola M., 2012; Carrasco C., 2013).

ANTAGONISTAS ADRENERGICOS

Los antagonistas adrenérgicos son farmacos que se unen con alta afinidad, pero no
activan a los receptores, es decir, carecen de actividad intrinseca (Baynes J. &
Dominiczak M., 2008). En la actualidad ocupan un papel importante en el
tratamiento de diversos procesos cardiovasculares (hipertensién arterial, arritmias)
y no cardiovasculares (ansiedad, glaucoma, migrafia, temblor). Sin embargo, y
aunque todos los antagonistas tiene la misma capacidad para bloquear los
receptores B-adrenérgicos, existen importantes diferencias en sus propiedades

farmacodinamicas y farmacocinéticas (Mendoza N., 2008; cuadro 3).

Estos antagonistas se fijan a los receptores p-adrenérgicos e impiden la activacion
de la via de sefializacion proteina Gs-AC-AMPc-PKA por las CA. Como
consecuencia, reducen los niveles celulares de AMPc e inhiben la activacion de la

PKA vy la fosforilacion de diversas proteinas celulares (Oscanoa T., 2014).
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Cuadro 3. Selectividad de los antagonistas adrenérgicos por adrenoreceptores.

Receptor blanco/farmaco Afinidad receptores
a
Prazocina, terazocina QA soony (A2
Fenoxibenzamina Gy 0z
Fentolamina [ AP, 2
yohimbina, tolazolina 5502
o, B

. - [ [+ 5
Labetalol, carvedilol B1—PBz2> o102

Metaprolol, acebutolol, atenolal, B1>>> B2
celiprolol,esmaolal, betaxolol

Propanolol, cartealol, ﬂ 1— ﬁ2
nadolol,pindolal,timolol

Butoxamina P2>>> P

Fuente: Tomado y modificado de Mendoza N., 2008.
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LAS MAP CINASAS (MAPK)

Las cinasas de proteina activadas por mitdgenos (MAPK) se cree que tienen un
papel central en las vias de sefalizacion iniciadas por factores promotores de
crecimiento sobre una variedad de receptores de superficie celular. Estas cinasas
participan activamente en convertir el estimulo extracelular a sefiales intracelulares
gue afectan la expresion de genes necesarios para un gran numero de funciones
biolégicas, incluyendo crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular (Crespo P.,
et al, 1995). En el MLVA se describen varias funciones importantes mediadas por la
activacion de estas cinasas de proteina tales como: la sintesis de proteinas de

matriz extracelular, la proliferacion celular y la contraccion (Gerthoffer, et al., 1997).

Las MAP cinasas estan conformada por tres familias de componentes
interrelacionados, los cuales reciben, transmiten y responden a sefiales

extracelulares diferentes: las ERK, las JNK y la p38 (Valdespino G., et al., 2015).

A inicios de 1980, se descubri6 la primera familia de las MAP cinasas, la cual se
identific6 como la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK, por sus siglas
en inglés extracelular signal regulated protein kinase; Zaganjor & Cobb, 2011). Se
dividen en dos sub-familias: las pequefias ERK1 y ERK2 (42 y 44 KDa,
respectivamente) y la grande ERK5 (98 KDa; Lee J., et al., 1995).

Adicionalmente se han encontrado otras isoformas de la ERK, conocidas como
ERK3 y ERK4 y ERK 7 y ERKS, pero que actualmente se desconoce si estas
cinasas son activadas por fosforilacion a través de la via de sefalizacion de las
MAPK (Wortzel I., 2011; Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de sefializacion de las MAP cinasas (MAPK, Tomado y modificado
de Berridge, M., 2014.

INTERACCION DE LOS B2-AR CON LA ViA DE LAS MAPK

La activacion de la cascada de sefializacién de la ERK1 / ERK2 es iniciada en la
membrana plasmatica por medio de receptores de la cinasa de tirosina (RTKs), por
otro lado, los receptores acoplados a proteinas G (GPCRSs) y canales i6nicos entre
otros (Wortzel I., 2011), pueden activar a la proteina Ras dando lugar a la
fosforilacion de la Raf-1, que continuamente fosforila a la MEK1 / 2 y ésta a su vez
fosforila a la ERK1 / ERK2 (Berridge, M., 2014).

Las vias de union entre los receptores acoplados a proteinas G con las MAPK auln
son poco conocidas. Recientes reportes indican que las MAPK pueden ser
activadas por un gran numero de receptores unidos a Gi. Por ejemplo, los

receptores oe-adrenérgico, muscarinicos M2, dopaminérgico D2 y &cido
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lisofosfatidico pueden potencialmente activar a las MAPK. La actividad enzimatica
de las MAPK puede ser inducido por la estimulacion de los receptores acoplados a
proteinas Gq, tales como los receptores muscarinicos M1 y bombesina que
dependen parcialmente de PKC (Crespo P., et al., 1995).

Interesantemente, se ha descrito que los B>-AR pueden acoplarse a mdltiples
efectores a través de distintas proteinas G. Diferentes estudios realizados en los
1980s y los 1990s demostraron que cuando el B2-AR era purificado 0 un péptido
correspondiente a la tercera asa intracelular de la proteina podrian activar a Gi pura,
en un sistema libre de células, indicando que este acoplamiento promiscuo puede
también ocurrir en células intactas e in vivo. En efecto, los 2-AR pueden acoplarse
a multiples proteinas unidoras de GTP, incluyendo Gi, permitiendo la activacion de
las MAPK (ERK1/ERK?2) a través del complejo GBy (Giembycz & Newton, 2006).

Sin embargo, un papel para Gas y PKA en la sefializacion de Gy a Ras ha sido

identificado en este tipo de receptores estimulados por el agonista isoproterenol.

Debido a que la unién del agonista a los GPCR puede activar tanto Gas como Gpy,
la activacion de GBy de Ras podria proceder concurrentemente con la activacion
Ga de Rapl. Por ejemplo, en células HEK293 (linea celular de rifidn embrionario
humano) el isoproterenol puede activar a Rapl con Gas/AMPc y a Ras a través de
GBy (Dakaa, et al., 1997). Otro ejemplo, lo encontramos en células COS-7 (linea
célular de rifibn de mono verde africano), isoproterenol puede inhibir a ERK a través
de AMPc, pero puede activar a ERK a través de GByy Ras (Stork, et al., 2002). Esto
es particularmente interesante porque los B2-AR acoplados a la AC incrementan los
niveles intracelulares de AMPc, datos recientes indican que elevadas
concentraciones de AMPc pueden bloguear la activaciéon de las MAPK a través de
proteinas Ras oncogénicas, receptores de cinasa de tirosina (RTK) y GPCRs. Asi,
los receptores acoplados a proteinas Gs podrian disminuir mas que estimular la
actividad de las MAPK (Crespo P., et al., 1995).
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JUSTIFICACION

Los agonistas pz2-adrenérgicos como el salbutamol han sido usados ampliamente
para regular el MLVA una vez contraido, tanto experimentalmente como en
patologias que involucran la contraccion del MLVA. Sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales los agonistas 2 adrenérgicos causan relajacion no estan
completamente definidos. Existe evidencia (Giembycz & Newton, 2006) de que los
agonistas Pe-adrenérgicos presentan cierta promiscuidad, que puedan estar
participando en multiples vias de sefalizacién, independientemente del incremento
en los niveles de AMPc para inducir relajacion. Debido a esto, resulta interesante
explorar si el uso de KClI, un estimulo que no requiere la activacién de proteinas G,
solo la activacién de canales de Ca?* tipo L para inducir contracciéon (Ratz, et al.,
2005) presenta dicha promiscuidad. Por lo que las vias de sefalizacion involucradas
en este fendmeno resultan de gran relevancia para el mejor entendimiento del

mecanismo de accidn de los agonistas pz-adrenérgicos.
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HIPOTESIS:

La relajacién inducida por salbutamol sobre la contraccion de KCI involucra un

incremento en la fosforilacion de ERK1/ERK2.

OBJETIVO GENERAL:

Investigar la participacion de la via de sefalizacion de las MAPK: ERK1/ERK2
durante la relajacion inducida por salbutamol sobre la respuesta de contraccién a

KCl en el masculo liso traqueal de cobayos sanos.

OBJETIVOS PARTICULARES:
ORGANOS AISLADOS

+ Evaluar si el salbutamol (1 nM a 10 uM) induce relajacion sobre la respuesta
de contraccion (20 y 60 mM) de KCI.

% Evaluar la participacion de las MAPK: ERK1/ERK2 durante el proceso de
relajacion inducida por salbutamol sobre la respuesta de contraccion de 20
mM de KCI mediante el uso de PD98059 (PD, inhibidor de MEK: 1, 10, 32,
50 uM), U0126 (inhibidor altamente selectivo de MAP cinasas, 5 uM) y
U0124 (analogo inactivo de U0126, 5 uM).

WESTERN BLOT
« Evaluar si salbutamol modifica la fosforilacion de ERK1/ERK?2

% Investigar si PD98059 (1, 10, 32, 50 uM) disminuye la fosforilacion de las
MAPK ERK1/ERK2 en el proceso de relajacion con salbutamol sobre la

contraccion por 20 mM de KCI.
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DISENO EXPERIMENTAL

ANIMALES

Se utilizaron cobayos machos de la cepa Harley con un peso corporal de 200 g a
300 g, los cuales se mantuvieron en condiciones controladas en el bioterio: aire
acondicionado filtrado, temperatura de 21 + 1°C, con un 50-70 % de humedad, en
cama estéril, con acceso libre a agua y alimento y con un ciclo de luz y obscuridad
de 12-12 h. El protocolo (B12-15) fue aprobado por el Comité de Investigacion, el
Comité de Bioética e Investigacion y el Comité de Bioseguridad del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias, Ismael Cosio Villegas.

Los animales se sacrificaron por una sobredosis de pentobarbital sodico (30 mg/Kg,
via intraperitoneal) y se exanguinaron. Inmediatamente, se obtuvo la trdquea de
cada cobayo y se colocdé en una caja de Petri con solucién Ringer Krebs a
temperatura ambiente. La traquea fue disecada y limpiada del exceso de tejido
conjuntivo bajo un microscopio estereoscopico (Figura 7); de cada traquea se
obtuvieron 8 segmentos y cada segmento tenia 4 anillos traqueales en promedio.

Figura 7. Aislamiento de la traquea de cobayo. A) Obtencion del bloque pulmonar.

B) Diseccion de la traquea.
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SISTEMA DE ORGANOS AISLADOS

Cada segmento obtenido se coloco en una cdmara de érganos aislados, cada una
contenia 5 ml de soluciébn Ringer de Krebs bicarbonatada con la siguiente
composicion (mM): (NaCl 120, NaHCOs 25, Glucosa 11, KCI 4.77, KH2PO4 1.2,
MgSO4 1.2 y CaClz2 2) a un pH 7.4 a 37°C. Ademas, la solucion fue constantemente
burbujeada con una mezcla de 95 % de O2y 5 % de CO2. Cada tejido fue sujetado
a un transductor de tension isométrica (modelo FT03, Grass Instruments, Rhode
Island, E.UA.) conectado a un amplificador-condicionador programable de sefiales
(CyberAmp 380, Axon Instruments, California, E.U.A.), que a su vez estaba

conectado a un convertidor digital analégico (Digidata 1200A, Axon Instruments).

La tension isométrica fue registrada, almacenada y analizada en una computadora

y los datos procesados mediante un programa de Axoscope v. 7.0 (Figura 8).

Figura 8. Sistema de 6rganos aislados. A) Transductor de tensién isométrica; B) Solucién

de Ringer de Krebs; C) Amplificador y convertidor digital; D) computadora.
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Cada uno de los tejidos se mantuvo a 1 g de tensioén durante 30 min con la finalidad
de estabilizar el tejido, antes de iniciar el protocolo. Con el propésito de normalizar
las respuestas de los tejidos, se estimularon 3 veces con 60 mM de KCI durante 30
min hasta alcanzar la respuesta maxima de contraccion. Para evaluar la relajacion
inducida por salbutamol, los tejidos fueron pre-contraidos con 20 o 60 mM de KCI
hasta que alcanzaron su respuesta maxima y enseguida se realiz6 una curva
concentracion respuesta acumulativa a salbutamol (1 nM a 10 uM; Sigma, No. Cat.
S5013).

Para evaluar la participacion de ERK1/ERK2 en la relajacion inducida por
salbutamol, en otros grupos experimentales los tejidos se incubaron durante 30
minutos con PD98059 (PD: inhibidor de la MEK, Tocris bioscience, No. Cat. 1213),
al, 10, 32 y 50 uM; antes de que fueran pre-contraidos con 20 mM de KCI, una vez
que alcanzaron su respuesta maxima de contraccion se realiz6 la curva

concentracion respuesta a salbutamol (1 nM a 10 uM).

Por otro lado, para corroborar si efectivamente ERK1/ERK2 son las cinasas que
participan en la relajacion inducida por salbutamol se utilizé un inhibidor altamente
selectivo para estas cinasas, el U0126 (Calbiochem, No. Cat. 662005, 5 uM) asi
como su analogo inactivo, el U0124 (Calbiochem, No. Cat. 662006, 5 uM). Cuando
se incubo este inhibidor y su analogo se realiz6 el mismo protocolo que con el
PD98059.

Al finalizar cada experimento en 6rganos aislados, cada segmento de traguea se
disecd para obtener Unicamente el musculo liso, éste se colocd en un criotubo. Los
criotubos que contenian los tejidos se introdujeron inmediatamente en nitrogeno

liguido. Posteriormente, las muestras se almacenaron a —80°C.
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WESTERN BLOT

Extraccion y cuantificacion de proteinas. Cada una de las muestras preservadas
a -80°C se les afadi6 500 pL de una solucion buffer de lisis que contenia: Triton X-
100 1%, Tris 50 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, fenil
metil sulfonil fluoruro (PMSF) 1mM, aprotinina 10 pg/mL, leupeptin 10 pg/mL,
NasVOs4 1mM, NaF 50mM y un coctel inhibidor de proteasas (Protease Inhibidor
Cocktail Set Ill, (Calbiochem®, No. Cat. 539134, 1:250 v/v) y se incubaron durante
30 min a 4°C. Posteriormente, cada tejido fue homogeneizado (Omni Tip Plastic
Homogenizer Probes, OMNI International, USA, Kennesaw, GA) y concentrado a
100 pL mediante filtracion a través de una membrana Amicon® Ultra-4 (30,000
Molecular Weight Cut-off; Millipore, No. Cat. UFC803096) con centrifugacion a 3000
rom durante 12 min a 4°C. La determinacion de proteina se realiz6 mediante el
método de Lowry utilizando un kit comercial (DC™ protein Assay, Bio Rad, No. Cat.
500-0116).

Electroforesis: Se utilizaron 40 pg de proteina total por muestra. A cada muestra
se le afladioé 10 pL de solucién de carga (Tris-HCI 0.5 M [pH 6.8], dodecil sulfato de
sodio (SDS) 2 %, 2-mercaptoetanol 0.1 %, glicerol 10 % y azul de bromofenol 0.01
%), luego se calentaron a 98°C aproximadamente durante 5 min a bafio Maria,
posteriormente cada muestra fue cargada en diferentes lineas de los geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10 % (gel separador: poliacrilamida 30 %, Tris-
HCIl 1.5 M con pH 8.8, SDS 10 %, agua desionizada 2.608 mL, TEMED 15 pL y
persulfato de amonio 10 %; gel concentrador: poliacrilamida 30%, Tris-HCI 1.5 M
con pH 6.8, SDS 10 %, agua desionizada 1.525 mL, TEMED 15 pL y persulfato de
amonio 10 %). La separacion de las proteinas se realizo por electroforesis con una
solucion amortiguadora (Tris 0.025 M, Glicina 0.192 My SDS 0.1 %), a 10°C durante
2 ha100vV.

La electrotransferencia de las proteinas se realizd sobre una membrana de
nitrocelulosa con un buffer de transferencia (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y metanol
20 %) a 10°C durante 1h a 100V.
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Inmunodeteccién: Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas
se bloquearon con 15 ml de un buffer salino-Tris (TBS: Tween 20 al 0.1 % y leche
descremada al 5 % durante 1.5 h a temperatura ambiente y cubierto de la luz.
Posteriormente las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con un anticuerpo
primario policlonal de conejo contra MAP cinasa fosforilada (Phospho- p44/42
MAPK; Cell Signaling, No. Cat. 9101S, Beverly, MA) 1:1000 v/v en TBS-Tween 20

y leche descremada al 5 %.

Posteriormente, para retirar el exceso de anticuerpo las membranas se lavaron tres
veces con 20 mL de TBS+Tween 20 durante 15 min. Finalmente, las membranas
fueron incubadas con un anticuerpo secundario conjugado-HRP goat anti-rabbit IgG
(Millipore, No. Cat. 12-348) 1:2000 v/v, durante 1 h a 37°C en agitacion y cubierto
de la luz; después de este tiempo las membranas volvieron a lavarse como se

describi6é anteriormente.

La deteccién de las proteinas se realiz6 usando un substrato quimioluminiscente
(Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, No. Cat. 34096; Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA). El anticuerpo monoclonal anti-raton GAPDH se utilizd
como un control de la proteina cargada (Invitrogen, Frederick, MD, USA, No. Cat.
39-8600) 1:1000 v/v. Estas membranas se incubaron con un anticuerpo secundario
anti- ratén IgG-HRP (Abcam, Cambridge, MA, USA, No. Cat. ab97046) 1:10 000 v/v.
Los inmunoblots fueron analizados por densitometria usando un software de

Molecular Imaging ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules).
ANALISIS ESTADISTICO

Los estudios en organos aislados fueron evaluados mediante la respuesta maxima
de relajacion inducida por el salbutamol entre cada concentracion. Los datos se
evaluaron mediante la prueba t de Student pareada. En algunos experimentos se
utilizé analisis de varianza y pruebas de comparacion multiple como Dunnett. Los
valores p<0.05 bimarginal fueron considerados estadisticamente significativos. Los

valores de “n” representan el niumero de cobayos en cada experimento. Los

resultados estan expresados como promedio * error estandar.
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FARMACOS
» KCI

El compuesto quimico inorganico, cloruro de potasio (KCI), es un haluro metélico
compuesto de potasio y cloro, en su estado puro es inodoro. El cloruro de potasio
se utiliza en medicina, aplicaciones cientificas y procesamiento de alimentos

(Figura 9).

P
o ©

Figura 9. Estructura quimica del KCI

» Salbutamol

El salbutamol es un agonista de los los receptores B1y f2; en las vias areas su efecto
principal es relajar el musculo liso traqueobronquial. Su introduccion como farmaco
fue en los 1964 (Gerthoffer, et al., 1997; Sigma No. Cat. S5013; Figura 10).
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Figura 10. Estructura quimica del salbutamol
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» PD 98059

PD 98059 fue el primer inhibidor sintético de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MEK). ElI nombre oficial es [2- (2'-amino-3'-metoxifenil)-oxanaftalen-4-
ona], es un flavonoide que se utiliza con frecuencia experimentos in vivo e in vitro,
e implica la inhibicion de las vias de sefializacion de ERK1, ERK2 y ERK 5. PD
98059 no inhibe Raf, pero previene la activacion de la cinasa MEK in vitro en
concentraciones IC= 2-7 uM. El alto grado de especificidad de PD 098059 in vitro e
in vivo esta indicado por su incapacidad para inhibir 18 proteina Ser /Thr cinasas
(Chen X.Y., et al., 2015; Alessi D., et al., 1995; Davies S.P., et al., 2000; Tocris
bioscience, No. Cat. 1213; Figura 11).

NH,
OCHa

Figura 11. Estructura quimica del PD 98059
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» U0126.

U0126 fue sintetizado a finales de la década de 1950 por W. J. Middleton. Su
nombre oficial es: 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis (2-aminophenylthio) butadieno;
es bastante estable en su estado cristalino incluso después de cuatro décadas de
almacenamiento y actualmente es un potente inhibidor de la actividad
transcripcional ERK1. Aunque es facilmente susceptible de isomerizacion y
ciclacion. (Duncia J., et al., 1998; Calbiochem, No. Cat. 662005; Figura 12).

Figura 12. Estructura quimica del U0126

» U0124.

Analogo inactivo de U0126. No inhibe MEK en concentraciones de hasta 100 uM.
Su nombre oficial es: 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(methylthiol)butadieno
(Favata M., 1998; Calbiochem, No. Cat. 662006; Figura 13)
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Figura 13. Estructura quimica del U0124
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https://www.tocris.com/products/u0126_1144

RESULTADOS

Evaluacion de la relajacién inducida por salbutamol sobre la respuesta de

contracciéon 60mM y 20 mM de KCI en la traquea de cobayo.

En estos experimentos se disecaron segmentos de trdquea de cobayo. La respuesta
de contraccién de cada tejido se normaliz6 al dar tres estimulos previos con 60 mM
de KCI antes del protocolo experimental. Posteriormente, los tejidos se pre-
contrajeron con 60 mM de KCl o0 20 mM de KCI hasta alcanzar su respuesta maxima,
y después se realizaron curvas concentracion-respuesta para el salbutamol (1 nM
a 10 uM). Encontramos que la administraciéon acumulativa de salbutamol (1 nM a
10 uM, n=12) produjo una respuesta de relajacion del muasculo liso de la via aérea
(MLVA), en el caso de los tejidos pre-contraidos con 60 mM de KCI 60 esta
relajacion fue significativa (p<0.05) en concentraciones altas (Figura 14A). Sin
embargo, cuando el MLVA fue pre-contraido con 20 mM de KCI esta relajacion fue

mas evidente y altamente significativa (p<0.01) a partir de 10 nM (Figura 14B).

44



150 150

= =
g £ i
== == o
2 | 8ERAsRace o
g 100 O\o\g T_:‘.‘:~O g 100 = _
\O‘O\_'_ % —f— —“\z—;—;—j—_ﬁ_——r‘ -T-
o | O-~0-5 H |03 *-o-0o-o
£ 2 |
£ £ x
*
8 - & i Ok
— — \ﬁ_ i 2
g | @ Control g & Control SE orox
[ I | I 1 [ T T T 1
9 8 7 6 5 9 8 T4 6 5
-Log [Salbutamol] (M) -Log [Salbutamol] (M)

Figura 14. Curva Acumulativa concentracion respuesta a salbutamol (SB: 1 nM — 10 uM)
en segmentos de traquea de cobayo pre-contraidos con KCI. A) 60 mM de KCI (n=12) y B)
20 mM de KCI (n=12). Se utiliz6 una t de Student pareada con *p<0.05 y **p<0.01. Los

simbolos representan el promedio + el error estandar.
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Participacion de ERK1 y ERK2 en larelajacién inducida por salbutamol

Para evaluar si la relajaciéon inducida por salbutamol en el MLVA pre-contraido con
20 mM de KCI o0 60 mM de KCI podria deberse a la fosforilacion de ERK1/ERK2,
decidimos explorar su participacion mediante western blot. Los tejidos fueron pre-
contraidos con 20 mM de KCIl 0 60 mM de KC hasta alcanzar su respuesta maxima,
y después se realizaron curvas concentracion-respuesta para el salbutamol (1 nM
a 10 uM). La fosforilacion de ERK1/ERK2 se evalué en los tejidos con una
concentracion final acumulativa de 10 uM de salbutamol y en los tejidos donde no
se relajaron con salbutamol. El andlisis de densitometria de nuestros datos de
Western blots (n=8, para cada grupo) mostraron que salbutamol incremento
significativamente (p<0.05) la fosforilacion de ERK2 inducida por 20 mM de KClI, sin
embargo, salbutamol no modifico la fosforilacién de ERK1. Por otro lado, salbutamol
produjo una disminucion significativa (p<0.05) en la fosforilacion de ERK1/ERK2
inducido por 60 mM de KCI. Estos datos se analizaron en porcentaje con respecto

al grupo control sin ningun estimulo o tratamiento (C, Figura 15).
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Figura 15. Efecto del salbutamol (SB 10 uM) sobre el musculo liso de la traquea de cobayo
pre-contraido con 20 mM de KCl o0 60 mM de KCI (n=8). A) Western Blot representativo de
la fosforilacién de ERK1 Y ERK2. B) Andlisis por densitometria de la fosforilaciéon de ERK1
Y ERKZ2, las barras negras representan el grupo control para 20 mM de KCl y 60 mM de
KCI. Las barras blancas representan el efecto del SB sobre la fosforilacion de ERK1 Y
ERK2 sobre el muasculo liso de traquea de cobayo pre-contraido con 20 mM de KCI o 60
mM de KCI. Se utilizé una t de Student pareada con una *p<0.05. Las barras representan
el promedio + error estandar en % con respecto al grupo control sin ningun estimulo o

tratamiento (C).
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Efecto del PD 98059 o U0126 sobre la relajacion inducida por salbutamol en el
MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI

Nosotros observamos previamente en o6rganos aislados que salbutamol (10 uM)
induce el 100% de relajacion cuando el MLVA es pre-contraido con 20 mM de KCI
que con 60 mM de KCI, ademas también observamos que salbutamol produjo un
incremento significativo en la fosforilacion de ERK 2. Para corroborar la participacion
de la ERK1/ERK2 en la relajacion inducida por salbutamol en los tejidos pre-
contraidos con 20 mM de KCI; decidimos preincubar durante 30 min antes de la
respuesta de pre-contraccion con 20 mM de KClI con inhibidores de las MAP cinasas
y posteriormente realizamos una curva concentracion respuesta a salbutamol (1nM
- 10 uM). El primer inhibidor que utilizamos fue el PD 98059 (inhibidor de la MEK,
cinasa serina/tirosina/treonina) a diferentes concentraciones (1, 10, 32 y 50 uM).
Nosotros encontramos que las concentraciones de 1,10 y 32 uM PD 98059
disminuyeron parcialmente el efecto de relajacién del salbutamol en el MLVA pre-
contraido con 20 mM de KCI. Sin embargo, cuando utilizamos 50 uM de PD 98059,
éste bloqueé completamente el efecto del salbutamol en la pre-contraccion del
MLVA por 20 mM de KCI (Figura 16).

Por otro lado, con el propdsito de corroborar si la via de sefalizacion era
efectivamente a través de la ERK1 y ERK2, se realizaron otra serie de experimentos
en donde el MLVA se incub6 durante 30 min con el U0126 (inhibidor especifico de
estas MAPK, 5 uM) o el U0124 (analogo inactivo del inhibidor U0126, 5 uM) antes
de pre-contraer el tejido con 20 mM de KCI. Encontramos que la pre-incubacion del
U0126 disminuyd parcialmente y significativamente el efecto relajante del
salbutamol sobre la relajacién del MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI. En cuanto
al U0124, tal como se esperaba no tuvo ningun efecto sobre la respuesta de

relajacion inducida por este agonista 32 adrenérgico (Figura 17).
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Figura 16. Efecto del inhibidor de la MEK: PD 98059 (n=5, para cada concentracion, 1,10,32
y 50 uM) sobre la respuesta de relajacion inducida por Salbutamol (SB) en anillos de traquea
de cobayo pre-contraidos con 20 mM de KCI. Se utiliz6 una prueba de Dunnett con una

*p<0.05 y **p<0.01. Los simbolos representan el promedio + el error estandar.
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Figura 17. Efecto del U0126 sobre la respuesta de relajacion inducida por salbutamol en el
MLVA de traquea de cobayo pre-contraidos con 20 mM de KCI. O: 20 mM de KCI +
salbutamol ( n=3); [L] ,U0124 5uM + 20 mM de KCI + salbutamol (U0124, anélogo inactivo
de U0126, n=3); A ,U0126 5 mM + 20 mM de KCI + salbutamol (U0126 inhibidor selectivo
de las MAPK ERK1/ERK2,n=3). Se utiliz6 una prueba de Dunnett con una *p<0.05 vy

**p<0.01. Los simbolos representan el promedio + el error estandar.
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Efecto del PD 98059 sobre la fosforilacion de ERK1 y ERK2 en la relajacion

inducida por salbutamol en el MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI

El hecho que PD (1, 10 y 32 uM, n=5) disminuyera parcialmente la relajacion
inducida por salbutamol en el MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI, nos llevo a
explorar si la fosforilacion de la ERK1/ERK2 estaba alterada. EIl analisis de
densitometria nos mostré que so6lo PD 98059 50 uM disminuyd significativamente
(*p<0.05) la fosforilacién ERK1. Por otro lado, encontramos que las concentraciones
de PD 98059 32 pM y 50 pM disminuyeron de forma significativa (p<0.01) la
fosforilacion de ERK2 (Figura 18).
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Figura 18. PD 98059 inhibe la fosforilacién de ERK1/2 inducida por salbutamol en el MLVA
pre-contraido con 20 mM de KCI. A) Western Blot representativo del efecto del PD 98059
(PD: 1, 10, 32 y 50 puM, n=5) sobre la fosforilacion de ERK1 y ERK2 inducida por salbutamol
(SB: 10 uM) en el musculo liso de las vias aérea de cobayo precontraido con 20 mM de KCI
(KCI). B) Analisis por densitometria del efecto de PD98059 sobre la fosforilacion de ERK1
y ERK2. Todos los valores fueron ajustados como porcentaje al control sin ningun
tratamiento. Linea 0, control sin ningun tratamiento; linea y barra 1, KCI + SB; linea y barra
2, PD 1 puM + KCI + SB; linea y barra 3, PD 10 uM + KCI + SB; linea y barra 4, PD 32 uM
+ KCI + SB; linea y barra 5, PD 50 uM + KCI + SB. Las barras representan el promedio +

error estandar. Se utilizé una prueba de Dunnett con una *p<0.05 y **p<0.01.
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DISCUSION

En este trabajo, encontramos que salbutamol fue capaz de inducir una rapida
relajacion sobre el MLVA de cobayo pre-contraido con 20 mM de KCI. Sin embargo,
cuando el MLVA fue pre-contraido con 60 mM de KCI el efecto de salbutamol fue
menor alin a una mayor concentracion de este agonista. Este hallazgo nos sugirié
que habia un mecanismo diferente involucrado en el efecto de relajacion inducido

por salbutamol.

En 2006, Giembycz & Newton reportaron que los B2-AR pueden acoplarse a
multiples proteinas unidoras de GTP, incluyendo Gi, permitiendo la activacion de la
via de las MAP cinasas, activando a ERK1 y ERK2. Por otro lado, Adam, et al.
(1989), encontraron que, en el musculo liso vascular en reposo, caldesmon (un
miofilamento del musculo liso) se encuentra fosforilado y que los niveles de
fosforilacion incrementan significativamente en respuesta a diferentes agentes
farmacolégicos tales como KCI, histamina, ouabaina y 12,13 forbol dibutirato (PDB).
Caldesmon es fosforilado mediante la activacion de las MAPcinasas (Gerthoffer, et
al., 1997), indicandonos de manera indirecta la previa fosforilacion de estas cinasas.
También se ha descrito que, en células cerebrales, ERK1 y ERK2 son activadas por
niveles depolarizantes de KCI (Obara, et al., 2007).

En este contexto, nosotros encontramos que KCI incrementa la fosforilacion de

ERK1/2 y es dependiente de la concentracion utilizada en el MLVA de cobayo.

Se sabe que los agonistas 2-adrenérgicos actian a traves de su receptor 2 y que
se encuentra acoplado a una proteina G, especificamente Gs y Gi actualmente esta
bien documentado que existe una comunicacion cruzada entre la via de
sefalizacion de receptores acoplados a proteinas G y la via de la cinasa de tirosina
(Daaka, et al., 1997; Crespo P., et al., 1995; Giembycz, et al., 2006). Esta situacion
significa que salbutamol puede estimular estas dos vias, la tradicional,
incrementando los niveles de AMPc para activar a la PKA y la via de la cinasa de
tirosina a través de la activacion de Ras-Raf-1 y por ende la fosforilaciéon de ERK1

y ERK2. Sin embargo, Crespo P., et al., encontraron en células COS-7 que la
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sefalizacion de los receptores acoplados a proteinas Gs a MAP cinasas tienen 2
componentes distintos: una via de activacién mediada por la subunidad By que actia
a través de Ras-Raf-1 y una via inhibitoria inducida por Gas mediada por AMPc y
PKA. Interesantemente, nosotros encontramos que el efecto de salbutamol sobre el
MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI incremento los niveles de fosforilacion de
ERK2 con respecto a su control y que su posible explicacion es que la via de
sefalizacion que se esta activando es a través de la subunidad By para fosforilar a
las MAP cinasas. En contraste, el efecto de salbutamol sobre el MLVA pre-contraido
con 60 mM de KCI disminuyé significativamente la fosforilacion de ERK1/2 con
respecto a su control, este fendmeno se podria explicar porque AMPc-PKA inhibe

la fosforilacion de Ras-Raf-1 y por consiguiente la fosforilacion de ERK1/2.

Por otro lado, encontramos que el PD 98059 (1, 10 y 32 uM, inhibidor de la MEK)
disminuyo6 ~ 50% y un 100 % con 50 uM el efecto de relajacion del salbutamol en el
MLVA pre-contraido con 20 mM de KCI, este hallazgo fue confirmado cuando
utilizamos el U0126 (5 uM, inhibidor especifico de la ERK1 /ERK2).

Estos hallazgos son diferentes a los encontrados por Lelliott, et al., (2012), ellos
reportaron que los agonistas contractiles carbacol, histamina y endotelina-1 (ET-1),
incrementan la fosforilacion de ERK1 y ERK2, y que PD98059 no tenia ninguin
efecto sobre la contraccion inducida por estos agonistas. Sin embargo, isoprenalina
(agonista p2-adrenérgico) indujo relajacion en el MLVA de porcino pre-contraido con
carbacol y esta relajacién fue prevenida con TEA (un bloqueador de los canales
BKca?*). Sin embargo, cuando utilizaron un activador de la adenilato ciclasa
(forskolina) no hubo relajacion. Sugiriendo que la relajacion era debida a un
mecanismo independiente de AMPc y posiblemente a través de una interaccion con
el canal de BKca?* (Lelliott, et al., 2012).

54



CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren la posibilidad que salbutamol induce relajacion en el
MLVA de cobayo pre-contraido con 20 mM de KCl a través de la activacion de Ras-
Raf-1 para activar la fosforilacion de ERK1/ERK2. Por otro lado, salbutamol inhibe
la fosforilacion de ERK1 y ERK2 a través de AMPc-PKA en el MLVA de cobayo pre-
contraido con 60 mM de KCI.

salbutamol Factores de crecimiento salbutamol

_ERK 1/2

Figura 19. Posible mecanismo de interaccion de los B.-AR con la via de las MAPK. La
estimulacion del B2-AR por salbutamol, puede activar la via de sefializacion de ERK a través
de la proteina Ras, mediante la subunidad By de las proteinas Gi. Por otro lado, la subunidad
o de la proteina Gs participa en el incremento de AMPc, el cual puede inhibir a la proteina
Ras. Tomado y Modificado de Stork, et al., 2002
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PERSPECTIVAS

Aunque en este trabajo se describen algunos de los mecanismos involucrados en
la relajacion por los agonistas (2 adrenérgicos en el mecanismo de contraccion
electromecanico, alun quedan vias de sefializacion no exploradas y que requieren
de nuestra atencion por lo que en un futuro proximo exploraremos si la fosforilacion
de ERK1 y ERK2, fosforilan a la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP),

ademas de verificar que papel juega la sensibilizacién al calcio en este fenémenao.
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