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GLOSAJUO 

ACP -Acido Ciclopiazónico 

BAYK8644 -Agonista de Canales de Ca2+ tipo L 

Ca2+ -Calcio 

CCP - Cinasa C de Proteína 

CE25 - Concentración Efectiva 25 % 

CESO - Concentración Efectiva 50% 

es - Concentración Subumbral 

DAG - 1, 2 Diacilglicerol 

EGTA - ácido N ,N ,N ,N-tetracético (etilen 

glicol-bis(B-aminoetil éter) 

IP3 - 1,4,5 Trifosfato de Inositol 

iv - Intravenoso 

MLVA - - Músculo Liso de las Vías Aéreas 

PDB - Forbol 12, 13 Dibutirato 

PMA -Forbol 12- Miristato 13-Acetato 

RS -Retículo Sarcoplásmico 

VS - Contra 
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RESUMEN 

Recientemente se ha descartado al cartílago como fuente de calcio (Ca2+) para la 
contracción sostenida del músculo liso de las vías aéreas (ML V A) inducida por carbacol 
en un medio sin Ca2+ y se ha propúesto que el mecanismo responsable para que se lleve 
a cabo este fenómeno es la apertura de los canales de Ca2

+ tipo L y el reciclado de Ca2
+ 

intracelular, mecanismo que permite al Ca2
• ser reutilizado por la célula en vez de ser 

sacado de ella. Nuestro objetivo fue determinar si un factor humoral, la endotelina potente 
péptido constrictor, era capaz de generar el reciclado de Ca2

• intracelular para inducir 
contracción sostenida del ML V A producida por carbacol en W1 medio sin Caz.. Como se 
sabe que la endotelina es un modulador de los canales de Ca2+ tipo L y de la activación 
de la cinasa C de proteína (CCP), nos propusimos también describir la participación de 
estos dos factores en la respuesta de contracción sostenida. Se utilizaron dos 
preparaciones de músculo liso de perro: la preparación de ML V A obtenida de la tráquea 
y la preparación de ML V A mas cartílago, epitelio y tejido conectivo obtenida del bronquio 
(preparación bronquial). Observamos que la preparación de ML V A estimulada con 
carbacol en un medio sin Ca2+ se contrajo transitoriamente a diferencia de Ja preparación 
bronquial cuya respuesta en estas condiciones fue sostenida. La contracción inducida por 
Jos ésteres de forbol, activadores de la CCP, dependió del tipo de éster de forbol más que 
del tipo de preparación. El forbol 12, 13 dibutirato (PDB) produjo una respuesta de 
contracción más rápida y de mayor magnitud que el forbol 12-miristato 13-acetato (Pfy!A). 
La especificidad del PMA como activador de Ja CCP fue mayor que Ja del PDB en estas 
preparaciones de ML V A, pues la calfostina C, un inhibidor específico de CCP, bloqueó 
totalmente la respuesta de contracción del PMA, y sólo entre el 80 al 90% de la respuesta 
al PDB. Debido a que tanto Ja preincubación con PMA como con calfostina C no 
modificó la respuesta de contracción de ambas preparaciones al carbacol en un medio sin 
Ca2

•, nosotros sugerimos que la activación de Ja CCP probablemente no está involucrada 
en Ja respuesta de contracción defML V A inducida por carbacol en un medi'o sin Ca2

•. ·Por 
otro lado, la preincubación con PDB bloqueó Ja respuesta de contracción ·inducida por 
carbacol en estas mismas condiciones. Esto se debe a que el PDB además de ser _!111 

activador de la CCP probablemente tenga otros efectos colaterales que involucran la 
inhibición de Ja contracción del ML V A, posiblemente al bloquear algún mecanismo 
relacionado con la formación de IP3• El vaciado de los almacenes de Ca2

+ del reÚ~ulo 
sarcoplásrnico con ácido ciclopiazónico. inhibidor de la bomba de Ca2

+, redujo al 50% la 
respuesta de contracción de Ja preparación bronquial inducida por carbacol en un m~o 
sin Ca2

•. Debido a que el inicio de esta respuesta fue de mayor magnitud en presencia· de 
calfostina C, nosotros sugerimos que probablemente la CCP inhibe el acceso del Ca2

• 
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membrana! para la contracción de la preparación bronquial, y que este fenómeno se hace 
más evidente cuando no hay Ca2+ en los almacenes intracelulares. Por otro lado, nosotros 
determinarnos que Ja respuesta generada por Ja endotelina en la preparación de ML V A 
dependió de la presencia de Ca2

• extracelular. La preincubación con endotelina a 
concentración efectiva 25% y suburnbral redujo la contracción de la preparación de 
ML VA inducida por carbacol en un medio sin Ca2+. La presencia de BA YK 8644, agonista 
de Jos canales de Ca2

+ tipo L, durante la preincubación con endotelina, incrementó Ja 
magnitud y la duración de la respuesta de contracción, aunque no fue de Ja magnitud y 
duración de la contracción bronquial sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca2

+. 

En conclusión Ja endotelina no es el factor involucrado en la contracción bronquial 
sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca2

• y posiblemente en este fenómeno 
estén involucrados otros factores. 
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INTRODUCCIÓN 

El mecanismo que presentan en común algunos sistemas celulares para iniciar su 

respuesta fisiológica es el incremento en la concentración de calcio (Ca2+) citoplasmático. 

De manera general, para la contracción del músculo liso de las vías aéreas (ML V A) 

producida por un agonista colinérgico es necesaria la movilización de Ca2
+ hacia el 

citoplasma tanto de fuentes extracelulares como intracelulares 1
·
71

•
82

·
98

. El incremento de 

Ca2+ citoplasmático facilita la interacción del Ca2
+ con la calmodulina y la cinasa de la 

cadena ligera de miosina, generando así la fosforilación de la cadena ligera de miosina 20 

kDa 10
•
55

·
94

. Esta fosforilación permite a la actina activar a la A TPasa de miosina para 

iniciar la interacción de los puentes cruzados de miosina causando el desarrollo de la 

tensión muscular 71
•
83

•
86

•
94

• 

Se ha determinado que durante el inicio de la contracción existe una relación lineal 

entre la cantidad de cadena ligera de miosina fosforilada y el desarrol~o de la fuerza 

contráctil, pero esta relación se pierde pocos minutos después 78
• En este período bajaµ los 

niveles de Ca2
+ intracelular, la fosforilación de la cadena ligera de la miosina (20 kDa), y 

la actividad de la A TPasa de miosina dando como consecuencia una interacción lenta de 

los puentes cruzados de miosina. Este estado conocido como "latch-bridges" es 

probablemente el responsable del mantenimiento de la tensión muscular 55
•
78

•
83

. 

· REGULACION DEL Ca2
+ CITOPLASMÁTICO: PAPEL DEL IP3 

En ausencia de un estímulo, las células del ML V A se caracterizan por ser poco 

permeables al Ca2
+ extracelular. El ingreso de este ion al citoplasma se produce cuando 

se activan canales catiónicos inespecíficos operados mediante receptor y canales de ~'!2+ 

tipo L sensibles a cambios de voltaje 33
•
34

•
84

. En el MLVA de perro la acción de··Ja 
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acetilcolina y probablemente de agonistas colinérgicos, como el carbacol, sobre los 

receptores muscarínicos M3, induce un incremento rápido y transitorio de Caz+ 

intracelular lo que genera la apertm:a de canales de K+ dependientes de Caz+ produciendo 

una corriente salientes de K+. La apertura de los canales tipo L es consecuencia de la 

variación del voltaje por el intercambio iónico a través de la membrana citoplasmática 

1.Z.33.95 

Recientemente se ha observado que la inhibición de los canales tipo L del ML V A 

de perro no modifica la respuesta inducida por un estímulo colinérgico 1
• Se ha sugerido 

que en este tejido la activación de los canales tipo L contribuye principalmente a mantener 

llenos los almacenes intracelulares de Ca2
• más que a participar directamente en el 

incremento del caz+ citoplasmático 6
•
34

·
82

• 

Por otro lado, la interacción del agonista con su receptor de membrana provoca una 

cascada de eventos intracelulares regulados por segundos mensajeros. Después de la 

estimulación colinérgica del ML V A de bovino o de perro, se produce ia hidrólisis de 

fosfoinositoles generando dos segundos mensajeros, el 1,2-diacilglicerol (DAG), activador 

de la cinasa C de proteína (CCP), y el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3). Este último 

mensajero esta presente sólo durante la fase inicial de la contracción e induce la liberación 

del Ca?i- del retículo sarcoplásmico (RS). La salida de Caz+ inducida por IP3 termina por 

la inhibición de los receptores a-IP3 mediante una señal producida por ef incrementrr·de 

caz+ citoplasmático 1
•
32

•
8º. 

Tanto los canales tipo L como los receptores sarcoplásmicos a IP3 son sensibles a 

los cambios de Ca2+, pues ambos se activan cuando las concentraciones de· caz+ 

intracelular son bajas, y se inactivan cuando son altas zs.48
. 

Existe otro mecanismo mediante el cual el Ca2+ almacenado en el RS sale hacia el 

citoplasma, y es por medio de canales dependientes del incremento de Ca2
• citoplasmático 
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activados también con rianodina y cafeína 13
.41

•
63

•
80

•
81

• Esta salida de Ca2+ por los canales 

de Ca2+ sensibles a Ca2+ así como los sensibles a IP3 es dependiente del contenido de este 

ion dentro del almacén celular, y a~bos canales contribuyen al incremento transitorio de 

Ca2+ citosólico al inicio de la contracción 1
•
21

• Por lo tanto, tal parece que la contracción 

del ML V A, al menos en su fase inicial, se debe a la liberación de Ca2+ de los almacenes 

intracelulares y a la entrada de Ca2
+ a través de los canales operados mediante receptor. 

· ALMACENES DE Caz+: RS Y CA VEOLAS 

En 1986 Putney 65 propuso el modelo de Entrada capacitativa de e«- para explicar Ja 

regulación del almacenamiento de Ca2
•
1 en la célula. Según este modelo, el vaciado de Jos 

almacenes intracelulares de Ca2+, producido por un agonista, es la señal que induce Ja 

entrada de Ca2
+ para rellenar los almacenes vacíos a través de un canal directo que une el 

almacén con el espacio extracelular. Algunos datos han modificado este modelo: En 1990 

Putney adicionó al modelo la bomba de Ca2
+ dependiente de A TP d~ la membrana 

plasmática que se caracteriza por ser inhibida con vanadato. Esta bomba que saca Ca2
+ del 

citoplasma contra los gradientes de concentración, manteniendo la homeostasis de Ca2
+ 

en la célula, es homóloga a la bomba de Ca2+ del RS la cual puede ser inhibida por una 

rnicotoxina extraída de Penicillium y Aspegillus, el ácido ciclopiazónico (ACP) 7
'
74

. 

Se ha observado en células de músculo liso intestinal de ratón que la ·bomba de ea2+ 

membrana! se concentra principalmente en invaginaciones inmóviles de Ja 

membrana citoplasmática de aproximadamente 50-100 nm conocidas como caveolas 

12
•
18

•
20

•
88

• Así mismo se han encontrado receptores a IP3 en estas invaginaciones 17
• 

La presencia de canales de liberación de Ca2+ (sensibles a IP3) y de ATPasas de Ca2+ son 

características del RS, principal almacén intracelular de Ca2
• en las células de músculo.liso 

17
•
18

•
65

• Se ha observado que existe gran cantidad de caveolas en las células de músculo liso 
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en comparación con otras células, y que éstas se encuentran principalmente en las 

vecindades del RS 20
• Aunado a que se ha observado que la concentración de Ca2+ en la 

membrana plasmática es alta, se ha.sugerido que las caveolas juegan un papel importante 

en el almacenamiento extracelular de Ca2
+ y muy probablemente, junto con el RS, estén 

involucradas en la regulación del Ca2+ intracelular del ML V A 54
. 

· CONTRACCIÓN DEL MÚSCULO LISO EN UN MEDIO CON Caz+ 

Se ha sugerido que las dos fuentes de Ca2
+, esto es la intracelular y la extracelular, 

corresponden a Jos componentes bifásicos de la contracción 41
·
08

• Al inicio de la respuesta 

se presenta el componentefásico (l minuto) de Ja contracción que es producida por la 

liberación transitoria de Ca2
- de los almacenes sensibles a IP3 n. Posteriormente se 

produce el componente tónico de la contracción que se caracteriza por el mantenimiento 

constante de Ja tensión hasta alcanzar la respuesta máxima. En esta fase sostenida los 

niveles de Caz+ citoplasmático bajan lentamente y, como ejemplo, en el ML VA de perro 

se mantienen aproximadamente en 80% de la concentración máxima alcanzada en el 

componente fásico 98
• Se ha propuesto que el componente tónico de la contracción es 

mantenida por la entrada continua de Ca2
+ extracelular mediante los canales tipo L 

inducida por la presencia del agonista 32
•
41

•
98

. 

· CONTRACCIÓN DEL l\fÚS~ULO LISO EN UN MEDIO SIN Caz..= 

En el ML VA de perro estimulado con carbacol en un medio sin Ca2
+ presenta Una 

contracción transitoria probablemente debida a la liberación de Ca2
+ del RS 6 

•. -Sin 

embargo, en las preparaciones de ML V A de perro que conservan otras estructuras 

adyacentes a este tejido como epi.!_elio, cartílago y tejido conectivo (bronquio), la respu_esta 

al carbacol deja de tener solo el componente transitorio y se transforma en sostenida 53
•
54

. 
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Se ha sugerido que el cartílago actúe como un almacén extracelular de Ca2+, y que 

probablemente el Ca2
- proveniente del cartílago llegue al ML V A para mantener la 

contracción 16
•
24

• No obstante, recientemente Montaña y colaboradores 54 demostraron que 

el cartílago no es la fuente de Ca2
• responsable para producir la contracción bronquial 

sostenida, que este ion proviene del RS y probablemente de las caveolas del ML V A y que 

esta respuesta, como en el caso del músculo liso vascular de perro, es dependiente 

de Ja activación de Jos canales tipo L 41
• 

Se han propuesto que los canales tipo L tienen contacto directo con un tipo de 

almacén sensible a altas concentraciones de EGTA (lmM), ácido N,N,N,N-tetracético 

( etilen glicol-bis(B-aminoetil éter), agente quelante de Ca2
• 

23
•
41

• Se ha sugerido que este 

almacén, posiblemente la caveolas 12
, y el almacén que no es sensible al EGT A, el RS, 

probablemente estén conectados e intercambien Ca2
• mediante los canales tipo L 54 

(Fig. 1). 

Actualmente se ha propuesto que el mecanismo involucrado en· la contracción 

bronquial sostenida inducida por carbacol en ausencia de Ca2
• extracelular es el reciclado 

del Ca2
• del RS y las caveolas; es decir, una vez que el Ca2+ de los almacenes es liberado 

al citoplasma por activación de los canales sensibles a IP3, éste no es sacado totalmente 

de Ja célula por el intercambiador Na•/ca2
• 

49 sino que es recapturado por la caveolas 

mediante la bomba de Ca2
• y,- a través de la activación de los canales tipo L llega al 

RS 54. 
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.. 4. . 

: Ca2+ : 
· ...... ~-. 

Figura l. Modelo hipotético para el reciclado de Ca2
• intracelular durante la contracción sostenida del 

MLVA inducida por carbacol en un'medio sin Ca2
•. 1: La interacción del carbacolcon su receµtor 

induce hidrólisis de fosfoinositidos generando IP3, y 2: movilizando Ca'• intracelular del RS y las cliveolas 

para iniciar la contracción. 3: Después de que el Ca2
• füe liberado de los almacenes, los canales tipe L 

llenan los almacenes vacíos de Ca'+. 4: Una sustancia endógena puede ser liberada durante la estimulación 

con carbacol para modular la apertura de los canales tipo L permitiendo el reciclado del Ca'+. 5: El-Ca2
• 

liberado al citoplasma es retomado por los almacenes en lugar de ser sacado de la célula (6). A= carbacol, 

G= proteína G, FLC= fosfolipasa C, PJ.P2= bifosfato de fosfoinositol. (Tomado de Montaña y col., .1994). 
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Un segundo mensajero ha sido fuertemente involucrado en la fase sostenida de la 

contracción del MLVA de bovinos 64 y del músculo liso vascular de conejo 35
• Este 

mensajero, conocido como CCP, ~s capaz de mantener niveles sostenidos de Ca2
+ libre 

intracelular mediante la activación de los canales tipo L 5
•
79 y la liberación de Ca2

+ del RS 

al inducir el metabolismo de los fosfoinositoles 2
•
39 así como tener la habilidad de aumentar 

la sensibilidad de la maquinaria involucrada en la contracción al Ca2
' 

1
• Por lo tanto se 

considera que la CCP es un posible candidato como factor involucrado en la contracción 

bronquial sostenida. 

·PARTICIPACIÓN DE LA CCP 

La CCP es una proteína que se encuentra libre en el citosol cuando está inactiva y se 

adhiere a la membrana plasmática si se encuentra activa 8
• Para activarse la CCP necesita 

la presencia de Ca2+, fosfolípidos (principalmente fosfatidilserina) y DAG 57
•
73

·
88

. Los 

agonistas sintéticos del DAG, los ésteres de forbol, son una familia de sustancias que por 

ser poco solubles en agua se difunden y metabolizan lentamente en la célula, prolongando 

su capacidad como activadores de la CCP aun en ausencia de Ca2+ extracelular, aunque 

con menor potencia 4.36.58.59,75,79.89,96. 

Aunque Vivaudou y colaboradores 93 observaron que la acetilcolina modula 

corrientes de Ca2+ dependientes de voltaje mediante la activación de la CCP en músCUlo 

liso de estómago de Bufos marinus, Montaña y colaboradores 54 observaron que la adición 

de carbacol por si solo no puede activar a los canales tipo L responsables del reciclado de 

Ca"~ ya que, cuando disecaron el ML V A de las preparaciones bronquiales, es decir, 

cuando le quitaron el cartílago, el epitelio y el tejido conectivo, este agonista colinérgico 

no fue capaz de inducir la contracción sostenida en un medio sin Ca"+. Por lo tañto, 

nosotros creemos que se requiere de un factor endógeno adicional para que los canales 
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tipo L sean abiertos o modulados por este factor y de esta forma permitir que el carbacol 

induzca el reciclado del Ca2
+ intracelular para producir la respuesta de contracción 

sostenida. Recientemente se ha postulado que la endotelina péptido descubierto en el 

endotelio vascular y que se ha localizado en epitelio bronquial 50
•
97

, es un modulador de 

los canales tipo L por lo que podría ser un posible candidato como factor endógeno 

responsable de la contracción sostenida bronquial en un medio sin Ca2+. 

·LA ENDOTELINA 

Las endotelinas (ET,, ET2 y ET3) son una familia de péptidos en la cual la ET, 

(endotelina) es conocida como el broncoconstrictor más potente hasta ahora conocido en 

términos de su potencia molar 26
•
50

•
91

'
97

• Se ha observado que la contracción producida por 

la endotelina en ML V A de humano, cobayo y músculo liso vascular de conejo es de lento 

desarrollo y larga duración 50
•
60

•
91 probablemente por que este péptido tiene alta afinidad 

por su receptor ª7• 

Por otro lado, se ha observado en cobayos in vivo e in vitro en cobayos que la 

respuesta a la endotelina es bloqueada por indometacina, lo que ha sugerido que los 

mecanismos de acción de éste péptido involucren la liberación de mediadores químicos 

como leucoirienos y tromboxano A2 de las células cebadas adyacentes al ML VA 14
.4

2
•
46

• 

Se ha descrito que la estimUiación de los receptores de endotelina en el ML V ft·de 

humano y músculo liso vascular de cerdo, rata y conejo activa varias vías de transducción 

de señales que culminan en la movilización de Ca2
+ intracelular así como el inflqjo de Ca2

+ 

extracelular 3ª·43
•
44

•
47

•
76

• Ambos mecanismos contribuyen a la contracción producidiCpor 

endotelina. 

Por un lado, la entrada de Ca2
+ extracelular producida por la endotelina es: un 

fenómeno controvertible. Algunos autores sugieren que el influjo de Ca2
+ extracelular es 
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a través de los canales tipo L 26
.4

4
•
72

•
76

•
91

•
97

; mientras que otros postulan que es por canales 

de Ca2+ insensibles a cambios de voltaje 27
•
42

•
47

•
6º. 

Por otro, la movilización d~ Ca2+ intracelular producida por la endotelina ocurre 

mediante una cascada de eventos en los que se incluye la estimulación de una proteína G 

no sensible a pertussis, la activacién de la fosfolipasa C 56
•
70

, la formación de DAG, la 

subsecuente activación de CCP y la generación de IP3 
44

•
47

• Se ha observado que la 

generación de IP3 producido por la endotelina en músculo liso vascular no es transitoria, 

pues se ha llegado a obtener hasta 1 O minutos después de la administración de endotelína 

70 aunque también se ha indicado que el incremento de IP3 producido por la endotelina 

dura menos de 5 minutos 44
•
87

• 

En ausencia de Ca2
+ extracelular, la respuesta de contracción inducida por 

endotelina es sumamente dependiente de la activación de la CCP. Recientemente se ha 

demostrado que la ínhibición del sitio regulador de la CCP con calfostína C, una sustancia 

extraída de Cla.dosporium cladosporioides, produce relajación de la contracción sostenida 

generada por la endotelína, con o sín Ca2+ extracelular, en el músculo liso de la aorta 38
•
44

•
76

. 

Por lo tanto se ha propuesto que el mecanismo de acción por medio del cual la endotelina 

produce sus diferentes efectos es a través de la activación de la CCP y la formación de IP3 

9,22,62,70,77,87 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Por todo lo anterior se hace evidente que las células del ML VA tienen la maquinaria 

necesaria para reutilizar el Ca2
+ citoplasmático para la contracción sin agotar las fuentes 

intracelulares de este ion. Sin embargo, la adición de carbacol por si solo no puede activar 

los mecanismos responsables del reciclado de Ca2
+ ya que, cuando se diseca el ML V A de 

las preparaciones bronquiales, es decir, cuando le quitan el cartílago, el epitelio y el tejido 

conectivo, este agonista colinérgico no es capaz de inducir la contracción sostenida en un 
- -

medio sin Ca2+. Por lo tanto, nosotros creemos que se requiere de un factor endógeno 

adicional para permitir que el carbacol induzca el reciclado del Ca2
+ intracelular y así 

inducir una respuesta de contracción sostenida. El propósito del siguiente trabajo fue 

describir la participación de un factor, la endotelina, probablemente involucrado en la 

contracción del ML V A, mismo que podría tener una repercusión importante en la 

patogénesis del asma y en la búsqueda de nuevos enfoques terapéuticos par~_ esta 

enfennedad. 
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HIPÓTESIS 

Las hipótesis en que sustentamos este trabajo fueron las siguientes: 

1. Durante la contracción sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca i+ están 

presentes uno o varios factores endógenos responsables de que se genere el reciclado 

de caz+ en el interior de la célula. 

2. La endotelina es uno de estos factores endógenos. 

3. El mecanismo por medio del cual la endotelina favorece el reciclado del Cai+ 

intracelular inducido por el carbacol es a través de la activación de los canales tipo 

L. 

4. La contracción sostenida del MLV A inducida por carbacol en un medio sin Caz+ 

depende de la activación de la CCP. 



17 

OBJETIVOS GENERALES 

1. Determinar si la endotelina es un factor involucrado en la contracción bronquial 

sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca2+. 

2. Evaluar la participación de la CCP en la respuesta de contracción sostenida del ML V A 

y del bronquio inducida por carbacol en un medio sin Ca2+. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Caracterizar la respuesta de contracción del ML VA y del bronquio completo (MLYA 

más cartílago, epitelio y tejido conectivo) inducida por carbacol en un medio sin Ca2
+. 

2. Determinar la concentración efectiva máxima de dos ésteres de forbol [4B-forbol 12-

miristato 13-acetato (PMA) y 4B-forbol 12, 13-dibutirato (PDB)] para las preparaciones 

de MJ..,V A y bronquio. 

3. Observar el efecto de los ésteres de forbol sobre las contracciones producidas por el 

carbacol en un medio sin Ca2+ en las preparaciones de ML V A y bronquio. 

4. Determinar la concentración de la calfostina C que no modifique la respuesta de 

contracción inducida por el KCI en las preparaciones de ML VA y de bronquio, pero sí 

bloquee la respuesta de los respectivos ésteres de forbol. 

5. Determinar si la calfostina C así corno el ACP bloquean la contrac.ción sostel}:i_da 

inducida por carbacol en un medio sin Ca2
+ en la preparación bronquial 

6. Determinar las concentraciones efectiva 25 (CE25) y suburnbral (CS) de la endotelina 

para la contracc;ión de la preparación de ML VA y de bronquio en un medio sin ca:~ 

7. Determinar si la contracción transitoria de la preparación de ML V A inducida por 

carbacol en un medio sin Ca2
+ puede transformarse en sostenida previa incubacic'm~n 

endotelina (CE25 y CS) y BA YK 8644 (agonista de los canales tipo L). 
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MATERIAL Y MÉTODO 

· Preparació11 de MLVA y de Br<i11quio 

Teniendo en cuenta que los mecanismos de contracción del ML V A podrían ser diferentes 

dependiendo del tipo de preparación in vitro empleada pues la interpretación de los 

estudios que emplean preparaciones de ML V A libre de tejidos adyacentes podría ser 

inadecuada para las condiciones que prevalecen in vivo, decidimos utilizar dos tipos de 

preparaciones: la preparación d_e ML V A y la de ML V A más cartílago, epitelio y tejjdo 

conectivo (preparación bronquial). Con este fin se sacrificaron perros criollos (12-20 Kg) 

mediante sobredosis de pentobarbital (100 mg/Kg iv) para de disecar la tráquea de la zona 

cercana a la carina y el lóbulo pulmonar superior izquierdo. La preparación de ML V A se 

obtuvo de la tráquea de donde es más fácil de extraer 31
• Con ayuda de un microscopio 

estereoscópico, el ML V A fue finamente disecado y limpiado del exceso de tejido 

conectivo para cortarse en tiras de aproximadamente 3 mm x 1 cm. Del pulmón se 

disecaron anillos bronquiales (preparación bronquial) a partir de bronquios de 3er• a 5'ª 

generación, los cuales se obtuvieron sin quitar las estructuras adyacentes al ML V A como 

el cartílago, el epitelio y el tejido conectivo. 

Las preparaciones de ML V A y de bronquio fueron colocadas en cámara~,,_?e 

órganos aislados donde fueron incubadas en 1 O ml de solución de Krebs bicarbonatada a 

un pH de 7.4 y 37ºC, y fueron burbujeadas con una mezcla de 95% de 0 2 y 5% de CG2 • 

Se utilizaron dos tipos de solución de Krebs 1) Con Ca2+, cuya composición f~:: la 

siguiente (mM): NaCI 115, KCI 4.6, NaH2P04.H20 1.2, MgS04 . 7H20 1.16, NaHC03 22, 

CaCl2 2.5 y glucosa 11 y 2) Sin Cai+, con la misma composición que la solución anteF~r, 

excepto por la falta de CaCl2• Para asegurar que esta solución estuviera completamente 
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libre de Ca2+ se le añadió 0.1 mM de EGTA como agente quelante de este ion. 

Todas las preparaciones fueron incubadas con 10·5 M de indometacina para suprimir 

la producción de prostaglandinas y ~u posible efecto sobre los mecanismos estudiados. La 

tensión isométrica fue registrada en un dinógrafo Beckman R612 a través de un 

transductor Gould Statham UC3. Las preparaciones se dejaron en reposo durante 30 

minutos a una tensión de 1 a 1.5 gantes de iniciar los experimentos. Durante ese tiempo 

la solución de Krebs fue cambiada una sola vez. 

Las preparaciones fueron estimuladas tres veces con KCI 60 mM en un medio con 

Ca2+ durante 20 minutos con er propósito de normalizar la respuesta. La respuestas de 

contracción de todos Jos tratamientos farmacológicos que se describen posteriormente se 

expresaron como porcentaje de respuesta del tercer estímulo con KCI 60 mM. 

· Contracción /11ducida por Carbacol e11 un Medio Si11 Cai+ e11 las Preparacio11es de 

ML VA y Bronquio. 

La sensibilidad de los almacenes intracelulares al carbacol fue evaluada 

indirectamente estimulando con la concentración efectiva 50% de carbacol (CE50 

= 0.42 µM) durante 20 minutos en un medio sin Ca2+ en las dos preparaciones (ML V A y 

bronquio). En estas condiciones, Ja contracción máxima inducida por carbacol 

representó en forma indirecta~ la cantidad total de Ca2+ intracelular dísponible 6.!!!i.54
, 

Posteriormente esta estimulación se repitió las veces necesarias para vaciar los almacenes 

intracelulares de Ca2
+. Una vez vaciados estos almacenes, las preparaciones se incubaron 

nuevamente con solución de Krebs con Ca2+ 2.5 mM y se dió una última estimulación-con 

carbacol para verificar si el vaciado de los almacenes intracelulares de Ca2
+ no había 

modificado la viabilidad del tejido. 
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• l11cubació11 co11 PMA y PDB 

Mediante curvas no acumulativas en un medio con Ca2+ (desde 1 nM a 5.6 µM) se 

obtuvieron las respuestas de contracción correspondientes a las concentraciones 

submáxima, máxima y supramáxima de las preparaciones de ML V A y bronquio al PMA 

y al PDB. Se incluyeron dos grupos controles, uno para demostrar que la concentración 

de DMSO utilizada (solvente de los ésteres de forbol) no produjo ninguna respuesta, y 

otro para observar el comportamiento temporal de la preparación . 

. I11cubació11 COll Calfosti11a e 
Por otro lado, las preparaciones de ML V A y de bronquio se incubaron con calfostina C 

0.32 y 1 µM durante 1 hora en un medio con Ca2
+ con el fin de inhibir la activación de la 

CCP, por que se ha reportado que a estas concentraciones inhibe los efectos de los ésteres 

de forbol sin producir colaterales 77
• 

· l11cubació11 con Calfostina C más PMA o PDB 

Posteiionnenle se hicieron 5 grupos experimentales por preparación y por concentración 

de calfostina C para evaluar la dependencia de la CCP en la respuesta producida por los 

ésteres deforbol: a) PMA, concentración máxima, b) PMA, concentración supramáxima, 

c) PDB, concentración submáxiñrn, d) PDB, concentración máxima y e) KCI 60 mM,,.EI 

grupo e) nos indicaba si la respuesta producida por KCI, que no es depe~dienté de la 

activación de la CCP, era afectada por la calfostina C y así detectar efectos inespecíficos 

de este fánnaco 77
• 
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• ]11c11bació11 COll Calfostilla e más ACP 

Por último, se determinó si la inhibición de la CCP con calfostina C, y de la bomba de Ca2
+ 

del RS con ACP 6
•
74 eran capaces de modificar el componente tónico de la contracción de 

la preparación bronquial producida por carbacol en un medio sin Ca2+. Se utilizó ACP 1 O 

µM porque a esta concentración es capaz de inhibir al máximo la bomba de Ca2
• del RS 

6
• Cuando se utilizó ACP fue necesario producir la salida de Ca2+ del RS mediante la 

adición de carbacol para inducir su vaciado. La concentración 1 µM de calfostina C se 

utilizó por que fue la que inhibió 100% la respuesta producida por los ésteres de forbol y 

no produjo modificaciones de la respuesta al KCI. Las preparaciones bronquiales 

incubadas en Krebs sin Ca2+ fueron divididas en 4 grupos para someterlas a los siguientes 

tratamientos farmacológicos durante 1 hora: a) calfostina C, b) calfostina C + ACP, c) 

ACP y d) control. Al término del tiempo de incubación, se añadió carbacol y se evaluó la 

respuesta de contracción obtenida en presencia de ACP y calfostina C. 

· J11c11bació11 co11 E11doteli11a 

Se realizaron curvas acumulativas (desde 1 nM hasta 0.32 µM) a la endotelina en 

preparaciones de ML VA y de bronquio en Krebs con y sin Ca2+. A partir de estas curvas 

concentración-respuesta se obtuvieron la CE25 y la CS para la endotelina. 

• J11c11bació11 co11 E11doteli11a más BA YK 8644 
-

Posteriormente en las preparaciones de ML V A se evaluó si la endotelina o un agonista de 

los canales tipo L, como el BA YK 8644 85
, a 1 O µm, concentración que induce el efecto 

máximo 6
, o ambos podían transformar en sostenida la contracción transitoria inducida por 

carbacol en un medio sin Ca2
+. Para esto, las preparaciones de ML V A se qividieron ~ 6 

grupos de incubación en un medio sin Ca2
• con los siguientes fármacos: a) endotelina 
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eE25 (10 minutos), b) endotelina es (10 minutos), c) BAYK 8644 (5 minutos)+ 

endoteliná eE25 ( 1 O minutos), d) BA YK 8644 ( 5 minutos) + endotelina es ( 1 O minutos), 

e) BA YK 8644 (15 minutos) y f) control. Una vez terminado el tiempo de incubación. se 

dió un estímulo con carbacol en un medio sin ea2+ y se evaluó la evolución de la respuesta 

de contracción. 

·Fármacos 

Con las excepciones indicadas, todos los fármacos fueron obtenidos de Sigma Chem. Co., 

San Luis, MO. Las sustancias fueron disueltas en agua desionizada, salvo los ésteres de 

forbol, que fueron disueltos inicialmente en DMSO. La calfostina C se disolvió totalmente 

en DMSO 77
• La concentración del DMSO en las cámaras de órganos aislados no excedió 

el 0.1 %, pues se ha indicado que a esa concentración, el DMSO no produce ningún efecto 

11
• La indometacina se disolvió en Na2C03 1 %. 

· Análisis de Resultados 

La evaluación de resultados se hizo mediante pruebas de comparación múltiple (análisis 

de varianza de una vía y pruebas de comparación múltiple de Bonferroni). En otras 

comparaciones se utilizó la prueba de t-student para muestras pareadas y no pareadas 

según se requirió. Los valores de P<0.05 bimarginal fueron considerados como 

estadísticamente significativos. Los resultados que aparecen en el texto y las ilustraciones 

corresponden al promedio ± el error estándar. 
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RESULTADOS 
·Resp11esta de Co11tracció11 J11d11cida por Carbacol e11 1111 Medio Si11 CaH 

La estimulación sucesiva de las preparaciones de ML V A (n=6) y de bronquio (n=6) con 

carbacol en un medio sin Ca2
+ produjo el vaciado de los almacenes intracelulares de este 

ion (fig.2). En el caso de la preparación de ML V A, el vaciado de los almacenes 

intracelulares se observó desde la primera estimulación en un medio sin Ca2+; mientras 

que, para la preparación bronquial, fueron necesarias al menos cuatro estimulaciones para 

reducir la contracción hasta un 17% (fig.3). Al final de este período, se regreso a la 

solución de Krebs con Ca2
+ y se dió un estímulo con carbacol para demostrar que el 

vaciado de los almacenes intracelulares de Ca2+ no modifica la maquinaria contráctil de 

la preparación (fig.3). 

· Efecto de los Ésteres de F orbol e11 la Resp11esta de Co11tracció11 del ML VA y Br01iq11io 

en 1111 Medio Sin Cai+ 

La contracción inducida por los ésteres de forbol en las preparaciones de ML V A (n=6) 

y de bronquio (n=6) fue sostenida, de lento desarrollo y se prolongó hasta 4 horas (fig.4 

y 5). Las contracciones máximas producidas por el PMA (1 µM) en las preparaciones de 

ML VA y de bronquio correspondieron al 7. 73 ± 2.35 y al 6.63 ± 1.37 respectivamente del 

porcentaje de respuesta producida por el KCI 60 rnM (fig.6), mientras q~e. para e.l PÚB 

(3.2 µM) los valores correspondientes a esta respuesta fueron 12.7 ± 2.52 y 14.23±2}1 

respectivamente (fig.6). El PMA produjo su respuesta máxima después de 2 horas en la 

preparación bronquial (fig.4), y a las 4 horas en el caso de la preparación de MLV A 

(fig.5); mientras que el PDB produjo su efecto máximo a las 2 horas para la prepara~?n 

de ML V A (fig.5) y a las 3 hora~n la preparación bronquial (fig.4). 

' 

íl 
ll 
! 
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· /11jlue11cia <le los Ésteres de Forbol en la Co11tracció11 Producida por Carbacol e11 u11 

Medio Siii Caz+ 

Las respuestas de contracción de las preparaciones de ML V A y de bronquio incubadas 

durante 1 hora con PMA 1 y 3.2 µM (n=6 y 5 respectivamente), producidas por el 

carbacol en un medio sin Ca2+, no fueron significativamente diferentes de las producidas 

por los controles (n=6) (fig.7); sin embargo, la incubación con PDB 1 y 3.2 µM (n=6 y 

5 respectivamente) produjo, en ambos casos, una inhibición significativa (p<0.01) de la 

contracción generada por el carbacol (fig.7). Los valores correspondientes a las respuestas 

de la preparación de MLVA fueron: control (n=6) 68.01±3.41vs1 µM de PDB (n=6) 

1.25 ± 0.7 y 3.2 µM de PDB (n=6) 1.94 ± 0.8 respectivamente del porcentaje de respuesta 

producida por el KCI 60 mM; y para la preparación bronquial: control (n=6) 90.21 ± 5.97 

vs 1 µM de PDB (n=6) 9.81 ± 3.42 y 3.2 µM de PDB (n=6) 3.6 ± 1.49. Una estimulación 

posterior con KCI no mostró variaciones significativas de la respuesta de contracción en 

relación a la tercera respuesta al KCI obtenida al inicio del experimento (fig .. 8). Esta última 

respuesta nos indicó que no hubo daños por efectos inespecíficos en las preparaciones 

producidos después de la incubación con los ésteres de forbol. 

· Efecto de la Ca/fostbia C e11 la Respuesta de Co11tracció11 Producida por Los Ésteres 

de Forbol 

La incubación con calfostina C 0.3.2 y 1 µM durante 1 hora inhibió la respuesta geñerada 

tanto por PMA como por PDB a la concentración de 1 µM, de manera dependiente ael 

tiempo y la concentración (fig. 9 y 1 O). En todas las preparaciones la máxima inhibición 

se observó a los 30 minutos con 1 µM de calfostina C. En el caso de las preparaciones 

de ML V A, la máxima inhibición producida por 1 µM de calfostina C fue del 97 .3 7 ± T62 

% de la respuesta producida por PMA (fig.9) y del 66 ± 15.82 % de la respuesta generada 
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por PDB (fig.1 O). Con respecto a las preparaciones bronquiales, la calfostina C inhibió el 

100 % de la respuesta producida por PMA (fig.9) y el 88.53 ± 11.46 % de la respuesta 

inducida por PDB (fig. l O). Asimismo, observamos que, en ninguna de las 

preparaciones, la incubación con calfostina C 0.32 y 1 µM modificó la respuesta 

producida por KCl con respecto a la tercera respuesta al KCl obtenida al inicio del 

experimento (fig.11). 

· /11jl11e11cia de la Calfosti11a C y del ACP e11 la Co11tracció11 Sostenida Producida por 

Carbacol e11 La Preparación Bro11q11ial en un Medio Si11 CaH 

La incubación con calfostina C 1 µM durante 1 hora en un medio sin Ca2+ no alteró el 

desarrollo de la respuesta producida por carbacol en la preparación bronquial (n=6), no 

obstante, la presencia de ACP 10 µM (n=6), inhibidor de la bomba de Ca2
+ del RS, indujo 

un decremento significativo (p<0.05) en el desarrollo esta respuesta (fig.12). Asimismo, 

el ACP fue capaz de reducir significativamente (p<0.05) el inicio de la contracción en 

comparación con la producida por el control y la incubada con calfostina C (fig. l 2Y 

· Respuesta de Contracción Mediada por Endotelina 

La respuesta de contracción producida por la administración sucesiva de endotelina (desde 

1 nM a 0.32 µM) en las preparaciones de MLVA y de bronquio fue dependiente de.la 

presencia de Ca2
+ extracelular pues, en ausencia de este ion, la curva de éndotelina en 

ambas preparaciones se desplazó hacia la derecha (fig.13). 
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Respuesta de Contracción Mediada por Endotelina y el BAYK 8644 Sobre la 

Contracción Transitoria del MLVA 

La incubación de las preparaciones de ML V A con endotelina eE25 (n=6) y es (n=6) 

durante 1 O minutos produjo un decremento significativo (p<0.05) de la respuesta al 

carbacol en un medio sin ea2+ en comparación al control (n=6) (fig.14). 

Las respuestas producidas por el carbacol en un medio sin ea2+ en las preparaciones 

de MLVA que fueron incubadas con: a) BAYK 8644 (n=6), b) BAYK 8644 más 

endotelina eE25 (n=6) ó c) BA YK 8644 más endotelina es (n=6), fueron 

significativamente (p<0.05) más sostenidas si se comparan con la respuesta control de la 

preparación de ML V A (fig.15). Sin embargo, las respuestas de contracción de las 

preparaciones antes mencionadas incubadas con BA YK 8644 fueron significativamente 

(p<0.05) menores que la respuesta de contracción sostenida de la preparación bronquial 

(fig.15). 
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n/ILJSC:LJLO LISO 

CON CARTILAGO Y EPITELIO 
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SIN CARTILAGO Y EPITELIO 

Sin Ce•• + E.G.T.A. 0.1 µM 

Figura 2. Representación esquemática de la contracción inducida por carbacol en la preparación-de 

ML VA (parte superior) y la preparación bronquial (parte inferior) en un medio con y sin ca=-. . _ 
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Figura 3. Respuesta de contracción al carbacol de las preparaciones de MLVA (n=6, barras negriJS) y 

bronquio (n=6, barras blancas) en un medio con Ca2• (estimulaciones del 1 al 7). * Diferencias 

significativas (p<O.O 1) entre las preparaciones de ML VA y bronquio. 
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Figura 9. Curso temporal de la inhibición inducida por calfostina C sobre la respuesta de contracción 

producida por PMA 1 µM en las preparaciones de bronquio (n=6) y Mi.V A (n=6). 
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DISCUSIÓN 

Algunos autores han propuesto que la remoción de epitelio y cartílago en el ML V A 

incrementa la sensibilidad a los estímulos colinérgicos al eliminar barreras de difusión al 

fármaco 31
•
52

• Sin embargo, la contracción ~roducida por acetilcolina en el ML V A obtenido 

·de bronquio de perro no difiere de la respuesta observada en bronquio completo, esto es, 

rVfL VA más cartílago, epitelio y tejido conectivo 54
• Asimismo bajo un estímulo eléctrico, 

el !VIL V A de perro obtenido de bronquio tiene un comportamiento de contracción similar 

al del ML V A obtenido de tráquea 31
. En este trabajo se encontró que la respuesta de 

contracción inducida por el carbacol en la preparación de ML V A obtenida de tráquea no 

es significativamente diferente de la respuesta obtenida en la preparación bronquial en un 

niedio con Ca2+. En cambio, en un medio sin Ca2+ las respuestas fueron diferentes: la 

contracción de la preparación de ML V A de perro además de que fue transitoria y 

desapareció a los 15 minutos, fue anulada con subsecuentes estimulaciones de este mismo 

agonista, mientras que la respuesta de la preparación bronquial siempre fue sostenida y 

necesitó al menos 4 estimulaciones para llegar a su mínima expresión. 

La procedencia del Ca1~ que utilizan los diferentes agonistas contractores en el 

ML V A de perro, cobayo y conejo son variados e incluyen múltiples fuentes. Se ha 

observado que en comparación con la respuesta producida por KCI, serotonina e 

histamina, donde la respuesta depende del Ca2+ extracelular, la contracción del ML V A 

producida por un estímulo colinérgico necesita de una fuente adicional de Ca:!i-, los 

almacenes intracelulares. Esta fuente de Ca2
+ adicional es accesible a los agonistas 

colinérgicos porque la interacción con su receptor induce la producción de IP3 que, al 

actuar sobre sus receptores en el RS, libera el Ca2+ necesario para iniciar la contracción 

del tejido, mientras que la fase sostenida es mantenida por la entrada continua de este ion 
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desde el espacio extracelular mediante canales catiónicos inespecíficos 2
·
32

·
34

•
67

•
68

·
80

• Este 

mecanismo e:-.."]Jlicaría la respuesta de contracción transitoria de la preparación de ML V A 

observada tras la estimulación con carbacol en un medio sin Ca2+, pero no la contracción 

sostenida de la preparación bronquial en las mismas condiciones. 

Una diferencia fundamental entre ·los dos tipos de preparación es la presencia de 

estructuras adyacentes al ML V A como e~ cartílago, epitelio y tejido conectivo. En este 

contexto se ha sugerido que en alguna de estas estructuras adyacentes exista una fuente 

adicional de Ca2+ extracelular para la contracción sostenida del ML V A en un medio sin 

Ca2+. En 1983 Foster y colaboradores 16 postularon que el cartílago de las vías aéreas de 

cobayo podía captar 45Ca2+ del medio. Estudios subsecuentes postularon que el cartílago 

.era la fuente de Ca2+ para la contracción cuando era estimulado por un agonista colinérgico 

en un medio sin Ca2+ 24
'
67

•
68

. Desde entonces y hasta la fecha existe un consenso general 

de que para los estudios que se realicen en un medio sin Ca2+, las preparaciones de ML V A 

deben ser empleadas sin cartílago, ya que la presencia de este tejido podría alterar los 

resultados del experimento. No obstante, recientemente se ha descartado tanto la 

participación del cartílago como de otra estructura adyacente al ML V A como fuente 

de Ca2
• para la contracción sosteruda en un medio sin Ca2+ 53

•
54

• 

Se ha sugerido que la fuente de Ca2
• para la contracción sostenida del bronquio de 

perro en un medio sin Ca2
• inducida por un estímulo colinérgico proviene de dos 

almacenes del ML V A, uno el RS y el otro membrana! sensible a altas concentraciones de 

EGTA, posiblemente las caveolas 12
'
54 

•• En este sentido, también se ha propuesto que 

durante la contracción bronquial sostenida el Ca2+ liberado de estos almacenes por la 

--estimulación colinérgica es reciclado entre estos almacenes a través de los canales tipo 

L 54 en lugar de ser expulsado hacia el líquido extracelular por el intercambiador 

Na+/Ca2
• o.Ja bomba de Ca2+ membrana! 7

•
40.49

• 
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El mecamsmo de reutilización o reciclado de Ca2+ intracelular fue propuesto 

recientemente por Montaño y colaboradores 53
•
54 como el responsable de la contracción 

sostenida del ML V A inducida por carbacol en un medio sin Ca2+. Sin embargo, se ha visto 

que el estímulo colinérgico por si mismo no puede generar el reciclado de este ion en las 

. preparaciones de ML V A 54
. Creemos que existen uno o varios factores humorales en 

alguna estructura de la preparación bronquial que modulan el reciclado de Ca2+ 

intracelular. Un fuerte candidato como factor podría ser la endotelina, péptido 

recientemente descubierto en endotelio vascular y localizado en epitelio bronquial 

50
•
97

, conocida hasta ahora como el más potente broncoconstrictor 26
•
50

•
91 y probable 

modulador de los canales tipo L 26
.4

4
•
72

•
76

•
9

1.
97

. 

Se sabe que la respuesta de contracción inducida por la endotelina es dependiente 

de la activación de la CCP 38
•
62

•
70

·77.
87

• Por lo tanto para evaluar la participación de la 

endotelina en la contracción bronquial sostenida en un medio sin caz+ inducida por un 

estimulo colinérgico, decidimos determinar primero el papel de la CCP en esta respuesta 

mediante la utilización de los ésteres de forbol PMA y PDB, conocidos activadores de la 

CCP 4,36.58.59,75.79.89.96. 

Existen cada vez más evidencias que indican que los mecanismos que desencadenan 

los ésteres de forbol para contraer al músculo liso dependen del tipo de tejido. Por 

ejemplo, se ha visto que en el ML V A de cobayo y bovino la contracción producida por 

los ésteres de forbol necesita la entrada de Ca2
• a la célula mediante la apertura de los 

canales tipo L inducida por despolariz'!ción de la membrana z.37
•
51

• En contraste en el 

músculo liso vascular de ratas, cerdos y bovinos, se ha encontrado que la contracción 

inducida por el PDB y PMA no depende de la entrada de caz+ a la célula 19
•
79 ni de la 

activación de los canales tipo L 5
• 

Hemos observado que la respuesta de contracción producida por la administración 
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d.e PMA, prototipo de la familia de los éste~es de forbol, y de PDB para las preparaciones 

de ML V A y bronquio de perro fue sostenida y progresiva como la que previamente se 

había obtenido en el músculo liso vascular de conejo y ML VA de cobayo 2
.4·

15
• La 

respuesta máxima para ambas preparaciones inducida por el PMA y PDB se alcanzó 

alrededor de las 3 horas, a diferencia de Jo" que se ha visto en ML V A de bovino, donde la 

respuesta máxima para estos ésteres de forbol se alcanzo a los 90 minutos 37
• No obstante, 

si hubo diferencias sustanciales en el tipo de respuesta producida entre los dos tipos de 

éster de forbol que utilizamos. El PDB produjo una contracción de mayor magnitud que 

el PMA en ambas preparaciones, hecho que ya se había observado anteriormente en el 

MLVA de conejo 73
• 

Se ha visto que la preincubación con PDB bloquea la contracción del ML VA de 

cerdo 2 y de perro (este estudio) producida por carbacol en un medio sin Ca2+. La respuesta 

inhibitoria producida por el PDB puede ser atribuida a la fosforilación de receptores como 

en el caso del receptor 41: 1-adrenérgico de aorta de conejo 92
, y probablemente la inhibición 

de la respuesta colinérgica en un medio sin Caz+, que hemos observado en nuestras 

preparaciones, se deba a una inhibición -de los receptores sensibles a carbacol. Sin 

embargo, Bazan y colaboradores 4 sugirieron que los efectos producidos por el PDB en 

aorta de conejo son producidos por la activación de la CCP y no por inactivación de 

receptores. Por otro lado, se ha observado que el PDB y el PMA inhiben la liberación de 

caz+ de los almacenes intracelulares del ML V A de cerdo y perro al evitar la producción 

de IP3 z.39
• En este contexto, nosotros ob~ervamos que la presencia de PMA no modificó 

la respuesta producida por carbacol en un medio sin Ca2+. Sin embargo el PDB anuló 

completamente las contracciones sostenida y transitoria inducidas por carbacol en un 

medio sin Ca2+. 

En un estudio previo se determinó que la incubación con PMA en células de ML V A 
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de perro inhibió la liberación de Ca2+ intracelular producido por la histamina, 

probablemente por que este agonista libera Ca2+ mediante la activación de la CCP 39
• Sin 

embargo, la ausencia de efecto del PMA sobre la contracción sostenida y transitoria indica 

que probablemente la producción de IP3 inducida por el carbacol no es mediante la 

. activación de la CCP, como en el caso de ia histamina, sino que es producido directamente 

por la hidrólisis de fosfoinositoles mediante-la activación de la fosfolipasa C. No obstante, 

se preguntaría por qué el PDB, que también es un activador de la CCP, bloqueó totalmente 

tanto la contracción sostenida como transitoria en ambas preparaciones en un medio sin 

Ca2
+. Una posible explicación a este fenómeno pudiera ser que el PDB estuviera 

inhibiendo la formación de IP3 a través de una vía independiente de la CCP. Por todo lo 

. anterior podriamos especular que la contracción bronquial sostenida inducida por carbacol 

en un medio sin Ca2+ se debe a la liberación de Ca2+ generada por el IP3, hipótesis que nos 

proponemos evaluar en un futuro con más profundidad. 

Es conocido que la CCP tiene dos dominios, el regulador y el catalítico. La mayoría 

de los inhibidores de la CCP como la esfingosina, la quercetina, el H-7 y la estaurosporina 

se unen principalmente al dominio catalítico de la CCP para inducir sus efectos 

inhibitorios. Se sabe que este dominio catalítico es común de otras cinasas de proteínas, 

por lo cual la actividad de estos inhibidores no es específica 58
. Recientemente se ha 

descubierto una sustancia conocida como calfostina C que tiene alta especifidad de 

inhibición a la CCP al bloquear el sitio regulador de esta proteína '14
• 

La calfostina C inhibió la respuest~ inicial de los ésteres de forbol en el ML V A de 

perro pero su efecto fue disminuyendo con el tiempo. Esta inhibición fue más evidente en 

las preparaciones bronquiales que en las de ML V A, y más potente con PMA que con 

PDB. Podemos especular que probablemente la eficacia de la calfostina C como inhibidor 

de la CCP .se pierda con el tiempo, ya que es muy inestable a la luz. Asimismo nuestros 
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resultados muestran que el PDB no es un activador tan específico de la CCP, como lo es 

el PMA especialmente en las preparaciones de ML V A, por lo que creemos que el PDB 

pueda tener otros efectos además de ser activador de la CCP. Aparentemente estos efectos 

inespecificos producidos por el PDB se pueden deber a la fosforilación de algunas 

. proteínas contráctiles 55
•
61

•
69

'
79

'
86

, aunque estas fosforilaciones no son capaces de modificar 

la actividad contráctil del músculo liso vascular de cerdo y ML V A de bovino 19
•
86

. 

Nosotros observamos que la inhibición de la CCP con calfostina C no modificó la 

contracción bronquial sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca2+. Se ha 

establecido que la CCP es la responsable de la contracción sostenida del ML V A de bovino 

en un medio con Ca2
+ 

64
. Sin embargo, nuestros resultados con calfostina C confirman que 

. la activación de esta proteína no esta involucrada en la movilización del Ca2+ celular 

inducida por carbacol para llevar a cabo la contracción bronquial sostenida en un medio 

sin Ca2
-. 

La administración del ACP, inhibidor de la bomba de Ca2+ 
41

•
74

, disminuyó la 

magnitud de la respuesta de contracción sostenida de la preparación bronquial producida 

por carbacol en un medio sin Ca2
'. Estos resultados refuerzan la hipótesis de que el Ca2+ 

necesario para llevar a cabo la respuesta sostenida en un medio sin Ca2+ proviene de los 

almacenes intracelulares y no de fuentes extracelulares. 

Nuestros resultados indican que la inhibición simultánea de la CCP y de la bomba 

de Ca2
+ del RS facilita la liberación de Ca2

• de la fase inicial de la contracción producida 

con carbacol. Proponemos que, aunque. hemos sugerido que la CCP no participa en la 

contracción bronquial sostenida bronquial, sí participa en la inhibición del acceso del Ca2
• 

de los almacenes sensibles a la presencia de EGTA de la membrana plasmática que no 

fueron vaciados totalmente con ACP 54
, posiblemente de las caveolas 12

. 

Por otro lado, se ha observado que en músculo liso vascular de rata la activación 
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de la CCP con PMA no modifica la respuesta inducida con endotelina 30
•
77

, pero la 

presencia de PDB decrementa la respuesta de este péptido; por lo que se ha propuesto que 

la respuesta producida por endotelina es regulada por alguna proteína diferente a la CCP, 

pero sensible a los mecanismos que desencadena el PDB 30
• 

Se ha postulado que el papel de la endotelina en la contracción del músculo liso es 

incrementar la sensibilidad de los mecanismos de movilización de Ca2
+ intracelular 43

• 

Nuestros resultados muestran que la respuesta inducida por endotelina en el ML V A es 

dependiente del Ca2+ exiracelular ya que, en un medio sin Ca2+, la endotelina sólo produce 

una mínima respuesta y, además, la contracción producida por este péptido fue transitoria 

pero de mayor duración que la producida en las mismas condiciones con carbacol (datos 

no mostrados). Por otro lado, en la preparación bronquial se observó que la contracción 

inducida por endotelina requiere tanto de Ca2
• extracelular como intracelular. 

Se ha observado que la potencia de la endotelina depende del tejido y de la especie 

debido a la variabilidad de receptores a este péptido. Hasta ahora se conocen dos tipos de 

receptores a endotelina en las células de ML V A de cobayo y rata, el ET A y el ET 8 • Estos 

receptores coexisten en la misma célula pero se encuentran distribuidos en diferente 

proporción 3
•
27

•
29

• La contracción inducida por endotelina necesita la participación 

cooperativa de ambos receptores 29
, y se ha visto que la contracción producida por la 

estimulación de los diferentes tipos de receptores con endotelina induce contracción 

mediante diferentes mecanismos de transducción de señales. El receptor ET A esta 

asociado con la fosfolipasa C, la generaci~n de fosfatos de inositol y la liberación de Ca2
+ 

intracelular; mientras que el receptor ET 8 esta asociado con el flujo de Ca2+ extracelular 

por un canal insensible a dihidropiridinas 27
•
28

• 

Un hecho sorprendente es que la fase sostenida de Ja contracción del ML V A de 

cobayo y músculo liso vascular de cerdo y rata a bajas concentraciones de endotelina 
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dispara los mecanismos de movilización de Ca2+ extracelular, mientras que a altas 

concentraciones, se ha observado que se lleva a cabo la liberación de Ca2+ intracelular 

38
•
72

•
76

• Aunque se desconoce actualmente el tipo de receptores presente en las células del 

ML V A de perro, nosotros observamos que, independientemente de la concentración de 

. endotelina, la contracción de la preparación de ML V A siempre fue dependiente de Ca2
+ 

extracelular, pero no así en la preparaci6n bronquial. Una posible explicación sería la 

presencia de diferentes receptores a endotelina en este tejido, es decir, que en la 

preparación bronquial predominen los receptores ET A• mientras que en la preparación 

traqueal sean los ET 8 . Sin embargo esta diferencia puede deberse también a que 

posiblemente se esté observando el fenómeno de reciclado de Ca2+ como ocurrió con el 

.carbacol. 

Por otro lado encontramos que la preincubación del ML V A con endotelina, además 

de que no modificó la contracción transitoria inducida por carbacol en un medio sin Ca2
+, 

produjo una reducción de esta respuesta probablemente porque ambos agonistas utilizan 

mecanismos similares para inducir contracción. Estos resultados sugieren que este péptido 

no está involucrado en la contracción sostenida inducida por carbacol en un medio sin 

Cai+. 

La presencia de un agonista de los canales tipo L, el BA YK 8644, en las 

preparaciones de ML V A provocó que la respuesta fuera ligeramente sostenida en 

comparación con el control, pero no reprodujo la contracción sostenida observada en las 

preparaciones bronquiales. 

Previamente se había determinado la participación de los canales tipo L en la 

contracción sostenida del bronquio de perro en un medio sin Ca2+ ai inhibir con nifedipina 

la respuesta sostenida 53
•
54

, lo cual sugiere que no basta activar estos canales para 

reproducir- la contracción sostenida, sino que probablemente estén involucrados' otros 



factores. 

En conclusión los resultados de este estudio demuestran que: 

. l. La endotelina no es el factor endógeno responsable de este fenómeno. 

2. La CCP tampoco participa en esta contracción sostenida 

3. La contracción sostenida inducida por carbacol en un medio sin Caz+ es 

probablemente un fenómeno dependiente de IP3. 

49 
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