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GLOSARIO
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RESUMEN

Recientemente se ha descartado al cartilago como fuente de calcio (Ca®™) para la
contraccion sostenida del musculo liso de las vias aéreas (MLLVA) inducida por carbacol
en un medio sin Ca* y se ha propuesto que el mecanismo responsable para que se lleve
a cabo este fendmeno es la apertura de los canales de Ca* tipo L y el reciclado de Ca®
intracelular, mecanismo que permite al Ca® 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 Ca® intracelular para inducir
contraccion sostenida de! MLVA producida por carbacol en un medio sin Ca?*. Como se
sabe que la endotelina es un modulador de los canales de Ca** tipo L v de la activacion
de 1a cinasa C de proteina (CCP), nos propusimos también describir 1a participacién de
estos dos factores en la respuesta de contraccidon sostenida. Se utilizaron dos
preparaciones de musculo liso de perro: la preparacion de MLV A obtenida de la traquea
y la preparacion de MLLVA mas cartilago, epitelio y tejido conectivo obtenida del bronquio
(preparacion bronquial). Observamos que la preparacion de MLVA estimulada con
carbacol en un medio sin Ca®* se contrajo transitoriamente a diferencia de Ia preparacion
bronquial cuya respuesta en estas condiciones fue sostenida. La contraccion inducida por
los ésteres de forbol, activadores de la CCP, dependio del tipo de éster de forbol mas que
del tipo de preparacion. El forbol 12,13 dibutirato (PDB) produjo una tespuesta de
contraccion mas rapida y de mayor magnitud que el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
La especificidad del PMA como activador de la CCP fue mayor que la del PDB en estas
preparaciones de MLLVA, pues la calfostina C, un inhibidor especifico de CCP, bloqued
totalmente la respuesta de contraccion del PMA, y s6lo entre el 80 al 90% de la respuesta
al PDB. Debido a que tanto la preincubacién con PMA como con calfostina C no
modifico la respuesta de contraccion de ambas preparaciones al carbacol en un medio sin
Ca*, nosotros sugerimos que la activacion de la CCP probablemente no est4 involucrada
en la respuesta de contracciéon del MLVA inducida por carbacol en un medio sin Ca*. for
otro lado, 1a preincubacién con PDB bloqued la respuesta de contraccion inducida por
carbacol en estas mismas condiciones. Esto se debe a que el PDB ademas de ser un
activador de la CCP probablemente tenga otros efectos colaterales que involucran la
inhibicion de la contraccion del MLVA, posiblemente al bloquear alglin mecanismo
relacionado con la formacién de IP,. El vaciado de los almacenes de Ca®" del reticulo
sarcoplasmico con 4cido ciclopiazénico. inhibidor de la bomba de Ca™, redujo al 50% la
respuesta de contraccion de la preparacion bronquial inducida por carbacol en un medio
sin Ca*, Debido a que el inicio de-esta respuesta fue de mayor magnitud en presenciz de
calfostina C, nosotros sugerimos que probablemente la CCP inhibe el acceso del Ca**
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membranal para la contraccion de la preparacién bronquial, y que este fendmeno se hace
més evidente cuando no hay Ca*" en los aimacenes intracelulares. Por otro lado, nosotros
determinamos que la respuesta generada por la endotelina en la preparacion de MLVA
dependié de la presencia de Ca™ extracelular. La preincubacion con endotelina a
concentracion efectiva 25% y subumbral redujo la contraccion de la preparacién de
MLVA inducida por carbacol en un medio sin Ca®". La presencia de BAYK 8644, agonista
de los canales de Ca® tipo L, durante la preincubacion con endotelina, incremento la
magnitud y la duracion de la respuesta de contraccion, aunque no fue de la magnitud y
duracién de la contraceion bronquial sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca*'.
En conclusion la endotelina no es el factor involucrado en la contraccion bronquial
sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca** y posiblemente en este fenomeno
estén involucrados otros factores.



INTRODUCCION

El mecanismo que presentan en comun algunos sistemas celulares para iniciar su
respuesta fisioldgica es el incremento en la concentracién de calcio (Ca?) citoplasmatico.
De manera general, para la contraccion del musculo liso de las vias aéreas (MLVA)
producida por un agonista colinérgico es necesaria 1a movilizacion de Ca™ hacia el
citoplasma tanto de fuentes extracelulares como intracelulares '#2% E| incremento de
Ca™ citoplasmatico facilita la interacciéon del Ca* con la calmodulina v la cinasa de Ia
cadena ligera de miosina, generando asi la fosforilacién de la cadena ligera de miosina 20
kDa '"*** Esta fosforilacién pérmite a la actina activar a la ATPasa de miosina ﬁara
iniciar la interaccion de los puentes cruzados de miosina causando el desarrollo de la
tensién muscular 71838694,
Se ha determinado que durante el inicio de la contraccion existe una relacion lineal
entre la cantidad de cadena ligera de miosina fosforilada y el desarrollo de la fuerza
- contractil, pero esta relacion se pierde pocos minutos después . En este periodo bajan los
niveles de Ca* intracelular, la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (20 kDa), y
la actividad de la ATPasa de miosina dando como consecuencia una interaccion lenta de
los puentes cruzados de miosina. Este estado conocido como "latch-bridges" es
probablemente el responsable del mantenimiento de la tension muscular 557883,
- REGULACION DEL Ca* CITOPLASMATICO: PAPEL DEL IP,

En ausencia de un estimulo, las células del MLVA se caracterizan por ser poco

permeables al Ca™ extracelular. El ingreso de este ion al citoplasma se produce cuando
se activan canales catidnicos inespecificos operados mediante receptor y canales de Ca*

tipo L sensibles a cambios de voltaje #****. En el MLVA de perro la accion dela
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acetilcolina y probablemente de agonistas colinérgicos, como el carbacol, sobre los
receptores muscarinicos M,, induce un incremento rapido v transitorio de Ca®
intracelular lo que genera la apertura de canales de K* dependientes de Ca** produciendo
una corriente salientes de K*. La apertura de los canales tipo L es consecuencia de la
variacién del voltaje por el intercambio ionico a través de la membrana citoplasmatica
1.2,33,95‘

Recientemente se ha observado que la inhibicion de los canales tipo L del MLVA
de perro no modifica la respuesta inducida por un estimulo colinérgico '. Se ha sugerido
que en este tejido la activacion de los canales tipo L contribuye principalmente a manténer
Hlenos los almacenes intracelulares de Ca* mas que a participar directamente en el
incremento del Ca®" citoplasmatico 5342,

Por otro lado, la interaccion del agonista con su receptor de membrana provoca una
cascada de eventos intracelulares regulados por segundos mensajeros. Después de la
estimulacion colinérgica del MLVA de bovino o de perro, se produce ia- hidrolisis de
fosfoinositoles generando dos segundos mensajeros, el 1,2-diacilglicerol (DAG), acti;ador
de la cinasa C de proteina (CCP), y el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP,). Este wltimo
mensajero esta presente solo durante la fase inicial de la contraccion e induce la liberacion
del Ca* del reticulo sarcoplasmico (RS). La salida de Ca*" inducida por IP, termina por
la inhibicién de los receptores a IP, mediante una sefial producida por el incrementd-de
Ca* citoplasmatico *% '

Tanto los canales tipo L como los receptores sarcoplasmicos a [P, son sensiblé_s a
los cambios de Ca®, pues ambos se activan cuando las concentraciones de CTa*
intracelular son bajas, y se inactivan cuando son altas *%,

Existe otro mecanismo mediante el cual ¢l Ca** almacenado en el RS sale hac_i;,-el

citoplasma, y es por medio de canales dependientes del incremento de Ca™ citoplasmatico
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activados también con rianodina y cafeina 134163881 Fsta salida de Ca** por los canales
de Ca® sensibles a Ca*" asi como los sensibles a IP, es depend‘iente del contenido de este
ion dentro del almacén celular, y ambos canales contribuyen al incremento transitorio de
Ca™ citosolico al inicio de la contracciéon '*. Por lo tanto, tal parece que la contraccidn
del MLLVA, al menos en su fase inicial, se debe a la liberacion de Ca* de los almacenes

intracelulares y a la entrada de Ca* a través de los canales operados mediante receptor.

-ALMACENES DE Ca*™: RS Y CAVEOLAS
En 1986 Putney ® propuso el modelo de Entrada capacitativa de Ca®” para explicar la
regulacién del almacenamiento de Ca*' en la célula. Segiin este modelo, el vaciado de los
almacenes intracelulares de Ca®, producido por un agonista, es la sefial que induce la
entrada de Ca™ para rellenar los almacenes vacios a través de un canal directo que une el
almacén con el espacio extracelular. Algunos datos han modificado este modelo: En 1990
Putney adiciond al modelo la bomba de Ca*" dependiente de ATP de ia membrana
plasmatica que se caracteriza por ser inhibida con vanadato. Esta bomba que saca C;ZZ' del
citoplasma contra los gradientes de concentracion, manteniendo Ia homeostasis de Ca*
en la célula, es homdloga a la bomba de Ca* del RS la cual puede ser inhibida por una
micotoxina extraida de Penicillium y Aspegillus, el 4cido ciclopiazénico (ACP) "7,
Se ha observado en células de musculo liso intestinal de raton que la bomba de €a*
membranal se concentra principalmente en invaginaciones imné.viles ae la

membrana citoplasmatica de aproximadamente 50-100 nm conocidas como caveolas

12182088 Asi mismo se han encontrado receptores a IP, en estas invaginaciones .

La presencia de canales de liberacion de Ca** (sensibles a IP,) y de ATPasas de Ca** son

caracteristicas del RS, principal almacén intracelular de Ca* en las células de musculo.liso

171865 Se ha observado que existe gran cantidad de caveolas en las células de misculo liso
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en comparacion con otras células, y que éstas se encuentran principalmente en las
vecindades del RS . Aunado a que se ha observado que la concentracion de Ca* en la
membrana plasmatica es alta, se ha sugerido que las caveolas juegan un papel importante
en el almacenamiento extracelular de Ca™ y muy probablemente, junto con el RS, estén

involucradas en la regulacién del Ca* intracelular del MLVA *,

- CONTRACCION DEL MUSCULO LISO EN UN MEDIO CON Ca**

Se ha sugerido que las dos fuentes de Ca*, esto es la intracelular y la extracelular,
corresponden a los componentes bifésicos de la contraccion ***, Al inicio de la respuesta
se presenta el componente fasico (1 minuto) de la contraccion que es producida por la
liberacion transitoria de Ca™ de los almacenes sensibles a IP, . Posteriormente se
produce el componente tonico de la contraccion que se caracteriza por el mantenimiento
constante de la tension hasta alcanzar la respuesta maxima. En esta fase sostenida los
niveles de Ca* citoplasmatico bajan lentamente y, como ejemplo, en el MLVA de perro
se mantienen aproximadamente en 80% de la concentracion maxima alcanzada en el
componente fasico ®. Se ha propuesto que el componente ténico de la contraccién es
mantenida por la entrada continua de Ca** extraceiular mediante los canales tipo L

inducida por la presencia del agonista **'%¢,

- CONTRACCION DEL MUSCULO LISO EN UN MEDIO SIN Ca*

En el MLVA de perro estimulado con carbacol en un medio sin Ca* presenta una
contraccion transitoria probablemente debida a la liberacion de Ca®™ del RS °.-Sin
embargo, en las preparaciones de MLVA de perro que conservan otras estructuras
adyacentes a este tejido como epitelio, cartilago y tejido conectivo (bronquio), la respu_E_'s_’ta

al carbacol deja de tener solo el componente transitorio y se transforma en sostenida =,
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Se ha sugerido que el cartilago actte como un almacén extracelular de Ca*, y que
probablemente el Ca*" proveniente del cartilago llegue al MLVA para mantener la
contraccién '“¥. No obstante, recieptemente Montaiio y colaboradores * demostraron que
el cartilago no es la fuente de Ca* responsable para producir la contraccién bronquial
sostenida, que este ion proviene del RS y probablemente de las caveolas del MLVA y que
esta respuesta, como en el caso del musculo liso vascular de perro, es dependiente
de la activacion de los canales tipo L #.

Se han propuesto que los canales tipo L tienen contacto directo con un tipo de
almacén sensible a altas concentraciones de EGTA (1mM), acido N,N,N,N-tetracético
(etilen glicol-bis(B-aminoetil éter), agente quelante de Ca* #*!, Se ha sugerido que este
almacén, posiblemente la caveolas '%, y el almacén que no es sensible al EGTA, el RS,
probablemente estén conectados e intercambien Ca* mediante los canales tipo L *
(Fig. 1.

Actualmente se ha propuesto que el mecanismo involucrado en la contraccion
bronquial sostenida inducida por carbacol en ausencia de Ca® extracelular es el rec;c_lado
del Ca* del RS y las caveolas; es decir, una vez que el Ca** de los almacenes es liberado
al citoplasma por activacion de los canales sensibles a IP,, éste no es sacado totalmente

de 1a célula por el intercambiador Na*/Ca®* *

sino que es recapturado por la caveolas
mediante la bomba de Ca* y, a través de la activacién de los canales tipo L llega al

RS *.
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Figura 1. Modelo hipotético para el reciclado de Ca®" intracelular durante la contraccion sostenida del
MLVA inducida por carbacol en wi"medio sin Ca®". 1: La interaccion del carbacol con su receptor
induce hidrolisis de fosfoinositidos generando IP,, y 2: movilizando Ca* intracelular del RS y las caveolas
para iniciar la contraccion. 3: Despué; de que el Ca* fue liberado de los almacenes, los canales tipe L
llenan los almacenes vacios de Ca*. 4: Una sustancia end6gena puede ser liberada durante la estimulacion
con carbacol para modular la apertura de los canales tipo L permitiendo el reciclado del Ca**. 5: El Ca*
liberado al citoplasma es retomado por los almacenes en lugar de ser sacado de la célula (6). A= carbacol,

G= proteina G, FLC= fosfolipasa C, PIP= bifosfato de fosfoinositol. (Tomado de Montafio y col., 1 554)
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Un segundo mensajero ha sido fuertemente involucrado en la fase sostenida de la
contraccion del MLVA de bovinos * y del miisculo liso vascular de conejo *. Este
mensajero, conocido como CCP, es capaz de mantener niveles sostenidos de Ca*" libre
intracelular mediante la activacion de los canales tipo L *7° y la liberacién de Ca™ del RS
al inducir el metabolismo de los fosfoinositoles >*° asi como tener la habilidad de aumentar
la sensibilidad de la maquinaria involucrada en la contraccién al Ca™ '. Por lo tanto se
considera que 1a CCP es un posible candidato como factor involucrado en la contraccion

bronquial sostenida.

- PARTICIPACION DE LA CCP
La CCP es una proteina que se encuentra libre en el citosol cuando estd inactiva y se
adhiere a la membrana plasmatica si se encuentra activa ®. Para activarse la CCP necesita
la presencia de Ca®*, fosfolipidos (principalmente fosfatidilserina) y DAG "7, Los
agonistas sintéticos del DAG, los €steres de forbol, son una familia de sustancias que por
ser poco solubles en agua se difunden y metabolizan lentamente en la célula, prolon;—g;mdo
su capacidad como activadores de la CCP aun en ausencia de Ca*" exiracelular, aunque
con menor potencia *?638:373.7989.96

Aunque Vivaudou y colaboradores ® observaron que la acetilcolina modula
corrientes de Ca?* dependientes de voltaje mediante la activacion de la CCP en miiséulo
liso de estomago de Bufos marinus, Montafio y colaboradores * observaron ciue la aﬁicién
de carbacol por si solo no puede activar a los canales tipo L responsables del reciclado de
Ca™ ya que, cuando disecaron el MLVA de las preparaciones bronquiales, es dgcir,
cuando le quitaron el cartilago, el epitelio y el tejido conectivo, este agonista colinérgico

no fue capaz de inducir la contraccion sostenida en un medio sin Ca*. Por lo taiito,

nosotros creemos que se requiere de un factor enddgeno adicional para que los canales
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tipo L sean abiertos o modulados por este factor y de esta forma permitir gue el carbacol
induzca el reciclado del Ca® intracelular para producir la respuesta de contraccion
sostenida. Recientemente se ha ppstulado que la endotelina péptido descubierto en el
endotelio vascular y que se ha localizado en epitelio bronquial **’, es un modulador de
los canales tipo L por lo que podria ser un posible candidato como factor endégeno

responsable de la contraccién sostenida bronquial en un medio sin Ca®.

- LA ENDOTELINA

Las endotelinas (ET,, ET, y ET;) son una familia de péptidos en la cual la ET,
(endotelina) es conocida como el broncoconstrictor mas potente hasta ahora conocido en
términos de su potencia molar %°®*'%7_Se ha observado que la contraccion producida por
la endotelina en MLVA de humano, cobayo y musculo liso vascular de conejo es de lento

50,60,91

desarrollo y larga duracion probablemente por que este péptido tiene alta afinidad

por su receptor ¥,

Por otro lado, se ha observado en cobayos in vivo e in vitro en cobayos ci;ie la
respuesta a la endotelina es bloqueada por indoﬁxetacina, lo que ha sugerido que los
mecanismos de accién de éste péptido involucren la liberacion de mediadores quimicos
como leucoirienos y tromboxano A, de las células cebadas adyacentes al ML VA 42,

Se ha descrito que la estimulacion de los receptores de endotelina en el ML VA de
humano y musculo liso vascular de cerdo, rata y conejo activa varias vias de‘transdtilccién
de sefiales que culminan en la movilizacién de Ca® intracelular asi como el influjo de Ca™
extracelular #4477 Ambos mecanismos contribuyen a la contraccién producidapor
endotelina.

Por un lado, la entrada de Ca* extracelular producida por la endotelina esitlri

fenémeno controvertible. Algunos autores sugieren que el influjo de Ca** extracelular es
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a través de los canales tipo L 24472769157, mientras que otros postulan que es por canales
de Ca® insensibles a cambios de voltaje 774247,

Por otro, la movilizacién de Ca® intracelular producida por la endotelina ocurre
mediante una cascada de eventos en los que se incluye la estimulacion de una proteina G
no sensible a pertussis, la activacién de la fosfolipasa C **™, la formacion de DAG, la
subsecuente activaciéon de CCP y la generacién de IP, . Se ha observado que la
generacion de IP; producido por la endotelina en misculo liso vascular no es transitoria,
pues se ha llegado a obtener hasta 10 minutos después de la administracion de endotelina
7 aunque también se ha indicado que el incremento de IP, producido por la endotelina
dura menos de 5 minutos **".

En ausencia de Ca* extracelular, la respuesta de contraccién inducida por
endotelina es sumamente dependiente de la activacion de la CCP. Recientemente se ha
demostrado que la inhibicién del sitio regulador de 1a CCP con calfostina C, una sustancia
extraida de Cladosporium cladosporioides, produce relajacion de la contraéc-i()n sostenida
generada por la endotelina, con o sin Ca** extracelular, en el musculo liso de la aorta ;“_'“'76.
Por lo tanto se ha propuesto que el mecanismo de accidn por medio del cual la endotelina

produce sus diferentes efectos es a través de la activacién de la CCP y la formacion de IP,

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

Por todo lo anterior se hace evidente que las células del MLLVA tienen la maquinaria
necesaria para reutilizar el Ca* citoplasmatico para la contraccion sin agotar las fuentes
intracelulares de este ion. Sin embargo, la adicion de carbacol por si solo no puede activar
los mecanismos responsables del reciclado de Ca** ya que, cuando se diseca el MLVA de
las preparaciones bronquiales, es decir, cuando le quitan el cartilago, el epitelio y el tejido
conectivo, este agonista colinérgico no es capaz de inducir la contraccion sostenida en un
medio sin Ca*. Por lo tanto, NOSOtros creemos que se requiere de un factor endégéno
adicional para permitir que el carbacol induzca el reciclado del Ca™ intracelular y asi
inducir una respuesta de contraccion sostenida. El proposito del siguiente trabajo fue
describir la participacion de un factor, la endotelina, probablemente involucrado en la
contraccion del MLVA, mismo que podria tener una repercusion importante en la
patogénesis del asma y en la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos para esta

enfermedad.
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HIPOTESIS

Las hipdtesis en que sustentamos este trabajo fueron las siguientes:

1. Durante la contraccién sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca** estdn
presentes uno o varios factores endégenos responsables de que se genere el reciclado
de Ca™ en el interior de la célula.

2, La endotelina es uno de estos factores endégenos.

3. El mecanismo por medio del cual la endotelina favorece el reciclade del Ca*
intracelular inducido por el carbacol es a través de Ia activacion de los canales tipo
L.

4. La contraccién sostenida del MLVA inducida por carbacol en un medio sin Ca®*

depende de la activacidn de la CCP,
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OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar si la endotelina es un factor involucrado en la contraccion bronquial
sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca®".
2. Evaluar la participacion de la CCP en la respuesta de contraccion sostenida del MLVA

y del bronquio inducida por carbacol en un medio sin Ca®,

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar la respuesta de contraccion del MLVA y del bronquio completo (MLVA
mas cartilago, epitelio y tejido conectivo) inducida por carbacol en un medio sin Ca*,
2. Determinar la concentracién efectiva maxima de dos ésteres de forbol [4B-forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) y 4B-forbol 12,13-dibutirato (PDB)] para las preparaciones
de MILVA y bronquio.

3. Observar el efecto de los ésteres de forbol sobre las contracciones producidas por el
carbacol en un medio sin Ca®™ en las preparaciones de MLVA y bronquio. -

4. Determinar la concentracion de la calfostina C que no modifique la respuesta de
contraccion inducida por el KCI en las preparaciones de MLLVA y de bronquio, pero si
bloquee Ia respuesta de los respectivos ésteres de forbol.

5. Determinar si la calfostina C asi como el ACP bloquean ia contraccion sostenida
inducida por carbacol en un medio sin Ca* en la preparacion bronquial

6. Determinar las concentraciones- efectiva 25 (CE25) y subumbral (CS) de la endotelina
para la contraccion de la preparacion de MLVA y de bronquio en un medio sin Ca™,

7. Determinar si la contraccion transitoria de la preparacién de MLVA inducida por
carbacol en un medio sin Ca* puede transformarse en sostenida previa mcubacmn—eon

endotelina (CE25 y CS) y BAYK 8644 (agonista de los canales tipo L).
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MATERIAL Y METODO

- Preparacion de MLVAy de Bronquio

Teniendo en cuenta que los mecanismos de contraccion del MLV A podrian ser diferentes
dependiendo del tipo de preparacion in vitro empleada pues la interpretacion de los
estudios que emplean preparaciones de MLVA libre de tejidos adyacentes podria ser
inadecuada para las condiciones que prevalecen in vivo, decidimos utilizar dos tipos de
preparaciones: la preparacion de MLVA y la de MLV A mas cartilago, epitelio v tejido
conectivo (preparacion bronquial). Con este fin se sacrificaron perros criollos (12-20 Kg)
mediante sobredosis de pentobarbital (100 mg/Kg iv) para de disecar la traquea de la zona
cercana a la carina y el 16bulo pulmonar superior izquierdo. La preparacion de MLLVA se
obtuvo de la traquea de donde es mas facil de extraer *'. Con ayuda de un microscopio
estereoscopico, el MLVA fue finamente disecado y limpiado del exceso de tejido
conectivo para cortarse en tiras de aproximadamente 3 mm x 1 cm. Del pulmén se
disecaron anillos bronquiales (preparacion bronquial) a partir de bronquios de 3** a 5*
generacion, los cuales se obtuvieron sin quitar las estructuras adyacentes al MLVA como
el cartilago, el epitelio y el tejido conectivo.

Las preparaciones de MLVA y de bronquio fueron colocadas en camaras_de
organos aislados donde fueron incubadas en 10 ml de solucion de Krebs bicarbonatada a
un pH de 7.4y 37°C, y fueron bur-bujeadas con una mezcla de 95% de O,y 5% de CO,.
Se utilizaron dos tipos de solucion de Krebs 1) Con Ca®, cuya composicién fue la
siguiente (mM): NaCl 115, KCl 4.6, NaH,PO,.H,0 1.2, MgSO,.7H,0 1.16, NaHCO, 22,
CaCl,2.5 y glucosa 11 y 2) Sin Ca*, con la misma composicion que la sclucion anterior,

excepto por la falta de CaCl,. Para asegurar que esta solucién estuviera éompletameﬁt'e
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libre de Ca®" se le afiadié 0.1 mM de EGTA como agente quelante de este ion.

Todas las preparaciones fueron incubadas con 10 M de indometacina para suprimir
la produccién de prostaglandinas y su posible efecto sobre los mecanismos estudiados. La
tensidon isométrica fue registrada en un dinografo Beckman R612 a través de un
transductor Gould Statham UC3. Las preparaciones se dejaron en reposo durante 30
minutos a una tensiéon de 1 a 1.5 g antes de iniciar los experimentos. Durante ese tiempo
la solucion de Krebs fue cambiada una sola vez.

Las preparaciones fileron estimuladas tres veces con KCI 60 mM en un medio con
Ca*" durante 20 minutos con el propésito de normalizar la respuesta. La respuestas de
contraccion de todos los tratamientos farmacologicos que se describen posteriormente se

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

- Contraccion Inducida por Carbacol en un Medio Sin Ca** en las Preparaciones de
MLVA y Bronquio. N

La sensibilidad de los almacenes intracelulares al carbacol fue evaluada
indirectamente estimulando con la concentracién efectiva 50% de carbacol (CE50
=0.42 pM) durante 20 minutos en un medio sin Ca™ en las dos preparaciones (MLVA y
bronquio). En estas condiciones, la contraccién mdxima inducida por carbacol
representd en forma indirecta, la cantidad total de Ca® intracelular disponible %%+,
Posteriormente esta estimulacion se repitié las veces necesarias para vaciar lés almacenes
intracelulares de Ca®™. Una vez vaciados estos almacenes, las preparaciones se incubaron
nuevamente con solucién de Krebs con Ca* 2.5 mM 'y se dié una ultima estimulaciénTton
carbacol para verificar si el vaciado de los almacenes intracelulares de Ca** no habia

modificado la viabilidad del tejido.
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« Incubacion con PMA y PDB
Mediante curvas no acumulativas en un medio con Ca* (desde 1 nM a 5.6 pM) se
obtuvieron las respuestas de c_ontraccic’m correspondientes a las concentraciones
subméxima, maxima y supramaxima de las preparaciones de ML VA y bronquio al PMA
y al PDB. Se incluyeron dos grupos controles, uno para demostrar que la concentracion
de DMSO utilizada (solvente de los ésteres de forbol) no produjo ninguna respuesta, y

otro para observar el comportamiento temporal de la preparacion.

- Incubacion con Calfostina C

Por otro lado, las preparaciones de MLVA y de bronquio se incubaron con calfostina C
0.32y 1 uM durante 1 hora en un medio con Ca®* con el fin de inhibir la activacién de la
CCP, por que se ha reportado que a estas concentraciones inhibe los efectos de los ésteres

de forbol sin producir colaterales .

- Incubacion con Calfostina C mds PMA o PDB
Posteriormente se hicieron 5 grupos experimentales por preparacion y por concentracion
de calfostina C para evaluar la dependencia de la CCP en la respuesta producida por los
ésteres de forbol: a) PMA, concentracion maxima, b) PMA, concentracion supramaxima,
¢) PDB, concentracion submaxirha, d) PDB, concentraciéon maxima y ¢) KCl 60 mMs=-El
grupo e) nos indicaba si la respuesta producida por KCl, que no es depehdienté de la
activacion de la CCP, era afectada por la calfostina C vy asi detectar efectos inespecificos

de este farmaco 7. -
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« Incubacion con Calfostina C mds ACP
Por tiltimo, se determind si la inhibicién de la CCP con calfostina C, y de la bomba de Ca®*
del RS con ACP %™ eran capaces d«? modificar el componente tonico de la contraccion de
la preparacion bronquial producida por carbacol en un medio sin Ca*. Se utilizé ACP 10
uM porque a esta concentracion es capaz de inhibir al maximo la bomba de Ca™ del RS
¢, Cuando se utilizé ACP fue necesario producir la salida de Ca* del RS mediante la
adicion de carbacol para inducir su vaciado. La concentracion 1 uM de caifostina C se
utilizo por que fue la que inhibio 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 Ca* fueron divididas en 4 grupos para someterlas a los siguientes
tratamientos farmacologicos durante 1 hora: a) calfostina C, b) calfostina C + ACP, c)
ACP y d) control. Al término del tiempo de incubacion, se afiadié carbacol y se evalud la

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

- Incubacion con Endotelina

Se realizaron curvas acumulativas (desde ! nM hasta 0.32 uM) a la endotelina en
preparaciones de MLVA y de bronquio en Krebs con y sin Ca*. A partir de estas curvas
concentracion-respuesta se obtuvieron la CE25 y la CS para la endotelina.

« Incubacion con Endotelina mds BAYK 8644

Posteriormente en las preparaciones de MLLVA se evalu6 si la endotelina o un agonista_de
los canales tipo L, como el BAYK 8644 *, a 10 um, concentracion que induce el efecto
maximo ¢, 0 ambos podian transformar en sostenida la contraccién transitoria inducida por
carbacol en un medio sin Ca*. Para esto, las preparaciones de MLVA se dividieron ;n‘ 6

grupos de incubacion en un medio sin Ca** con los siguientes farmacos: a) endotelina



: 22
CE25 (10 minutos), b) endotelina CS (10 minutos), c) | BAYK 8644 (5 rﬁihlitos) +
endotelina CE25 (10 minutos), d) BAYK 8644 (5 minutos) + endotelina CS (1 0 minutos),
e) BAYK 8644 (15 minutos) y ) control. Una vez terminado el tiempo de fncubacién, se
dio6 un estimulo con carbacol en un ;nedio sin Ca® y se evalud la evolucién de la respuesta

de contraccion.

- Fdarmacos

Con las excepciones indicadas, todos los farmacos 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 disolvio totalmente
en DMSO 7. La concentracion del DMSO en las cdmaras de érganos aislados no excedio
el 0.1%, pues se ha indicado que a esa concentracion, el DMSO no produce ningun efecto

", La indometacina se disolvi6 en Na,CO, 1%.

- Andlisis de Resultados

La evaluacion de resultados se hizo mediante pruebas de comparacién multiple (analisis
de varianza de una via y pruebas de comparacion multiple de Bonferroni). En otras
comparaciones se utilizo la prueba de t-student para muestras pareadas y no pareadas
segin se requirid. Los valores de P<0.05 bimarginal fueron considerados como
estadisticamente significativos. Los resultados que aparecen en el texto y las .ilustra(.:iones

corresponden al promedio + el error estdndar.
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RESULTADOS

-Respues.ta de Contraccion Inducida por Carbacol en un Medio Sin Ca**

La estimulacion sucesiva de las preparaciones de MLVA (n=6) y de bronquio (n=6) con
carbacol en un medio sin Ca* produjo el vaciado de los almacenes intracelulares de este
ion (fig.2). En el caso de la preparacion de MLVA, el vaciado de los almacenes
intracelulares se observo desde la primera estimulacién en un medio sin Ca**; mientras
que, para la preparacion bronquial, fueron necesarias al menos cuatro estimulaciones para
reducir la contraccion hasta un 17% (fig.3). Al final de este periodo, se regreso a la
solucion de Krebs con Ca™ y se di6 un estimulo con carbacol para demostrar qué el
vaciado de los almacenes intracelulares de Ca* no modifica la maquinaria contractil de

la preparacion (fig.3).

- Efecto de los Esteres de Forbolen la Respuesta de Contraccion del ML VAy Bronquio
en un Medio Sin Ca* ‘

La contraccion inducida por los ésteres de forbol en las preparaciones de MLVA (n=6)
y de bronquio (n=6) fue sostenida, de lento desarrollo v se prolongo hasta 4 horas (fig.4
y 5). Las contracciones maximas producidas por el PMA (1 uM) en las preparaciones de
MLVA y de bronquio correspondieron al 7.73 £2.35 y al 6.63 £ 1.37 respectivamente del
porcentaje de respuesta producizla por el KC1 60 mM (fig.6), mientras ql'xe. para el PDB
(3.2 uM) los valores correspondientes a esta respuesta fueron 12.7 £2.52 y 14.23 £2.31
respectivamente (fig.6). El PMA produjo su respuesta maxima después de 2 horas en la
preparacion bronquial (fig.4), y a las 4 horas en el caso de la preparacion de MLLVA
(fig.5); mientras que el PDB produjo su efecto maximo a las 2 horas para la preparacion

de MLVA (fig.5) y a las 3 horas—en la preparacion bronquial (fig.4).
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- Influencia de los Esteres de Forbol en la Contraccion Producida por Carbacol en un
Medio Sin Ca**
Las respuestas de contraccion de las preparaciones de ML VA y de bronquio incubadas
durante 1 hora con PMA 1 y 3.é UM (n=6 y 5 respectivamente), producidas por el
carbacol en un medio sin Ca*, no fueron significativamente diferentes de las producidas
por los controles (n=6) (fig.7); sin embargo, la incubacion con PDB 1 y 3.2 uM (n=6y
5 respectivamente) produjo, en ambos casos, una inhibicion significativa (p<0.01) de la
contraccion generada por el carbacol (fig.7). Los valores correspondientes a las respuestas
de la preparacion de MLVA fueron: control (n=6) 68.01 +3.41 vs 1 uM de PDB (1=6)
1.25+£0.7 y 3.2 uM de PDB (n=6) 1.94 + 0.8 respectivamente del porcentaje de respuesta
producida por el KCl 60 mM; y para la preparacién bronquial: control (n=6) 90.21 + 5.97
vs 1 uM de PDB (n=6) 9.81 £3.42 y 3.2 uM de PDB (n=6) 3.6 = 1.49. Una estimulacion
posterior con KCl no mostro variaciones significativas de la respuesta de contraccion en
relacion a la tercera respuesta al KCl obtenida al inicio del experimento (ﬁg.Bj. Esta Gltima
respuesta nos indicd que no hubo dafios por efectos inespecificos en las preparaci’bnes

producidos después de la incubacion con los ésteres de forbol.

- Efecto de la Calfostina C en la Respuesta de Contraccion Producida por los Esteres
de Forbol - . =

La incubacion con calfostina C 0.32 y 1 uM durante 1 hora inhibi¢ la respuesta generada
tanto por PMA como por PDB a la concentracion de 1 pM, de manera dependiente del
tiempo y la concentracion (fig. 9 y 10). En todas las preparaciones la maxima inhibicion
se observo a los 30 minutos con 1 uM de calfostina C. En el caso de las preparaciones
de MLVA, la maxima inhibicion Broducida por 1 uM de calfostina C fue del 97.37 £ .’_2?62

% de la respuesta producida por PMA (fig.9) y del 66 = 15.82 % de la respuesta generada



25
por PDB (fig.10). Con respecto a las preparaciones bronquiales, la calfostina C inlﬁbié el
100 % de la respuesta producida por PMA (fig.9) y el 88.53 = 11.46 % de la respuesta
inducida por PDB (fig.10). Asi_mismo, observamos que, en ninguna de las
preparaciones, la incubacidn con calfostina C 032 y 1 uM modificd la respuesta
producida por KCI con respecto a la tercera respuesta al KCl obtenida al inicio del

experimento (fig.11).

- Influencia de la Calfostina Cy del ACP en la Contraccion Sostenida Producida por
Carbacol en la Preparacion Bronquial en un Medio Sin Ca’*

La incubacion con calfostina C 1 uM durante 1 hora en un medio sin Ca™ no altero el
desarrollo de la respuesta producida por carbacol en la preparacion bronquial (n=6), no
obstante, la presencia de ACP 10 uM (n=6), inhibidor de la bomba de Ca* 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 contraccion en

comparacion con la producida por el control y la incubada con calfostina C (fig.12).

- Respuesta de Contraccion Mediada por Endotelina

La respuesta de contraccion producida por la administracidn sucesiva de endotelina (desde
1 nM a 0,32 uM) en las preparaciones de MLVA. y de bronquio fue dependiente de.la
presenci‘a de Ca* extracelular pues, en ausencia de este ion, la curva de endotelina en

ambas preparaciones se desplazd hacia 1a derecha (fig.13).
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- Respuesta de Contraccion Mediada por Endotelina y el BAYK 8644 Sobre la
Contraccion Transitoria del MLVA
La incubacion de las preparaciones de MLVA con endotelina CE25 (n=6) y CS (n=6)
durante 10 minutos produjo un &ecremento significativo (p<0.05) de la respuesta al
carbacol en un medio sin Ca*" en comparacion al control (n=6) (fig.14).

Las respuestas producidas por el carbacol en un medio sin Ca" en las preparaciones
de MLVA que fueron incubadas con: a) BAYK 8644 (n=6), b) BAYK 8644 mas
endotelina CE25 (n=6) 6 c) BAYK 8644 mas endotelina CS (n=6), fueron
significativamente (p<0.05) mas Sostenidas si se comparan con la respuesta control dé la
preparacion de MLVA (fig.15). Sin embargo, las respuestas de contraccion de las
preparaciones antes mencionadas incubadas con BAYK 8644 fueron significativamente

(p<0.05) menores que la respuesta de contraccion sostenida de la preparacion bronquial
(fig.15).



MMUSCuULO LSO

CON CARTILAGO Y EPITELIO

CARBACOL 0.42 pf Sin Ca+* -+ E.G. TA 0.1 ”M

SIN CARTILAGO Y EPITELIO

Sin Ca-+ + E.G.T.A. 0.1 gM l

Figura 2. Representacion esquemitica de la contraccion inducida por carbacol en la preparacion-de

MLVA (parte superior) y la preparacion bronquial (parte inferior) en un medio con y sin Ca™.
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Figura 4. Curso temporal de las respuestas de contraccion de la preparacion bronquial a las diferentes

concentraciones de ésteres de forbol. A la izquierda PMA (n=6)y a la derecha PDB (n=6). -
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Figura 5. Curva temporal de las respuestas de contraccion de la preparacién de MLVA a las difereiies

concentraciones de ésteres de forbol. A la izquierda PMA (2=6) y a la derecha PDB.
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Figura 6. Respuesta de contraccién maxima de las preparaciones de bronquio y de MLVA a los dsteres
de forbol. PMA en cuadros(n=6) y PDB en tridngulos (n=6). * Diferencias significativas entre grupos
PMA y PDB.
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Figura 7. Efecto de la incubacién durante 1 hora con los ésteres de forbol PMA (izquierda) y PDB
(derecha) en Ia contraccitn producida por carbacol en un medio sin Ca** en las preparaciones de MLVA

(n=6) y bronquio (n=6). * Diferencias significativas (p<0.01) con respecto al grupo control (C).
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Figura 8. Respuesta de contraccidn producida por KCL 60 mM en un medio con Ca® posterior a la
estimulacién con carbacol en un medio sin Ca?" en las preparaciones de MLVA (n=6) y bronquio (n=6)

previamente incubadas con ésteres de forbol PMA (izquierda) y PDB (derecha). C=control,
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Figura 9. Curso temporal de la inhibicion inducida por calfostina C sobre la respuesta de contraccién

producida por PMA 1 uM en las preparaciones de bronquio (n=6) y MLVA (n=6).
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Figura 10. Curso temporal de la inhibicién inducida por calfostina C sobre la respuesta de contraccion

producida por PDB 1 pM en las preparaciones’de bronquio (n=4) y MLVA (n=4).
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Figura 11. Respuesta de contraccion producida por 60 mM de KCl en las preparaciones de MLVA (n=6)

y bronquio (n=6) incubadas con calfostina C. '
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carbacol de la preparacién bronquial en un medio sin Ca** después de incubar 1 h con calfostina C, ACP
6 ambos (n=6 en cada caso). * Diferencias significativas (p<0.05) entre el grupos incubado con ACP'y
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Figura 14. Curso temporal de 1a respuesta de contraccién de la preparacion de MLVA producida por la
adicién de carbacol en un medio sin Ca** después de Ia incubacién durante 10 minutos con endotelina
CE25 y endotelina CS (n=6 en cada caso). * Diferencias significativas (p<0.01) en comparacin al

grupo control. ET=endotelina, CE25= concentracion efectiva 25%, CS= concentracién subumbral.
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Figura 15. Curso temporal de la contraccion bronquial inducida por carbacol en un medio sin Ca®
comparada con las respuestas inducidas por carbacol de las preparaciones de MLVA después de ser
incubadas con BAYK 8644, BAYK 8644 més endotelina CS y BAYK 8644 mas endotelina CE25 (n=6
en cada caso). *Diferencias significativas (p<0.01) de todos los grupos vs control de la preparacion
bronquial. *Diferencia significativa (p<0.05) de los grupos con BAYK 8644 vs. control de la preparacién
de MLVA. ET=endotelina, CE25=concentracién 25%, CS=concentracion subumbral.
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DISCUSION

Algunos autores han propuesto que la remocion de epitelio y cartilago en el MLVA
incrementa la sensibilidad a los estimulos colinérgicos al eliminar barreras de difusion al

farmaco 3+

. Sin embargo, la contraccion producida por acetilcolina en el MLVA obtenido
-de bronquio de perro no difiere de la respuesta observada en bronquio completo, esto es,
MLVA mas cartilago, epitelio v tejido conectivo *. Asimismo bajo un estimulo eléctrico,
el ML.VA de perro obtenido de bronquio tiene un comportamiento de contraccion similar
al del MLVA obtenido de traquea *'. En este trabajo se encontrd que la respuesta de
contraccion inducida por el carbacol en [a preparacion de ML VA obtenida de triquea no
es significativamente diferente de la respuesta obtenida en la preparacion bronquial en un
medio con Ca**. En cambio, en un medio sin Ca*" las respuestas fueron diferentes: la
contraccion de la preparacion de MLVA de perro ademas de que fue transitoria y
desaparecio a los 15 minutos, fue anulada con subsecuentes estimulaciones de este mismo
agonista, mientras que la respuesta de la preparacién bronquial siempre fue sostenida y
necesitd al menos 4 estimulaciones para llegar a su minima expresion.

La procedencia del Ca™ que utilizan los diferentes agonistas contractores en el
MLVA de perro, cobayo y conejo son variados e incluyen multiples fuentes. Se ha
observado que en comparacion con la respuesta producida por KCl, serotonina e
histamina, donde la respuesta depende del Ca®* extracelular, la contraccion del MLVA
producida por un estimulo colinérgico necesita de una fuente adicional de Ca*, los
almacenes intracelulares. Esta fuente de Ca®™ adicional es accesible a los agonistas
colinérgicos porque la interaccion con su receptor induce la produccion de IP; que, al
actuar sobre sus receptores en el RS, libera el Ca®* necesario paré iniciar la contraccion

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 cationicos inespecificos *234676880 Egte
mecanismo explicaria la respuesta de contraccion transitoria de la preparacion de MLVA
observada tras la estimulacion con carbacol en un medio sin Ca*, pero no la contraccion
sostenida de la preparacion bronquial en las mismas condiciones.

Una diferencia fundamental entre los dos tipos de preparacion es la presencia de
estructuras adyacentes al ML VA como el cartilago, epitelio y tejido conectivo. En este
contexto se ha sugerido que en alguna de estas estructuras adyacentes exista una fuente
adicional de Ca*" extracelular para la contraccion sostenida del MLVA en un medio sin
Ca*. En 1983 Foster y colaboradores '® postularon que el cartilago de las vias aéreas de
cobayo podia captar **Ca® del medio. Estudios subsecuentes postularon que el cartilago
eerala fuente de Ca* para la contraccion cuando era estimulado por un agonista colinérgico
en un medio sin Ca?* 2*%7¢®, Desde entonces vy hasta la fecha existe un consenso general
de que para los estudios que se realicen en un medio sin Ca*, las preparaciones de MLVA
deben ser empleadas sin cartilago, ya que la presencia de este tejido podria alterar los
resultados del experimento. No obstante, recientemente se ha descartado tanto la
participacion del cartilago como de otra estructura adyacente al MLVA  como fuente
de Ca¥™ para la contraccion sostenida en un medio sin Ca®™ %,

Se ha sugerido que la fuente de Ca* para la contraccidn sostenida del bronquio de
perro en un medio sin Ca* inducida por un estimulo colinérgico proviene de dos
almacenes del MLLVA, uno el RS y el otro membranal sensible a altas concentraciones de
EGTA, posiblemente las caveolas '**. En este sentido, también se ha propuesto que
durante la contraccion bronquial sostenida el Ca** liberado de estos almacenes por la
~estimulacion colinérgica es reciclado entre estos almacenes a través de los canales tipo
L * en lugar de ser expulsado hacia el liquido extracelular por el intercambiador

Na*/Ca* ola bomba de Ca®** membranal %%,
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El mecanismo de reutilizacién o-reciclado de Ca® intracelular fue propuesto
recientemente por Montafio y colaboradores ** como el responsable de la contraccion
sostenida del ML VA inducida por carbacol en un medio sin Ca*", Sin embargo, se ha visto
que el estimulo colinérgico por si mismo no puede generar el reciclado de este ion en las
_preparaciones de MLVA **. Creemos que existen uno o varios factores humorales en
alguna estructura de la preparacion bronquial que modulan el reciclado de Ca**
intracelular. Un tuerte candidato como factor podria ser la endotelina, péptido
recientemente descubierto en endotelio vascular y localizado en epitelio bronquial
3997 " conocida hasta ahora como el mds potente broncoconstrictor 2"y probable
modulador de los canales tipo L 264472765157,

Se sabe que la respuesta de contraccion inducida por la endotelina es dependiente
de la activacién de la CCP *6277787 por 1o tanto para evaluar la participacion de la
endotelina en la contraccion bronquial sostenida en un medio sin Ca®* inducida por un
estimulo colinérgico, decidimos determinar primero el papel de la CCP en esta respuesta
mediante la utilizacion de los ésteres de forbol PMA y PDB, conocidos activadores de la
CCP 4.36,58.59.75.79.89.96.

Existen cada vez mas evidencias que indican que los mecanismos que desencadenan
los ésteres de forbol para contraer al misculo liso dependen del tipo de tejido. Por
ejemplo, se ha visto que en el MLVA de cobayo y bovino la contraccion producida por
los ésteres de forbol necesita la entrada de Ca™ a la célula mediante la apertura de los
canales tipo L inducida por despolarizacion de la membrana ***!. En contraste en el
miusculo liso vascular de ratas, cerdos y bovinos, se ha encontrado que ia contraccion
inducida por el PDB y PMA no depende de la entrada de Ca* a la célula " ni de la

activacion de los canales tipo L °.

Hemos observado que la respuesta de contraccion producida por la administracion
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de PMA, prototipo de la familia de los ésteres de forbol, y de PDB para las preparaciones
de MLVA y bronquio de perro fue sostenida y progresiva como la que previamente se
habia obtenido en el musculo liso vascular de conejo v MLVA de cobayo **". La
respuesta maxima para ambas preparaciones inducida por el PMA y PDB se alcanzo

_alrededor de las 3 horas, a diferencia de lo que se ha visto en MLVA de bovino, donde la
respuesta maxima para estos ésteres de forbol se alcanzo a los 90 minutos *’. 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 contraccién de mayor magnitud que
el PMA en ambas preparaciones, hecho que ya se habia observado anteriormente en el
MLVA de conejo ™.

. Se ha visto que la preincubacién con PDB bloquea la contraccion del MLVA de
cerdo * y de perro (este estudio) producida por carbacol en un medio sin Ca*. La respuesta
inhibitoria producida por el PDB puede ser atribuida a la fosforilacion de receptores como
en el caso del receptor & -adrenérgico de aorta de conejo ¥, y probablemente la inhibicién
de la respuesta colinérgica en un medio sin Ca*, que hemos observado en nuestras
preparaciones, se deba a una inhibicién-de los receptores sensibles a carbacol. Sin
embargo, Bazan y colaboradores * sugirieron que los efectos producidos por el PDB en
aorta de conejo son producidos por la activacion de la CCP y no por inactivacion de
receptores. Por otro lado, se ha observado que el PDB y el PMA inhiben la liberacion de
Ca® de los almacenes intracelulares del ML VA de cerdo y perro al evitar la produccion
de IP; >*. En este contexto, nosotros observamos que la presencia de PMA no modifico
la respuesta producida por carbacol en un medio sin Ca™. Sin embargo el PDB anuld
completamente las contracciones sostenida y transitoria inducidas por carbacol en un
medio sin Ca*".

En un estudio previo se determin6 que la incubacién con PMA en células de MLVA



45

de perro inhibio la liberacion de Ca® intracelular producido por la histamina,
probablemente por que este agonista libera Ca®* mediante la activacion de la CCP *°. Sin
embargo, la ausencia de efecto del PMA sobre la contraccion sostenida y transitoria indica
que probablemente la produccion de IP; inducida por el carbacol no es mediante la

_activacion de la CCP, como en el caso de ia histamina, sino que es producido directamente
por la hidrélisis de fosfoinositoles mediante-la activacion de la fosfolipasa C. No obstante,
se preguntaria por qué el PDB, que también es un activador de la CCP, bloque6 totalmente
tanto la contraccion sostenida como transitoria en ambas preparaciones en un medio sin
Ca*. Una posible explicacion a este fenémeno pudiera ser que el PDB estuviera
inhibiendo la formacion de [P, a través de una via independiente de la CCP. Por todo lo
_anterior podriamos especular que la contraccion bronquial sostenida inducida por carbacol
en un medio sin Ca®* se debe a la liberacién de Ca®* generada por el IP,, hipdtesis que nos
proponemos evaluar en un futuro con mas profundidad.

Es conocido que la CCP tiene dos dominios, el regulador y el catalitico. La mayoria
de los inhibidores de la CCP como la esfingosina, la quercetina, el H-7 y la estaurosporina
se unen principalmente al dominio catalitico de la CCP para inducir sus efectos
inhibitorios. Se sabec quc este dominio catalitico es comun de otras cinasas de proteinas,
por lo cuat la actividad de estos inhibidores no es especifica . Recientemente se ha
descubierto una sustancia conocida como calfostina C que tiene alta especifidad de
inhibicion a la CCP al bloquear el sitio regulador de esta proteina *,

La calfostina C inhibi6 la respuesta inicial de los ésteres de forbol en el MLVA de
perro pero su efecto fue disminuyendo con el tiempo. Esta inhibicion fue mas evidente en
las preparaciones bronquiales que en las de MLVA, y mds 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 ;ctivador tan especifico de la CCP, como io es
el PMA especialmente en las preparaciones de MLVA, por lo que creemos que el PDB
pueda tener otros efectos ademas de ser activador de la CCP. Aparentemente estos efectos
inespecificos producidos por el PDB se pueden deber a la fosforilacién de algunas

_proteinas contractiles *'9°™% aunque estas fosforilaciones no son capaces de modificar
la actividad contractil del masculo liso vascular de cerdo y MLVA de bovino %%,

Nosotros observamos que la inhibicion de la CCP con calfostina C no modifico la
contraccion bronquial sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca*. Se ha
establecido que la CCP es la responsable de la contraccion sostenida del MLVA de bovino
en un medio con Ca®* ®. Sin embargo, nuestros resultados con calfostina C confirman que
la activacion de esta proteina no esta involucrada en la movilizacion del Ca** celular
inducida por carbacol para llevar a cabo la contraccion bronquial sostenida en un medio
sin Ca™,

La administracién del ACP, inhibidor de la bomba de Ca? ", disminuy6 la
magnitud de la respuesta de contraccion sostenida de la preparacion bronquial producida
por carbacol en un medio sin Ca*", Estos resultados refuerzan la hipétesis de que el Ca**
necesario para llevar a cabo la respuesta sostenida en un medio sin Ca** proviene de los
almacenes intracelulares y no de fuentes extracelulares.

Nuestros resultados indican que la inhibicién simultanea de la CCP y de la bomba
de Ca™ del RS facilita la liberacién de Ca* de la fase inicial de la contraccion producida
con carbacol. Proponemos que, aunque hemos sugerido que la CCP no participa en la
contraccion bronquial sostenida bronquial, si participa en la inhibicién del acceso del Ca**
de los almacenes sensibles a la presencia de EGTA de la membrana plasmatica que no

fueron vaciados totalmente con ACP *, posiblemente de las caveolas 2

Por otro lado, se ha observado que en musculo liso vascular de rata la activacién
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de la CCP con PMA no modifica la re;puesta inducida con endotelina **”, 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 proteina diferente a la CCP,
pero sensible a los mecanismos que desencadena el PDB *.

Se ha postulado que el papel de la endotelina en la contraccion del musculo liso es
incrementar la sensibilidad de los mecanismos de movilizacion de Ca™ intracelular *.
Nuestros resultados muestran que la respuesta inducida por endotelina en el MLVA es
dependiente del Ca® extracelular ya que, en un medio sin Ca*", la endotelina sélo produce
una minima respuesta y, ademss, la contraccion producida por este péptido fue transitoria
pero de mayor duracion que la producida en las mismas condiciones con carbacol (datos
no mostrados). Por otro lado, en la preparacion bronquial se observo que la contraccion
inducida por endotelina requiere tanto de Ca™ extracelular como intracetular.

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 MLVA de cobayo y rata, el ET, y el ET;. Estos
receptores coexisten en la misma célula pero se encuentran distribuidos en diferente
proporcion > La contraccién inducida por endotelina necesita la participacion
cooperativa de ambos receptores *°, y se ha visto que la contraccion producida por la
estimulacion de los diferentes tipos de receptores con endotelina induce contraccion
mediante diferentes mecanismos de transduccion de sefiales. El receptor ET, esta
asociado con la fosfolipasa C, la generacién de fosfatos de inositol y la liberacion de Ca*
intracelular; mientras que el receptor ET; esta asociado con el flujo de Ca®* extracelular
por un canal insensible a dihidropiridinas %,

Un hecho sorprendente es que la fase sostenida de Ja contraccion del MLVA de

cobayo y musculo liso vascular de cerdo vy rata a bajas concentraciones de endotelina
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dispara los mecanismos de movilizacion de Ca* extracelular, mientras que a altas
concentraciones. se ha observado que se lleva a cabo la liberacion de Ca® intracelular
38727 Aunque se desconoce actualmente el tipo de receptores presente en las células del
MLVA de perro, nosotros observamos que, independientemente de la concentracion de

_endotelina, la contraccion de la preparacion de MLVA siempre fue dependiente de Ca™
extracelular, pero no asi en la preparacién bronquial. Una posible explicacion seria la
presencia de diferentes receptores a endotelina en este tejido, es decir, que en la
preparacion bronquial predominen los receptores ET,, mientras que en la preparacion
traqueal sean los ET,. Sin embargo esta diferencia puede deberse también a que
posiblemente se esté observando el fendémeno de reciclado de Ca** como ocurrid con el
_carbacol.

Por otro lado encontramos que la preincubacion del MLVA con endotelina, ademas
de que no modificd la contraccidn transitoria inducida por carbacol en un medio sin Ca*,
produjo una reduccidn de esta respuesta probablemente porque ambos agonistas utilizan
mecanismos similares para inducir contraccion. Estos resultados sugieren que este péptido
no esta involucrado en la contraccion sostenida inducida por carbacol en un medio sin
Ca®.

La presencia de un agonista de los canales tipo L, el BAYK 8644, en las
preparaciones de MLVA provocd que la respuesta fuera ligeramente sostenida en
comparacion con el control, pero no reprodujo la contraccion sostenida observada en las
preparaciones bronquiales.

Previamente se habia determinado la participacion de los canales tipo L en la
contraccion sostenida del bronquio de perro en un medio sin Ca* al inhibir con nifedipina
la respuesta sostenida *** lo cual sugiere que no basta activar estos canales para

reproducir- la contraccion sostenida, sino que probablemente estén involucrados otros



factores.
En conclusion los resultados de este estudio demuestran que:

. 1. La endotelina no es el factor endogeno responsable de este fenomeno.
2. La CCP tampoco participa en esta contraccion sostenida
3. La contraccién sostenida inducida por carbacol en un medio sin Ca* es

probablemente un fenémeno dependiente de IP;

49
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