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IV.RESUMEN 

El ca2+ es uno de Jos pnnc1paies n1ensa¡eros celulares de la contracción del n1úsculo liso 

de las vías aéreas (tv1LV A). Este catión se almacena pnmord1almente en el retículo 

sarcoplásm1co (RS). Recientemente se ha descnto que cuando se vacía el contenido de Ca 2-

del RS, se mduce la entrada de este catión a la célula hasta llenar el almacén. Este 

fenón1eno es conocido como "Entrada capacltahva de Ca2+". Una maniobra que permite el 

vaciado del Ca2+ del RS en el lv!LV A es la adición de cafeína. Se ha observado que cuando 

se retrra esta xanhna del medio, se decrementa transitonamente la concentración de Ca2-

l1bre mtracelular ([Ca2+]1). Este decremento trans1tor10 es denommado undershoot. Nuestro 

objetivo mrcial fue determmar sí durante la fase de recuperación de las [Ca2+]1 durante el 

undcrslzoot se producía la entrada capac1tahva de Ca2+ en las células de 0.-1LVA. Se 

utilizaron células de músculo hso traqueal de bovmo disgregadas por d1gest1ón 

enz1mátrca. El Ca2+ intracelular de las células aisladas se deternunó mediante la técnica de 

m1crofluorescenc1a utilizando Fura-2/ AM como marcador fluorescente. La adición de 

cafeína (10 mM) produjo un m.cren1ento transitorio de las [Ca2+Ji y en presencia de esta 

xanhna el carbacol (10 µM) no mdu10 respuesta. Comprobamos que este bloqueo se debió 

pr111c1palmente a que el J<S se encontraba vacío. El lavado de la cafeína rndu¡o siempre un 

decremento trans1tonc de la.s [Ca2+]i, 1.e. un undersl10ot. La recuperación de las [Ca2+]1 

basales durante el 1111dcrslloot fue 1nh1b1da en medio sin Ca2+. Ad1cionaln1ente, el undc1sfwot 

no fue n1od1ficado cuando las células fueron depolanzadas con alto KCI, n1 cuando se 

1nh1b1eron los canales tipo L con 0600 (30 µM) o el 1ntercan1b1ador Na+ /Ca:..+ con benzan1ii 

am1Jonda (25 ~LM), 111 con la adición de lantano (200 ~tM) o magnesio (4 n1M). Con respecto 

al níqut:'l (1 m.ivf), este n1eta.J produjo un decren1ento de las [Ca~+]1 hasta crear un nuevo 

estado basa! de las [Ca'.'.+]1 _v del RS. En estas cond1c1ones, el níquel 1nh1b16 la fase de 

recuperación de las [Ca 2+ Ji del 1111dcrs/1oot. 

Por otro lado, la 1ncubac1ón de las células con medio sin Ca'.'.+ produjo un 

decren1ento pasivo de las [Ca 2+]1 y fue n1ayor cuando se incubó previamente con cafeína 

(10 n1:Vl). ;\d1c1oncJJn1l>nt0, los registros con níquel (1 n1tv1) n1ostraron que, durdnte el 

reposo, Pn estas cl'.?Jt1lds se produce una 1n1portante entrada pas1vd de Ca~+. Des pues de 

incubar C'll n1ed1n <;1!1 (-,i"+, !a re1ncorporac1ón de C'StC' Ccltión al l1ll'd10 de perfus1cín gt'll(:ro 

!d ll-YUpcracion de l,1<; [C,1"]1 basalt>s, y ld velocidad de' estd recuperc1c1ón no dependió del 

Cl1fl[l'!l!dO dl' (~,1'· \'ll t'l r~s. Sin t'!1lhdigo \'Udndo \-'! r~s <;e \'llCOntr,1b,i Vd( io, l''-i!O l''> l'Udndo 

l.i \,l/!'111,1 nn produlld IL''>jH!L'~l<l (10 n11n L'n n1L~d10 '>Hl (',¡>),Id ll'LL!¡'ll'r,ll!CHl Jue 111,b 

1.1p1d,1 E'>Ll l't't l/P('/J, 10;1 r.i¡)Jdd IHI l\ll~ 1nhtilllLl (\111 r,1nt,1nn (íl ~ 111\Jj nr \ll11:;',l!~llt"·,Jtl1 i 

111\11 ,, fin: l.i dL•..,¡1(1l.i11,:,1( l\lll d,, !.1.., 1 ''it1L1" t t'll ,d!t\ ~l ·L l 1t' t'c,l,1 1in111('r,1 ¡1,i1tl' L1,·l 1: <1h<11r' 



se sugiere que el contenido de Ca> del RS no regula Ja velocidad del flujo de Ca2_,. a través 

de la n1embrana plasmática; sm embargo este flu10 es rncrementado solo cuando el RS 

estaba prácticamente vacío. Adicionalmente se propone que los canales ínvolucrados en la 

entrada capacitativa de Ca2- en estas células son msens1bles al lantano y al magnesio 

Con respecto a la recuperación del undcrshoot, se observó que no depende de los 

canales dependientes de voltaje ni del mtercambiador Na+ /Ca2+, n1 es sensible al lantano 

ni al n1agnes10 pero es sensible al níquel. 

En una segunda parte del proyecto, exploramos la funcionalidad de un posible 

almacén membranal de ca2+. Este proyecto se llevó a cabo evaluando la contracción en 

anillos bronquiales de perro, ya que no fue posible obtenerlos de bovmo. La contracción 

producida en anillos de bronquios de tercera generación y en bras de músculo hso de 

bronquios de primera generación de perro fueron sostenidas en medio con Ca:>."" (2.5 mM) 

En medio sm Ca2+ se observaron dos patrones de contracción: uno sostenido en los anillos 

bronquiales, aunque de menor magnitud que en medio con Ca2+ y otro transitono en las 

trras de n1úsculo liso. En los anillos bronquiales, observamos que después del vaciado de 

los almacenes sensibles a histamma (10 µM) en medio sm Ca2+, el carbacol (0.42 µNI) aún 

produ10 una respuesta sostenida cercana al 50~o de su respuesta m1c1al y fue 1nhib1da con 

un bloqueador de la bomba de Ca2• del RS, el áodo C1clop1azómco (10 µM, ACP). La 

pnn1er contracción sostenida mduc1da por h1stamma en los anillos bronquiales en medio 

s1n Ca:>.+ fue 1nh1b1da con nifed1p1na (1 ~tM) y por altas concentracrones de 2CT.I\ (1 n11\11) 

Ninguna de las respuestas al carbacol o la h1stan1ina en n1edio sm Ca2+ fue afectada por Jos 

1nhib1dores de la cinasa de proteína C (PKC), chelentrma, estaurosponna o calfost1na C. 

Con estos resultados se concluyó que la contracción bronquial sostenida en n1ed10 sin Ca2+ 

PS 1nderendiente de !d actividad de Ja PKC, y el Ca> necesano para la respuesta inducida 

por carbacol proviene de dos fuentes. la sensible al ACP, el RS, y una fuente de la 

n1en1brana plasn1dtrca sensible a 1 ini\11 de EGT:.\, pos1blen1ente las caveolae y el ghcoca!Ix. 

Lo h1stan·üna aparentemente sólo moviliza Ca~.,_ de la fuente de Ca2+ de la n1en1brana 

~1ldsn1dt1ca, a través de los canales de Ca2+ tipo L. Finaln1ente, en este proyecto no se pudo 

lOrroborar la posible existencia dP un cJJn1acén de n1en1brana que pudiese participdr 

durdnte 12! u11dcrshoof en las célulc1s disgregadas de bovino, pues este dln1acén pierde su 

func1ona!1dad cuando <>e disecan las t"Structuras ad_vacentes al n1ú.:;culo liso l'On10 e! 

l'dl tilaeo ~'el tcpdo conC'ctrvo. 
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V.ABSIRACT 

Ca2+ 1s an essent1al messenger 1nvolved in a1nvay smooth muscle (A5Jv1) contract1on. 

Thrs cat1on rs ma1nly stored 1n the sarcoplasmlc reticulum (SR) from the cell. Recently, 

it has been descnbed that when the SR-Ca2'" content was empty, a Ca2+entry pathway 

1s opened unhl the store is rcfllled. Th1s pheno1nenon 1s known as "Capacitat1ve Ca2+ 

entry". Caffe1ne removes Ca2+ from SR and the xant1ne washout generates a fast 

decrease 1n the tntraceIIuiar free Ca2- concentrat1on ([Ca2+]1) followed by a slow 

recovery to restzng values, th1s phenomenon 1s knovvn as "undershoot". The flrst 

obJective of this work was to evaluate 1f capacrtave Ca2+ entry is in volved in the Ca2+ 

undershoot 1nduced by caffe1ne washout. ASM ceJJs from fresh bovine trachea were 

d1sgregated by enzymatrc d1gestlon. ([Ca2+]r from rsolated celJs were recorded by 

rmcrofluorescence w1th Fura-2 AM as fluorescence dye. Caffeme (10 rm\1) produced a 

trans1ent mcrease of [Ca2"]í and blocked the carbachol (10 µM) response. Th1s blockade 

rs a consequence of SR-Ca2+ depletron. The caffe1ne washout always 1nduced a ca2+ 

undershoot. The [Ca2+]1 recovery durrng the undershoot was rnhtbited by Ca2+-free 

med1um. Addit1onally, Ca2+ undershoot was not mod1fred by htgh KCl-induced 

depolanzatron, nerther by the inh1b1tton of the L-type channels with 0600 (30 µIvt) or 

the Na'"/Ca. 2+ exchdnger lv1th benzam1l amiloride (25 µM), nor w1th [anthanum (0.2 

mM) or magnes1um (4 mM) Nickel (l mM) mduced a decrease of [Ca2"]í untd a new 

cytoso!1c Ca2+ basel1ne was reached. In these condrt1ons, nrcke1 1nh1b1ted the Ca2.,. 

undershoot recovery 

On the other hand, Cd2+-free 1nedium induced a pass1ve decrease of fCa2+Jr that 

\.vas accelerated by d prev1ous (clffe1ne (10 mM) 1ncubat1on .D..dd1t1onally, nrckel (1 

n11\'1) reduced the bdScl! [Ca 21j1 show1ng that an 1mportant pass1ve Ca2+ entry ex1sts 111 

.t\5\11 cells. A.fter c:a~+~frce 1ned1un1 1ncubat¡on, Ca2+ back (2 inl\1) generates the 

recovery o! th~ [(~,,~'lt b,1selinl'. Th1s recovery rclte d1d not depend on SR-Ca~· conlent, 

but vvhcn UlL' SR \\,J'> dl~p!L'f,'d ot 1ts (',1 2' contcnt by 1ncubat1ng thl' tc~Hs in (-d 2 .. -!rCl' 

l"l'll'dltJJll f()f 10 /"ll//1, tht' l',¡~' liildL'r'1]HlOt J"f\"()\'\:'J"\' V\'dS <1ll('ft'l"dll'LÍ. rhic, (1(l"l'!t'l"dll'lÍ 

rc_-,i\cr\' \\,lS rh;t :11,1d:(H'd I~\ Lu~¡h,1nun1,0.2111~/) nt'llhcr b;. 111.1;~nt"'1u111 i i .r1\ll n,)r 
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by depolanzatron wrth hrgh KCI. Thrs frrst part of the study suggests that SR-Ca2• 

content does not regulate the Ca2"'" 1nflux rate. However, Ca2+ 1nflux increases only 

when the SR was empty .. ó.,,dd1t1onally, the capacrtatrve Ca2+ entry rs not sensrtlve to 

lanthanun1 or magnes1um 1n these celis 

In relatlon to Ca2+ undershoot recovery, thrs phenomenon was 1ndependent of 

the voltage operated Ca2+ channels and the Na+/Ca2+ exchanger; also rt was 

insensitive to lanthanum and magnes1um but was sens1trve to ruckel. 

In the second part of the project, 1t was explored the poss1ble ex1stence of a 

membrane Ca2+ store. In thrs study we measured contract1on rn canine bronch1al r1ngs. 

The contractron of th1rd arder broncluai rrngs and smooth muscle strips from ftrst 

arder bronclual were always sustarned 1n Ca2 ... conta1n1ng med1um. There \vere tV\'O 

patterns of contrachon in Ca2+ -free med1um: a susta1ned response rn bronchral r1ngs 

and a trans1ent contractron rn sn1ooth muscle stnps. In broncfuaI r1ngs, after depletrng 

the histanune (10 µM) sensrtive Ca2+ stores rn Ca2+-free medrum, carbachol (0.42 µM) 

strll 1nduced a susta1ned contraction that reached 50% of the initial response 1n caz+_ 

free med1um; thls response v•v'as 1nh1bited by the SR-Ca2+ pump b!ocker cyclop1azon1c 

acrd (10 µM, ACP). Also, nrfedrprne (1 µM) ,md hrgh levels of EGTA (1 mM) rnh1b1ted 

the first susta1ned contract1on 1nduced by histam1ne 1n Ca2+-free med1um Prote1n 

km<lse C (PKC) mhíbítors, chelethryne (0.66 µM), staurosporíne (10 n:vr) anct 

calphost1ne C (1 ~tM) d1d not mod1fy the ftrst response to carbachol or h1stdm1ne in 

Ca2+-free med1um. In conclus1on, the bronch1al nngs sustained contractron 1n C,12--free 

rned1un1 is 1ndependent of PKC dct1v1ty; carbachol mobilizes ca:z+ from two d1fferent 

sources: from .O..CP-sens1t1ve one, the SR, andan addit1onal source from extracellular 

1ne1nbrane stores sens1t1ve to h1gh EGTA concentrat1ons, the caveolae. HrstanHne only 

1nob1hzes Cd 2+ fron1 the extracelluldr n1embranc store ctnd th1s source 1s L-lype Crt2" 

l'hc1nnels dependent. Finally, it Wd5 not po~s1ble to evaluate 1f the extrdcellular 

rl1Pr11brdnt--' (~a21- ~tare part1c1pdh"'> 111 c:--a2i undershoot a.ttei- caffe1nc wc)c:;hout hecaU5(;' 

1h !UJh"LHllldli!v w,i,._ Jn<r! •Vh(•n .-\Si\! ~Vd'> d1s~<'l·tcd (ron1 <1dJcll'cnt .<-.!ruL·tun's ,1.., 

l ,11 tila~~L' ,1nd t•p1thcl1u111 
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INillODUCCIÓN 

Hace más de un siglo S1dney Ringer demostró la importancia del (alcio (Ca2-+) co1no 

regulador de la contracción muscular cardiaca. Desde entonces se ha descubierto que este 

catión participa como mensajero en los procesos fisiológicos de las células, incluyendo al 

mús(ulo liso de las ví.is aéreas (MLV A). Este músculo, constituyente de la tráquea y los 

bronquios, mantiene ba1as concentraciones de Ca2-+ libre intracelular ([Ca2 .. Ji) en reposo 

(KaJita v Yamaguch1, 1993). Cuando el MLVA es estimulado por agonistas que inducen 

contracción, las [Ca2+J1 se incrementan 1nduc1endo la interacción de la calmoduhna con la 

subunrdad catalítica de la c1nasa de la cadena ligera de rruos1na. La formación del 

compleJO Ca2,..-calmodulrna-c1nasa de la cadena ligera de rruos1na perffilte la fosfonlación 

de la cadena ligera de nuosina en la serina 19. Esta fosfonlación produce una cadena de 

eventos que 1n1c1an con la activación de la adenosrntrifosfatasa (ATPasa) de rruostna, 

fac1htdndo la interacción de los filamentos de actina y nuosrna,. 1n1c1ando el desarrollo de 

tensión muscular (G1embycz y Raeburn,. 1992; Rodger, 1985). Cuando el Ca2+ drsm1nuye, la 

c1nasa de la cadena ligera de m1os1na se inactiva, la rruosina se desfosfonla y el músculo se 

rela1a. El Ca2~ es l'ntonces un mensajero capaz de 1n1c1ar las sehales en cascada 

involucradas en la contracción del !\..1LVA y en este trabajo se n1ostrar~1n !os resuitddos de 

la 1nvest1gac1ón sobre algunos mecanismos que regulan a este 16n en tres preparaciones de 

;i..1IL \ 1\ y proven1en1es de dos especies diferentes. 
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.1. EL Ca2• EN LAS CÉLULAS DE MLV AJ 

En 1994 Somlyo y Somlyo propusieron dos mecanismos de ensamble entre las diferentes 

fuentes de Ca2+ y la contracción muscular conocidos como acoples fármaco- y 

electromecánicos El acople farmacomecánico depende de mecanismos de señalrzación 

celular que involucra a los segundos mensajeros, mientras que el electromecánico obedece 

a cambios en el potencial de membrana que generan la entrada de Ca2+ a la célula. Ambos 

acoples coinciden en el incremento de las [Ca2-""]1 para inducir contracción. 

EL Ca'' EXTRACELULAR 

En las células de MLV A el gradiente de Ca2+ es 20,000 veces mayor en el medio 

extracelular en comparación al intracelular. Este gradiente facilita la entrada de Ca2+ 

cuando canales como los catrón1cos rnespecíhcos operados por receptor (OR) y los canales 

de Ca 2• tipo L (alto umbral, i.e., se activan a -35 mV) y T (ba10 umbral, i.e., se activan a -60 

mV) dependientes de voltaje (DV) se abren (Kotlikoff, 1988; janssen, 1997). En el MLV A 

los diferentes tipos de canales OR están acopiados, en su mayoría, a un sistema de 

segundos mensajeros y sus pnnc1pales agonistas son ta acet1lco1Ina, la h1stam1na, los 

leucotnenos y los tromboxanos (Barnes, 1998; Cuthbert y col., 1994). Los canales DV, L y T. 

se activan cuando las células se despolanzan y se desactivan por repolanzac1ón o 

hrperpolanzaoón. Los tipo L también se inactivan cuando las [Ca2+J1 se incrementan 

(VVdde y col., 1996) Janssen (1996) observó que el potencial de men1br,1na del i'vll V A en el 

pe-rro depende de la perme«brhdad dl potasio _v el decremento de la conductancia de este 

ion tactl1ta la despolanzac1ón 

Lds cornentes de potasio y cloro pueden act1vdrse por el incremento de las [C~a 2+]1 

Jurdlllt' ld t>xntacrón del 1\~LV;\ (jdnssen y S1n1s, !993) y se ha obscrvcldo qul~ ctn1bds 

\l!TIL'rl ll'" son h1 Pl'rpol,lnZclll ll'~ (_' 111h1 he'n d Id l'\llldt 1ón de! !'vt LV/\ o dllSScn, J lJl)o, 1 cll1~'>t-'n 

: ,(1!. iLI'--)¡-';) ·\dH 1on,iln1L'nt,,, t'\l'>ll'll otr,1i; <..Uhf)nhL1t"1nnt'S de ,·andk>s d0 J1L)l<1..,1t1 ,t11110 ,,! 

·l''L l~liL.ldc1r l,1n11u lllll' "'' c1,-¡¡\,l trdll'>!t,111,1n11•11t,, ,lu!.lllll' l,1 dl~"f'Oldr1z,h lll!1 \ L\,;,' ldllll'J('!~ 
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Juega un papel importante en la d1sm1nuc1ón de la exc1tab1Irdad del i'vILVA (Waldron y 

col , 1998). 

ENTRADA CAPAC!TAT!YA DE Ca2-

En células no excitables hay canales que se abren al vaciar los almacenes intracelulares de 

Ca2+ produciendo el fenómeno conoc1do como entrada capacitatíva de Ca2+ (Putney, 

1986). Por analogía con un capacitar en un c1rcu1to eléctnco, en la entrada capac1tativa los 

almacenes intracelulares de Ca2+ previenen el ingreso de este ión cuando están llenos y 

promueven su entrada tan pronto como los almacenes se descargan. La entrada 

capac1tat1va, conocida actualmente corno 11 Modelo de entrada de Ca2+ operada por los 

depósitos de Ca2+", fue descrita recientemente por i\mrani y colaboradores (1995) en el 

MLV A de humano. Recientemente Gibson y colaboradores (1998) propusieron que la 

entrada capac1tat1va de Ca2+ puede 1ugar un papel importante en la regulación del tono del 

ML. 

La entrada capac1tativa de Ca2+ ha sido estudiada mediante diferentes protocolos 

donde se induce el vac1ado de los almacenes intracelulares y co1nc1den en que todos 

act1va.n corrientes de Ca2+ v1rtuahnente idénticas (Berndge, 1995, Parekh y Penner, 1997). 

Estas cornentes, conocidas como 1cr.:.Ac (Ca2+ rclease-actrvated Ca2+ currfnt), fueron 

observadas por pnmera vez por Hoth y Penner en 1993 y desde entonces se han descnto 

en 1nuchos tipos celulares, espec1c1lmente no excitables (V dCd y Kunze, 1994), pero a la 

fel'ha no se han eslud1aJo e~tdS corrientes en ningún 1núsculo ilso (ML). Lds cornentes 

/( 1.;11, no se dCt1vdn por voltdJe y son 1nh1b1das de mdnera no especifica por: lantdnO >zinc 

> Cdd1n10 > benl10 = cobdlto = 1ndng,1neso > níquel > estroncio> bano (Hoth y renner, 

!993). 1\d.1l'1onalrnPntc Yoshu11urd y l·o!c1borddore~ (1996) observaron en 1\1L \'d~culdr que 

>] llld:~nL'SIO (5 1r1\'l) bloqu('d ld L'lÜlcldd ~ dpdCllJl\Vd d1.' (',y'+. 

!\ir tl!ro lttdo . ..;,, h<l p1o¡iu1.'<.,[(1 l{Ul' In..; \",ll1dll'~ rR.r (Tr1111-.:.fr11t /'l'((',~ 1 tc1 f't'ic'/!/111!1. 

itJlllt'"\'ll 1."·,t,11 lll\tl!Ul'Icldti-. 1'!1 i,l \'111Lh.Ll l,q1,11"1t,1t1\,\ d1• (~d> (\ ,hd \ \ni, ¡l)ll.¡, 
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B1rnbaumer y col, 1996). Estos canales comparten muchas similitudes con los canales D\r, 

pero no tienen el sensor de potencial del segmento 54 de los DV (Harteneck y col., 2000) 

Actualmente no se hd encontrado ninguna re~ac1ón entre las los canales TRP y las 

corrientes IcRAc, lo que ha creado mucha controversia (Birnbaumer y coL, 1996, Putney, 

1999) Los canales TRP fueron observados por primera vez en el fotorecPptor de Drosophila 

y postenormente se determinaron 7 subtipos en mamíferos, de los cuales el TRP1, el TRP3, 

el TRP4 y el TRPS se expresan en células exc1tabíes (Phthp y col., 1998; Harteneck y col., 

2000). Se ha observado que solo los subtipos del TRP1 al TRP5 pudiesen participar en la 

entrada capac1tativa de Ca2+ (Harteneck y col., 2000). 

EL Ca'' !NTRACE~ULAR 

En el retículo sarcoplásmico (RS) de las células de MLV A se depositan altas 

concentrac1ones de Ca2+. Se ha determinado que en el lumen del RS las concentraciones de 

Ca2+ libre están en el rango de 5 a 10 rru\1 (Edes y Kran1as, 1998). Este 1ón se !Ibera al 

c1toplas1na mediante dos tipos de receptor-canal cat16n1cos no selectivos (Taylor y 

Traynor, ! 995). Uno es sensible al 1nos1tol 1,4,5 trrfosfato (lP3), un mensajero que se forrna 

por la act1VdCión de un receptor de membrana dCoplado a una proteína G,1 (insensible a Ja 

toxina de 8 r1crtussisi dCt1vando a la fosfolrpasa CJJ que htdrohza al fostat1d11Inositol 4,5 

b1fostato en fP; y'! ,2 d1d(1lgl1cerol (Berr1dge, 1993, Cha!lis y col., 1993). 

El otro receptor-ldnal es sensible el !a nanod1na., un alcaloide neutrJ.I de la raíz de 

Ranya :c,Pcoos1i. Este ieceptor se activa tistológ1camente cuando lds [Ca 2+Jr se incrementan 

alrededor de l ~1NI (lino, \989, Zucch1 y Ronca-Testonr, ·1997) Farmacológ1can1ente los 

,·eu:pton:''> sensible.<. d ndnodind c;e pueden 1nan1pular con cafeína que lo.s sens1biJ1za para 

JLIL" "t' ,1bran ,1 nivel(''> de (~,, 2+ li!O'>Olil'o donde norn1dln1entc no se dCl!Vdn (!1110, 1989, 

1no, \ qll(I; [\'S"iüh;: l'OI ' l 9871 

)),bJlldt).;;c t'll l,1 l·luJl<lt'Hlll dt'I .\I)\, l·ur11pk'111t'ntcino t'n vano<, !l'pdo..,, "'-' h,111 
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por subun1ddd (Parys y col., 1996), y los tres subtipos se pueden expresar en el nusmo 

te)ldo (De y col., 1994; iv!organ y col., 1996) De manera s1nular, existen tres 1soformas del 

receptor sensible a nar.od1na, que también es un tetrán1ero de ~560 kDa por subun1dad, y 

Ja subunrdad Ryr3 se ha observado en el I'vIL (Ogawa, 1994). Ambos receptores son 

sunilares, están modulados por ATP, y la saüda de Ca2- tertruna con la 1nh1b1c1ón de lus 

receptores debido al incremento de las concentrac1ones de Ca2-'- (Al-Hassan1 y col., 1993; 

Ka11ta y Yamaguch1, 1993; Sneyd y Kaiachev, 1994; Zucch1 y Ronca-Terstom, 1997, 

Ciapharn, 1995). 

REGULACIÓJ\i DE LAS [Ca'']1 

El Ca2+ citosólrco no puede ser metabohzado como otros segundos mensa1eros, por lo que 

su regulacrón en el ML~/ A depende no sólo de proteínas amortiguadoras de Ca2+ como la 

calret1cuhna, la caisecuestnna o la calb1d1na (Clapham, 1995), sino también de tres 

sistemas: Las bombas deCa2-'- plasmática y del RS y el intercamb1ador Na+/ca2+ 

la bomba plasmática de Ca2+ es un sistema de baja capacidad pero de gran 

af1n1dad al ca:+ que funoona cont1nuarnente permitiendo la sahda de una mol de Ca~+ por 

molécula de A TP h1drohzada (Edes y Kran1as, 1998). Esta bomba pernUte 1ncu1tener un 

estado estac1onano con respecto al contenido total de Ca2+, contrarrestando la entrada de 

este. Se han descnto 4 isofonnas de lcl bomba, conocidas corno PMCA (P!asn111 111c1ubranc 

t'a/011111 A'TPasc), de lds cuales se encuentran expresadas en pulmón la Pi\.1C1\l, -2 y -t 

(C,11·dfoli y Stduffer, 1994) Se le considera una bon1ba electroneutra por per:n1t1r que por 

i.:cld,1 1ón de (~a~· se rntroduzccln dos protones (Carafol1 y Stauffer, 1994). 

El interc.1mbiJ.dor N,r•/ca:::.+ C'S un c;1ste1nd de tranc;portc-" de la 1T1crnbr,1nci 

pJ,1:-.111,1t1cd, td1nbtl.;.!l t'!l·'Ctroneutro, con büJd dftnlddd pero ,\!td 1.'..dprlC1dad r•clfd \r,1nspl)ft,1r 

c..·.i~·, \' \'U\'<1 fuJll'rondl1d,1d p,11\'Cl' Jll) t'ontrrbuir inuL·hn en lcl ho1neo<;tc1sr~ de' (-,i.~· dl' !<1" 

.l'luL1'> dl'I \!l \' \ (/,lfl'-'-l'll \' ,ci!, ¡qq¡¡ c...,t' h.i l'lllfllll"·,lo qul' l'] 1n!t'f"ld1nl11,Hlo1· j'L'rn11h' l,1 
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entrada de dos iones de sodio por ión de Ca2+ que sale, aunque puede actuar 

b1d1recc1onalmente dependiendo de los gradientes electroquímicos de sodio (Bridge, 1998) 

Finalmente, la bomba de Ca2+ del RS, considerado como uno de los sistemas más 

in1portantes de transporte de Cal+, es la proteína más grande de la membrana de este 

organelo (Edes y Kran1as, 1998). Utilizando ADN recombinante se ha descrito una fanuha 

de bombas de Cal+ del RS conocidas como SERCA (Sarco-endoplasnzic retzculunz ca:::.+_ 

A TPasc). En el '.\1LVA se expresa la 1soforma SERCA2b (Amram y col., 1995). Esta bomba 

electrogén1ca transporta 2 moles de Ca2- por mol de A TP h1drohzado hacia el rnterror del 

RS a cambio de protones y iones potasio (Carafoli y Sta uf fer, 1994). 

DECREME/\TO DE LAS [Ca''lr DESPUÉS DE RETIRAR A LOS AGONISTAS QUE MOVILIZAN 

Ca'' DEL RSc EL UNDERSHOOT 

Desde 1992 se ha descrito que después de remover a los agonistas que movrl1zan Ca2+ del 

RS en células excttabies, (Orno la acetilcohna y la cafeína, se produce un decremento 

abrupto en las (Ca2-.-]t (Fnel y Tsien, 1992; Ganitkev1ch e lsenberg, 1992; Baró y col., ·1993; 

Yoshikawa y col., 1996; KimbaJl y coL, 1996, Sims y co!, 1996) Este fenómeno conocido 

con10 undcrshoot ha c;1do docu1nentado en células de gangho simpático de sapo (Frie! y 

Ts1en, 1992), i'v1L vasculcir y ventncu!ar de rata (Baró y col., 1993), en neuronas mtenténcas 

(Kimball y col., 1996), 1\ilL de vejiga unnana (Gdnrtkev1ch e lsenberg, 1992; Yoshrkawa y 

col., 1996) y l\1LVA de cobayos (51ms y col., 1996) . .-\lgunos de estos J.utores concluyeron 

que el 11ndershoot es resultado de la Cdptura de Cd::+ por el RS (Fnel y Ts1en, 1992; 8dró y 

.:ol., !993, Cc1n1tkevtch e henberg, 1992, S1ms y l'Ol., 1996), lo que sugiere que ,1ntes de 

11JC1drsl~ 0! l/Jf(frr::.luiof el RS c(1nt1ene po<'o Ca> Uno de los ob1et1vos dl' este tr(1bc1Jll t>~ 

.il'scnbir lll~ n1ecdn1snH1s 1nvl1!ucr,1dos (~n lci rt'(uperac1on df• la bdscll dL' 1.is fC,1~--¡1 dur.inte 

·l 1111r/1'I ~i111,l/, l~n L"·,pl'l"idl l.1 pl1.:;1bll-' pdr(J(J¡l.J(Jtl/1 dt' ],¡ t'r1trdd,1 (df1,1nt,1(J\ ,i dl' C~_i · t'll l''>tl~ 

.'!1ll!l11'1h1 
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: 2. LA CONTRACCION DEL BRONQUIO COMPLETO Y DE LAS TIRAS DE MLV Ai 

Por otro lado, el estudio de la contracción del '.\ALVA nos pernute conocer, de manera 

1nd1recta, algunos mecanismos involucrados en la mov11Jzac1ón del Ca2- c1tosólico En este 

sentido, los mecan1srr.os de mov!l1zac1ón de Ca2.._ entre el bronquio completo (l\1L 

bronquial con todas sus estructuras adyacentes) y las trras de ML (solo ML), pudiesen 

vanar debido a la interacción de diferentes estructuras que han s1do respetadas en el 

pnmero. A cont1nuac1ón se descnben algunos hallazgos expenmentales relacionados a las 

d1ferenc1as funcionales que pueden existir entre ambas preparaciones. 

LA CONTRACCIÓN SOSTENIDA EN EL MLVA 

Las respuestas inducidas por agonistas coltnérg1cos e h1starrunérgicos 1n1c1an con un 

incremento transitor10 de las [Ca2-+]1. Este incremento perffilte una relación 1Inea1 entre la 

cantidad de cadena ligera de m1os1na fosfonlada y ei desarrollo de la contracción (Barnes, 

1998; Sdver y Stull, 1984). Posteriormente, los niveles de Ca2+ d1srrunuyen lentamente, 

hasta en un 50% (KaJita y Yamc1guch1, l 993), pero la tensión se mantiene hasta alcanzar su 

respuesta máxima (Rodger, 1985, Gdn1tkev1ch e lsenberg, 1992; Bourreau y col, !991). Se 

ha propuesto que el ffidntenin11ento de Id contracción a ba1as [Ca2'"]i podría ser resultddo 

de dos mccan1sn1os. Por un lado, se propone que durante la contracción sostenida existe 

und 1nteracc1ón lenta de los hla1nentos de 1n1os1na y acttna, estado conocido con10 "!atch

bridgc:/ lo que permite que esta respuesta. se mantenga (Soinlyo y Soinlyo, 1994; Moussav1 

y col, J 993; Sil ver y Stull, 1984)_ Por otro !adose hü observado que la contracc1ón sosten1dd 

::is resultado del au1nent0 en ld sens1bd1dad de lcl 1naqu1nana contráct1[ al C-<t:!-+ producida 

Jor Ll cinasa de proteíncl C (PKC.--=) (Rdsn1ussen y col., 1987, Al-Hassan1 y t'·~il., J lJ93) En 

'<,k' ~ent1do, se hci obSL"rv,ldo la f''1rt1c1pac1ón de la PKC- en Id fase' sostcn1d,1 dt-' ld 

01111,1t't'!LHl dL'l l\.IL\'-\ dL' bL1\·1nuc, (í\1rh. \' 1\cisniussen, Jl)~.3; Kct¡ita ~· Y,1n1,1'.:u1·h1, Jt10.1, 

;1·rl11111f,•r. ¡qqL R,)..;.;,'rtl \ 1(1!, ¡ons: F:ou'\ \ \,1), ¡qtJ_';) \ l'll t'! \11 \,1.;,uJL~r ,J1• ,,111<.'f\h 
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y se adhiere a la membrana plasmática al activarse con el 1,2-d1ac11glicero1 que se forma 

durante la hidrólisis de los fosfo1nosrtoles (Castagna y col., 1982, Schrarrun y Crunste1n, 

1989; Taka1 y col., 1979) Existen vanas rsoenzunas de la PKC y se sabe que se expresan en 

el Ml VA las PKC-GI, -illl, -o_ -z. -e y-~ (Donnellv y col., 1995). 

LA CO:--;TRACCIÓN SOSTENIDA DEL MLVA EN UN Y!EDIO SIN Ca2• 

i\unque el manten1m1ento de la contracc1ón sostenida del MLV A no requ1r1ere de altos 

ruveles de Ca2- es 1nh1b1da sr el medio extracelular no contiene este ión (Montaña y col., 

1996) Cn hallazgo interesante es que s1 se conservan los te]ldos adyacentes al MLV A como 

el eprtello, tepdo con;unt1vo y el cartílago, i.e. bronquio completo, la contracción en un 

medro sin Ca 2"'" es sostenida (Raeburn y col., 1986, 1987, Foster y col., 1983, Montaña y col., 

1996). Recientemente se demostró, en el MLV A de perro, que runguno de esos te]Idos 

adyacentes es capaz de proporcionar el Ca2.,. necesario para la respuesta sostenida en un 

Lned10 sin Ca2+ (~1ontafto )' col., 1996). Los mecanismos involucrados en la contracción 

;osten1da de la prepar,1c1ón bronquial en un medio sin Ca2+ no se conocen con prec1s1ón 

)Qr lo que uno de los ol1;et1vos de esta tesrs fue rnvest1gar dichos mecanisrnos. 

LOS CANALES TIPO L EN LA CONTR . .\CCJON SOSTENIDA DEL MLVA EN UN MEDIO SIN 

ca2 .. 

,a ad1c1ón de BA YK 8644, ago111stcl de los canales tipo L, durante el estimulo con 

cetilcolina en n1ed10 sin C a. 2', hace que la contracc16n tra.nsltona de-1 l\1LV A de perro sea 

1,ts prologada (i\Jont.1110 y col., !996). Se hct propuesto que esta respuestd prolongdda 

odrid '->t'r resultado dl'l reL1clado de Cü2" entre un l·on1pdrtun1ento local1zado en la 

1("'1llbrdnd plas1nat1ca: L'l RS d lrd\'l~' ... df• ldllcllcs tipo L y dependlt'nte;;~ d12 !d actJvid,1d de lcl 

llllb,1 dl-' (-¡¡~ del f\.S \\l()11t,1nn _\ ((ll, ¡qqn) 'iustcnld ll'hlS l'Sld hrf10IC'->I'> l'I he,·ho dL' LJUl' 

, ll'nh'111c•ntc.' ..;,(' httn d,·,..,\ i1to 1nYt1_,;1t1dLJCl!lL'.S dL' l,1 !1lt'1nlir<1nd pldsn1,1t1,,1, l·ontit 1d,i... 1·t11llll 

\\'ll[,l\'. ,!tH1LL' .,,_. 1'l''-c'I \di\ ;',r.111 l .11l!1d,1l1 d,· l .111,1!. .. '" d(' \ ',1-" t;pt> l, \ l f'.i'->.1" dv ( ·,1 '· dv 



- 9 -

la membrana plasmática y receptores a lP_, (FuJimoto y col., 1992; Schnitzer y col., 1995; 

Darby y col., 1996). Darby y colaboradores (2000) encontraron proteínas que unen Ca2
-j. 

como la calretrculrna y calsecuestnna dentro de las caveolae por lo que estas 

rnvag1nac1ones contienen todos los elementos necesanos para ser considerados almacenes 

de Ca2+. Finalmente Issh1k1 y Anderson (1999) y Shaul y Anderson (1998} recientemente 

propusieron que las caveolae parecen estar rnvolucradas en la regulación de señales de 

ca2+ en la superficie celular. Es probable que esta señalización se active con la lustanuna y 

el carbacol durante la contracción sostenida en un medio sin Ca2+ En este sentido, el 

presente traba¡o pretende explorar si ambos agonistas pudieran estar movilizando Ca2+ de 

estos compartimentos. Ad1c1onalmente se estudió s1 la PKC pudiese estar involucrada en 

la contracc1ón sosteruda en un medio sin Ca2+ 1nduc1da por el carbacol o la hrstarruna y, 

para el caso de la histarruna, se determinará sr los canales tipo L también partrcrpan en esta 

:ontracc1ón. 
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HIPÓTESIS 

1. 51 el conterudo de Ca2
+ del RS puede regular la entrada de Ca2+ de las células de 

lvlL V A entonces existirá una relación directa entre el contenido de Ca2+ de este 

almacén y el contenido de Ca2_,_ en el citoplasma. 

2. Después del vaciado de Ca2
+ del R5 se induce la entrada capacitatlva de Ca.2- hasta 

llenar al almacén. Esto podría pasar en el caso de undershoot producido después de 

lavar cafeína, pues el RS se encuentra vacío al 1ruc1arse este fenómeno. 

3. Durante la recuperación del undershoot, esto es cuando las [Ca2+]1 se incrementan 

hasta alcanzar la basal, podrían participar los canales DV o el 1ntercamb1ador 

l\Ta-,-/Ca2
+, pues ambos mecarusmos son conocidos por su part1cipac1ón en la 

regulación del Ca2+ citosóhco. 

4. Ld contracción bronquial sostenida inducida por h1starruna en medro sin caz+ 

pudiese depender del contenido de Ca2+ del compartírruento de la membrana 

plas1nát1ca y los canales tipo L. 

J. Ld contracción sostenida de los anillos bronquiales rnducrda por carbacol en medro 

sin Ca
2
+ pudiese depender tanto del contenido de Ca2"'" del RS así como del 

compart1m1ento de la membrana plas1nática. 

). La contracc1ón sostenida de los anillos bronquiales 1nduc1da por carbaco! o 

h1starruna en un n1edio sin Cd2- pudiese depender de la act1vac1ón de ld PKC pues 

l-'S!cl enz1111a hc1sido1nvolucrdda en lc1 contn:1cc16n sosten1dc1 en un rned10 l'On Cd:' 
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OBJETIVOS 

1 En células aisiadas de \1LV A de bovino deterrmnar sí la cafeína vacía el contenido 

de Ca2• del RS. 

2. Evaluar s1 en el rellenado del RS, vaciado por la cafeínaT intervienen los canales DV, 

Id entrada capacLtativa de Ca2+ y el intercambiador Na+ /Ca2+-

3 Explorar el efecto del contenido de Ca2"'" del RS en la entrada de este 1ón a la célula. 

-!-. Comparar los cambios en las [Ca2-J1 entre células aisladas y las tiras de MLV A de 

bovino estnnuladas con lustanuna y carbacol. 

:i. Exa011nar las diferencias entre la contracción de las tiras de MLVA y los anillos 

bronquiales de perro estimulados con hrstarmna y carbacol 

6. Deterrrunar s1 en la contracción sostenida de Jos an1Ilos bronquiales en un medro sin 

Ca2 ... Inducida por tustam1na participan el Ca2.¡.. del RS y los canales tipo L. 

7. Explorar sr durante la contracción sostenida de los an1Ilos bronqu1ales en un 1ned10 

sin Ca2- 1nduc1da por la hrstanuna y el carbacol partrcrpa el compart1m1ento de Ca2+ 

de la membrana plasinática. 

8. Estudiar la part1c1pac1ón de la PKC en la contracción sostenida de los anillos 

bronquidles en un mecho sin Cd2" 1nduc1da por carbacol e h1stdn11na. 
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MÉTODOS 

fESTUDIOS EN CELlILAS AISLADAS DE MLVA DE BOVINO/ 

OBTENCION DE MIOCITOS TRAQUEALES 

Se trabajó con tráqueas de bovinos machos Jóvenes, recién sacrificados del rastro de Milpa 

Alta del D1stnto Federal. Se transportaron al laboratorio de Investigación en i\sma del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias en solución de Krebs-R1nger-Hensele1t 

(KRH) saturada con carbógeno a un pH de 7.4 y a 8°C. La solución de KRH tuvo la 

s1gu1ente compos1c1ón (mM): 118 de NaCl, 25 de NaHCO,, 4.6 de KCI, 1.2 de KH2PO,, 1.2 

de l\ifgSO-t, 11 de glucosa y 2 de CaCb En el laboratorio se eliminó la fasc1a superficial 

para seccionar la tráquea dorsalmente a lo largo de su eJe. Con la ayuda de un rrucroscop10 

=-stereoscóp1co se quitaron las capas de mucosa, epitelio, serosa y vasos sanguíneos hasta 

)btener tiras de rvrL de 5 mm de largo y 0.5 mm de ancho. Se experimentó con vanos 

nétodos de d1sgregac1ón celular hasta obtener células relajadas que respondieran a 

·amb1os en la concentracrón de Ca2~ El método óptuno de disgregación fue el s1gu1ente: 

\prox1madamente 200 mg de tiras de i\.1L traqueal se incubaron en 5 ml de una rnezcla de 

~RH sin Ca2+ con calagenasa trpo D con baJa actrv1dad de tríps1na (s::O. i U/ 1ng) y 

!ostnpaína (s::l.5 U/mg), y elastasa grado !I, a1nbas de Boehringer Mannhe1n1 La 

~mperatura de 1ncubac16n (37'C) se mantuvo ut1hzando un baño María donde el tejido se 

gitó l on una barra n1agnét1ca (9 n11n) el 2 revoluciones/ s. En estas cond1crones se incubo 

1 te¡1do do~ veces, de 15 rn1n \."ddd und, usdndo dos frdccrones de 2.5 rnl dí:.' Id Sl~luc1ón 

l/.l!ll,llll'd r,n J.i sc3und(1 fr(lll"JOJl Sl' dd!LI0!10 ,\l)i\Jd~d J (Boehnnger ~v!annht'llll) pdrcl 
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evitar aglomerados de células. Posteriormente se transf1neron las p1ezas de te)ldO a KRH 

srn enzimas y se agrtó hasta disgregar a las células. 

La apar1enc1a de las células en medio sin Ca2+ era alargada y relajada, con 

contenido citoplasmático ev1dente. En medio con Ca2+ (2 mlvl) se eligieron células 

contraídas, con membrana con aspecto de acordeón. 

DETERMINACIÓN DEL Ca'' CITOSÓLICO 

A) Fum-2 

El Fura-2 es un marcador fluorescente de la segunda generación que perrrute el registro de 

cambios en el Ca2+ c1tosóhco por desplazarruento en su espectro de excrtacrón cuando se 

une al Ca2.+ libre. La absorción máxima del Fura-2 ocurre a los 362 nrn cuando se encuentra 

como anión libre y a los 335 nm cuando forma complejo con el Ca2+. Su emisión máxima 

ocurre entre 512 a 518 nm para el anión libre y entre 505 a 510 nm para el complejo con 

Ca1---. 

La 1nolécula de Fura-2 consiste en un fluoróforo, anillos de estiibeno, unido a un 

grupo tetracarbox1lo con al ta dflnidad al Ca2+ (Kd== -0.1 ~ti\'1). Este grupo es capaz de 

coordinar [a unión con un á.tomo de Cal+. La afinidad del Fura-2 por el Ca2+ es -100,000 

veces n1dyor que el magnesio (Crynk1ew1cz y col., 1985) 

Debido a la nclturcilt:"Zd h1drofíhcd del Fura-2, se utilizó la forma dCt'tox1111etílica de 

'Ste l·on1~1uesto (Furd-2/,-\\1) para ~1crm1t1r que lci 1no!écu[a. fuera pern1C'üb!t' '1 !e\ l'e\u\a 

r:13 J, e_-;rynk1t;\YlCZ :· ,·o). i985). St> '>clhP qLH', en l'i 111(C'rll)r dt' le\ ll'luLL L''.:>1l'l\l',c\', 
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Fig. 1 lvioléculas de Fura-2/ Afvl y Fura-2 ácido 

B) Detcrnrinación de las [Ca2"'"fi con Fura-2 

A la suspensión de células de tr/1quea de bovino se afl.adió 2 µM de Fura-2/ Al\1, y se 

mantuvo en la oscundad por 30 m1n a temperatura ambiente para permitir la 

1ncorporac1ón del fluoróforo. Postenormente, t,1s célutas fueron colocadas por otros 30 1nrn 

en una cá1nara de registro para que se sedimentaran y pegaran a la base de v1dno de la 

cámara Esta cámara se 1nontó en un m1croscop10 invertido (N1kon, Diaphot 200) y las 

células .:tdher1das se pe-rfund1eron continuamente (2 d 2.5 1nl/m1n) con medio con Cd::'" a 

37"C~, pH 7 -t y burbujeado con carbógeno. 

La fluorPscenc1d se registro con un n11crofluoró1netro de Pl1oton Tt'()111(lfogy 

f11tc11111t101111/ (PTl) 111odelo RF-F'.10!0. f\1ra detern1111c1r !d cantidad dprox1n1ddd LÍL' Cd~' 
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[Ca2•]i= Kd ~ ((R-Rmin)/(Rmax-R)) 

donde Rmax y Rmin (11.7 y 0.5 respectivamente, n=11 células), se obtuvieron en presenc1a 

de ca2+ saturante (10 mivl) + 1onom1ctna 10 µi\:1 y en a.usenc1a de Ca2+ - EGTA 1.11 ml\1, 

respectivamente. f3 fue igual a 7.6 y se calculó a partir del cociente de la fluorescencia 

observada a 380 nm en ausencia de Ca.2+ y en presencia de Ca2+ saturante. R se calculó 

como el cooente de f!uorescenoa 340/380 nm. La Kd del Fura-2, 386 nM, fue obtenida en 

células disgregadas de ML traqueal de bovino en una solución con la nusma fuerza tónica 

que utilízamas en los exper1mentos (Yamaguch1 y col., 1995). Durante los registros se 

seleccionaron células vivas que se encontraban aisladas, descartando a las agrupadas y la 

ad1c1ón de Jos diferentes agonistas fue mediante perfusión continua. 

C) Expcrin1entos 

Para conocer el grado de vaciado de Ca2+ del RS producido por la cafeína (1 O 1nM), 

adm1n1stramos carbacol (1 O tiM) 2 1n1n después de haber in1c1ado el estimulo con esta 

xant1na. Para corroborar que ld respuesta a carbacol no estuviera afectada por la 

acumulac1ón del AMPc 1nduc1dcl por !el cafeína, se evaluó por separado el efecto de !a 

forskol111a (ICMi= 32 µ~1) en la respuesta al carba.col. 

Posterrormente nos enfoca1nos a investigar la naturaleza de Ja recuperación de la 

bdsdl de Ca2+ del u11dcrs/10ot1 despu&s de! d.brupto decremento de lds [Ca:?.+]r al quitdr Ja 

Cdfeínd. Durante la recupc-'rdción del undcrs/100! estud1cunos E'l efecto de b!oque¿¡dores de 
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y concentranones sobre 0.05 rTuVf 1nh1ben la entrada de Ca2+ en el MLVA (Sh1buya y 

Douglas, 1992, Yang, 1998; Hoth y Penner, 1993). Por otro lado, Yoshimura v 

colaboradores (1996) deternunaron que concentraciones de magnesio por arnba de -i nuVí 

1nh1ben la. entrada capacitat1va de Ca2+ en el ML vascular de ratas. Hoth y Penner (1993) 

demostraron que 1 µNI de níquel inhibe alrededor del 30% de las corrientes de los canales 

a.ct1vados por la entrada capac1ta.t1va de Ca2-'- en las células cebadas de rata. Nosotros 

observamos que 30 µM de D600 es suficiente para bloquear de manera reversible la 

respuesta a KCl 60 ml\1 en tas células de MLVA. En los experimentos con magnesio se 

redu10 la cantidad de Ca.2+ a 1 rru\'1 en el medio para evitar cambios en la osmolar1dad. Los 

efectos del lantano, magnesio, níquel y D600 sobre la recuperación del undcrshoot se 

compararon con sus respectivos controles. 

Por otro lado estudiamos el efecto de un inh1b1dor del intercamb1a.dor Na+ /Ca.2+, el 

benzam1l a.m!lorrda (25 pJ\;1), sobre el undcrshoot. Para los expenmentos con benzanul 

arrn\onda fue necesario pre1ncubar a las células durante 8 m1n con el 1nh1b1dor. La 

concentración de benzamd a.milonda utilizada fue suflciente para bloquear la respuesta 

generada por la inversión del 1ntercan1b1ador Na..-/Ca2+, induc1da por la subst1tuc1ón del 

NaCl del KRH por 143 m?\1 de cloruro de colina. F1nal1nente, evaluamos tanto el efecto de 

un 1neJ10 depolanzantc, substituyendo en eJ KP.H 118 mM Na.Cl por 122 6 n1M de KCI, así 

cotno el uso de un n1ed10 sin Ca2' en ld. recuperac1ón de! undcrsJ1oot 

Se LOlllpc11«;1ron !cls velocidades de recuperclc16n a Jos nivt>lt>s bdS<lics de c:a..'.~ Je 

·t'!ul<1s '°ºn el F:S pdrl'1dl o tntdln1l-'ntc~ \'<lcfo. Pdrd el ,_.,ll·1dn11entl) del r~S "l' ¡ni:ubo "' LE·, 

t"lu\,¡<:, ,,n n1ed1l~ "lll (',¡'· por::., -1, li y 10 1n1n y St" ub'>t'r\'O J,1¡\-'l"LIP'-'r,h1ó:1 d,' l,i [ia:,(1! 
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1ncubac1ón en medio sin Ca2+, de las células de MLV A, produce el decremento de las 

[Ca2+]1. En otras células, se comprobó el contenido de Ca2+ en el RS a los 2, 4, 6 y 10 m1n 

con estímulos de cafeína y se comparó esta respuesta con la obteruda con cafeína una vez 

recuperada la basal inicial en presencia de 2 mM de Ca2+ Por último, en células con RS 

vacío (10 mm), se observó el efecto del rúquel (1 mlvl), el rnagnes10 (4 m!vl) v el lantano 

(0.2 m_¡\1) durante la recuperación de la basal de Ca2+. 

ESWDIOS in vitro EN MLVA DE BOVINO Y PERRO! 

PREPARACIÓN DEL TEJIDO DE BOVINO 

MEDICIONES SIMULTÁNEAS DE CONTRACCIÓN Y Ca'" INTRACELULAR 

De las tráqueas de bovino mencionadas se obtuvieron tiras de ML a las cuales se les retiró 

el te11do conectivo adyacente El te11do fue incubado (3.5 h a 37°C, burbu¡eado con 

carbógeno), en KRH con Ca2+ y 20 µM de Fura-2/ AM más 1 mM de probenec1d y 0.01 ºlo de 

(\c1do piurón1co para facilitar la incorporación del colorante. Postenormente, las tiras 

fueron colocadas en un fluorómetro marca PTI y se mantuvieron a una tensión continua de 

1-1.5 g durante 30 1n1n. Cada ca.mara contenía 3 m1 de solucrón KRH a 37ºC, con un pH de 

7.4 y fue burbujeada continuamente con carbógeno. La tensión 1sométr1ca fue registrada 

;1multáncümente con !os c,lmb1os de fluorescencia en una computadora a través de un 

ransductor Experin1etna FSC-01. La med1c1ón de la fluorescencia fue s1n1tlar d lo descrito 

•rev1dl1lL·'!1te par;;l las u:->lul,1s única.;; 

(-LHl el propó'->1!0 de norn1.iJ1¿dr lds resptH'Stcl5 LÍl' contrdl'.(tÜn, lJ"> tiras d..._, \!L 

1crtl11 t'">l1111uL1dJ~ ..._.,..1n ['-.("[ nll rn\! 1.'n n1Pd1t• cnn (-,1c.· du1\1nte 2D 111111 (\lL1nt,1nn )' tol, 
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m1n), pnrnero en medro con Ca2,,_ y a continuación sin Ca2+. En el caso de la histanuna, 

para evrtar la taqu1filax1a, los estímulos se adm1n1straron con 1 h de intervalo Para 

asegurar que el medro sin Ca2+ estuviera completamente lrbre de este 1ón, se ad1c1onó 0.1 

rnM de EGT A corno agente quelante. La adíCión de 0.1 rnM de EGTA al mect10 sm Ca2" 

mantiene concentracrones menores a 1 O nM de Ca2+ (l\.1ontaño y col., 1996). 

PREPARACIÓN DEL TE!IDO DE PERRO 

Se sacrificaron perros criollos (20-25 Kg) mediante una sobredosis con pentobarbrtal sódico 

(100 mg/Kg, i.v.) para disecar el lóbulo pulmonar superior izquierdo. De esta estructura se 

obtuvieron dos preparaciones: a) Tiras de ML bronquial constituida por bandas 

transversales (0.2 mm ancho por 1 cm largo) de ML proveruente de los bronquios de 

pnmer orden y b) Los anillos bronquiales del tercer orden con una longitud de 0.5 mm 

que se extrajeron sin eliminar el cartílago y el eprteho. Ambas preparaciones se disecaron 

con la ayuda de un m1croscop10 estereoscópico Nikon SWZ-10 que fac1htó la ehm1nac1ón 

del pdrénqu1rna y del tejido conectivo. 

Durante los expenmentos se utilizaron dos tipos de soluciones: a) Medio con ca.2+, 

con la s1gmente cornpos1c1ón (mM). NaCI 115, KCI 4.6, NaH2P04H 20 1.2, MgSO, /H,O 

1.16, 0JdfiCQ, 22, CaCb 2.5 y glucoscJ l'l y, b) Medio sin Ca2+, con la misma compos1c1ón 

que la ,1nter1or pero sin CdCl:. rcira asegurar que e! medio sin Cc12+ estuv1er,1 

cornp!t'ldn1entc librt::' de ec;te lón se ,1d1-:1ono O 1 n1:Vl di.::- cc;Ti-\ 

L,1s t1r.Js de \U > lo-; clnillnc; bronqu1,1lcs 'il' colocaron en Cdrllaras dl' nrg,1nos 

11-.L1Ll11-. \' Sl' n1antU\'1t•n1n d un,1 1t'l1"1(1n L'tintinutt d,, J~ r 5 ;; durc111tl' JO n1rn ( ',1dd l ,lJll,ll\1 
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carbógeno. La tensión 1sornétnca fue registrada en un drnógrafo Becknzan R612 a través de 

un transductor Could Stathanz UC3. 

Con el propósito de normalizar las respuestas de contracción, las preparaciones 

fueron estimuladas tres veces con KCI 60 mM en medio con Ca2+ durante 20 rnrn cada una 

(tviontaflo y col., 1996). La magnitud de la contracción con todos los tratanuentos 

farmacológicos que se descnben más adelante se expresó como porcentaJe de la respuesta 

al tercer estímulo con KCl 60 mNL 

Para comprobar que durante el proceso de disección de las tiras ML bronquial no se 

daña al tejldO, se compararon las curvas concentrac1ón·respuesta al carbacol de 

fragmentos de bronquios de prrmer orden con cartílago y epitelio contra tiras de ML 

branquial con estas estructuras disecadas. No se encontraron d1ferenc1as srgn1f1catlvas en 

los valores de la concentración efectiva 50 (CEso) obtenida: 0.28 ± 0.034 y 0.34 ± 0.025 µM 

(H=4), respect1vamente. 

CO!\iTRACCION PRODUCIDA POR EL CARBACOL Y LA H!STAlvl!NA EN UN MEDIO SIN 

Ca.'.! .. 

La capacidad de los alm,1cenes intracelulares de Ca2+ para liberar el Ca2+ necesario para la 

~ontracción fue evaluadd, 1nd1recta1nente, estimulando con la CE:;¡idel carbacoJ (0.34 p1\1) y 

·on JO pJ\.1 de h1stamind (concentración submáx1ma), durante 20 y 10 mln respectrvainente 

n 1ned10 sin Ca:<+. En estas cond1c1ones la contracción niáx1n1a inducida por estos 
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En un primer experimento, ambas preparaciones fueron estimuladas en medio sin 

caz-+- con carbacol o h1starruna, las veces necesanas hasta no encontrar respuesta. En el caso 

de Ja.s tiras de ML traqueal de perro, deternunamos que el intervalo de tiempo mínimo 

para lievar a cabo los estímulos con h1stanuna en las tiras de ML y los anillos bronqu1a!es 

de perro eran de 1 h (Tabla 1). Algunos aru11os bronquiales que ya no respondían a la 

histamrna en medio sin caz+, fueron estimulados con carbacol. Adic1onalmente, algunos 

anillos bronquiales fueron incubados 1n1c1almente con ácido ciclop1azóruco (ACP) 10 µM 

antes de estimularlos con carbacol o histarmna. 

Por otro lado, a otros anillos bronquiales que se encontraban en medio s1n Ca2+ se 

les añadió EGTA 1 mM por 30 rn1n para quelar el caz-+- unido extracelularmente y después 

se mantuv1eron en medio sin Ca2+ por 10 rrun para estimularse finalmente con hrstarruna. 

Otros anillos bronquiales fueron incubados con 1 ~dv1 de n1fedip1na para luego 

est1muiarlos con h1stam1na en medio sin Ca2+ 

A.l final de cada expenmento todas las preparaciones se incubaron nuevamente en 

medio con caz+ y se est!tnularon con KCt pa.ra venficar s1 el vaciado de los ¿¡Jinacenes 

intrdt:elulares de Ca 2+ no había. 1nod1f1cado !a v1abd1dad del te)ido. Las respuestas 

obtenidas con este último estrn1ulo no fueron s1gnff1cat1vamente diferentes de !as 

observadas al 1n1uo del protocolo 

Tr\BLA 1. Efecto de !el estunuldc1ón sucesiva (cada hora) con hista.mina de los clndlos 
.1ronqu1!1!cs en medio con (~d~'. Los resultadoo;; esuin c'xpresddo~ con10 el por(l'llldjt' dL' la 
'.onlr,,((!Ón ,1 KC! oü rn!\l (1r=lO). 

'STI~!UL\CI()N (h) 1 2 3 4 

lil).¡~-.. .¡.:..;·-:; ºJ115..:..:idtl CJ/2n::::~.](1 t1Jt1ti-11(l;-' 
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EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA PKC EN LA CONTRACCIÓN SOSTENIDA EN MEDIO 

STN Ca2+ 

los efectos de la calfost1na C y la cheler1tr1na, inh1b1dores específicos de la PKC 

(Kobavash1 y col., 1989; Herbert y col., 1990) y de un mh1bidor mespecífICO y reversible, la 

estaurosporina (Rilegg y Burgess, 1989), fueron evaluados en la pr1mera respuesta de los 

anillos bronquiales al carbacol o la hrstanuna en med10 srn Ca2+. La concentración de 

calfostina C requerida para 1nh1b1r a la PKC (1 µM) se deterrrunó en cada anillo por la 

capac1dad de este inh1b1dor para bloquear la respuesta máxima induc1da por 1 µM de 4-f.5-

forbol 12,13-dibutirato (PDB) v de 4-B-forbol 12-míristato 13-acetato en med10 con Ca2-

(Bazán-Perkins, 1994) Con respecto a los otros dos mhibidores, se ha deternunado que 10 

nl\1 de estaurospor1na 1nh1be la contracc1ón generada por 1 µM de PDB en arterias 

coronarias porcinas, mientras que 0.66 µM de chelentr1na es la concentración rnh1b1dora 

50% de la PKC en cerebro de rata (Herbert y col., 1990; Kageyama y col., 1991). Ninguna 

de las concentracrones que se utilizó con estos 1nh1b1dores (chelerrtnna, estaurosporina y 

calfostma C) mod1f1có la respuesta al KC/ 60 mM (Tabla 2) 

F1na1Inente, los dn1Jlos bronquiales fueron incubados durante 1 h con ccllfost1na C (1 

.ti'\if), estaurosponna (1 O ni\1) y chelentrrna (1 ~ttv1) en medio sin Ca2+ para luego ser 

'Stnnulados con carbcicol o h1stan11na.. Todos los expenn1entos con los 1nh1b1dores de la 

'KC y 111fed1p1na fueron redi1zados en oscuridad por su sens1b1hdad a la luz. 

r\BL:\ 2.. Efecto de lü pn.'1ncub,1l1Ün con los 1nh1b1dores de ld PKC en ld respuesta de Jos 
11l!os bronqu1.1lcs c1l l<C~I t10 m;\'l en inedro con ca::: ... Los resulta.dos <:>Sl~\n ('xpresados 
)!110 ,,¡ porcentclJE' de L1 l'Ontrdl(1ón d KCl 60 n1,"._if. 

'HJHID()R JJL' L:\ PKC ( '.1Jfoslin.i (~ 
lpl\J (11 .~) 

(]1<.~Ieritrin.1 

1 ~t.i\f ,1/ .~) 

FslJ.urosporin.i 
JO nl\1 '" .¡¡ 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se evaluaron mediante análisis de vananza de una vía y !a srgnificancra 

estadística entre los grupos se obtuvo con pruebas de comparación múltiple de Dunnet o 

Bonferroni según fuera el caso. Para otras comparaciones se utilizó la prueba t de Student 

para muestras pareadas y no pareadas según se requrnera. Consideramos el 100% de la 

recuperación cuando las [Ca2+]i alcanzaron el valor 1n1c1al en reposo. La pendiente de cada 

curva de recuperación a los niveles basales de [Ca2+]r se obtuvo mediante regresión lineal. 

Cada célula funcionó como n=1 independientemente que fuera del rrusmo individuo~ 

rruentras que para los tejidos fue n=l por cada 1ndiv1duo. Los valores de p<0.05 b1margJnal 

fueron considerados como estadísticamente sign1ficatrvos. Los resultados que aparecen en 

el texto y las figuras corresponden al promedio± el error estándar. 

FÁRMACOS 

l. ACET!LCOL!NA 

Los nervios collnérg1cos son una de las pnnc1pales 1nervac1ones excitatorras del MLV A. El 

ca.rbacol es un agonista de Jos receptores coirnérg1cos nicotín1cos y muscarín1cos resistente 

a la acción de la acetilcol1nesterasa (F1g. 2). Los 

receptores colinérg1cos muscarínicos estéi.n 

d1v1didos en 5 tipos, del Mi al :vt5, de los 

cuales en el i\i!LVA se han observcido l'l lVI: y p) 

Fig. 2 1\'!o!é::ula de Cdrbdcol 
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1ntracelular y favoreciendo la contracción (Sankary y col., 1988; Felder, 1995; W ang y col., 

1997). Ad1c1onalmente, los receptores M2 producen !a apertura de canales cat1ón1cos 

1nespecíftcos (VVang y col., 1997). Estos canales catrón1cos pernuten la entrada de Ca2"'" 

durante las respuestas sostenidas y para su actlvacrón es necesano el incremento 

trans1tono de las [Ca2
+J1 que se produce por la liberación del Ca2+ del RS por la actrvac1ón 

de los receptores M, (Kapta v Yamaguch1, 1993; Wang y col, 1997). 

2. ACIDO CICLOP!AZÓNICO (ACP) 

El ACP (F1g. 3) denvado del ácido indole tetrárruco, es una rrucotox1na obtenida de 

Aspergillus f!avus y Pn11cilliun1 cyclopiun1 que 1nh1be específica y revers1blernente a la 

ATPasa de Ca2+ del retículo endoplásrruco y 

;arcoplásm1co. Su efecto rnh1b1dor lo eJerce al competir 

:on el sitio de unión al ;.\ TP. Bloquea completamente a 

a ATPa.sc1 de Ca.:!+ en el rango 1-2 mM (lC30 - 300-500 

lJ\'1 pdra la bomba del RS) (Bourreau y col., 1991; Darby 

·col., 1996; Suzuki y col., 1992; Se1dler y col., 1988) . 

. BENZAMILAMILORIDA 

benzdn1ri (S-1\!(N-4-

CH3 

Fig. 3 Molécula de ACP 

OH 

orobenzy!)-2,-+-d1n1t'!1l benzdn1Jl, F1g. 

CHO~OCH, N ~·OCH. 
CH O ~ llCI 

('H. 
IH CH. 
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'.\la_,_ /Ca2+ La ventaja del benzam1l sobre su precursor es su espec1fic1dad, pues la 

amilonda tiene efectos también sobre la PKC y los canales de Ca2- DV (Knox y AJaO, 1994). 

4. CAFEÍNA 

La cafeína (1,3,7-tnmetil xantrna; Fig. 5) es un alcaloide ampliamente conocido por su 

capacidad corno estimulante del sistema nervioso central. En el músculo esquelético se ha 

visto que la cafeína produce la liberación de Ca2+ del 

:\.S al incrementar la probabrlrdad de apertura del 

·eceptor-canal (Rousseau y col., 1988). Este nusmo 

~fecto se ha observado en muchas otras células, H
3
Cooc 

ncluyendo al MLVA Uanssen, 1996). Entre otros 

~fectos, !a cafeína también inhibe de manera no 

electiva a las fosfodresterasas nucleót1do cíclicas, por 
Fig. 5 Molécula de Qifeína 

J que incrementa al AMPc, lo que facilita la entrada de Ca2+ al RS e rnhibe a la n1aqu1nana 

e contracción (Beavo y Re1fsnyder, 1990; Daly, 1982) . 

. C<\LFOSTINA C 

el calfost1na C (Fig 6) e-s un inh1b1dor 

tdrnente específico de Id PKC.~ (!C:>i1= 50 nM) 

JL' L'S pt"'rn1eable a la céluld l' 1nterc1ctúd con 

do1n11110 regulador dC' lct PK<..- di ClHnpet1r 
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1nh1be la c1nasa de la cadena ligera de m1os1na (IC30> 5 µJ\1), la c1nasa de proteína A (IC5o> 

50 µIvl) y la nnasa de proteína C (IC30> 25 µM). No compite con Ca2+ n1 fosfohprdos. Es 

sensible a la luz (Sh1mamoto y col., 1992; Kobayash1 y col., 1989). 

6. CHELERITRINA 

La chelentnna (Fig. 7) es un alcaloide permeable a 

la célula que rnlube selectivamente a la PKC 
º> o 

(JC30~ 660 nM). Actúa scbre el dorrumo catalít!Co 

rndependrentemente de la unión del dormn10 
OCfü 

Fig. 7 Molécula de Chelentnna 

regulador Inhibe la formación de tromboxanos y el metabolismo de fosfo1nos1toles en 

plaquetas (Herbert y coi, 1990; Kageyama y col, 1991). 

7. ESTAUROSPORINA 

La estaurosponna (F1g. 8) es obtenida del 

)trcptornyccs actuosus y es conocida por unirse 

.ie n1anera reversible di s1t10 catalítico de 

1n1ón al ATP. Es un potente 1nh1b1dor de las 

1nasas de proteínd entre las que se 

ncuentran la c1nasa dC' la cadena ligera de 

11os1nd (!C311= 1 3 111\il), Id L'l!ldSa de proteínd A 

('-,¡1= 7ni\1), Id c1nds<l dv protcínd l~ (!C-~1= 8 5 

\1) \' Ja PKC (JC '-,1-= O.';' n.\·J) (H1d<lkd \' 
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8. FORSKOLINA 

La forskoltna fue aislada de la planta de la lndra Colcus 

Jorskofllii. Es un actrvador específico de raprda acción y de 

efectos reversibles de la adenilato crclasa (EC;o= 4 ~tM) 

Fig. 9 Molécula de Forskolma 

9. HISTAMINA 

La histamma (2-(4-mudazolyl) etdarruna; F1g. 10) se forma en el organismo por la 

descarboxilacrón de la L-h1stid1na mediante la enzima L-histrdinodescarboxilasa. La 

h1stanuna se sintetiza y se lrbera en células cebadas, 

basófdos y en otras células de la mucosa de las vías 

:iéreas. Existen 3 subtipos de receptores a h1stam1na, 

-11, H2 y H.~. La h1stam1na es un agonista para la 

:ontracc1ón del l\.1LV A por est1mulac1ón de los Fig. 10 Molécula de H 1stam1na 

·eceptores H1 (Barnes, 1998). Estos receptores están acoplados a una proteína G,
1
, 

nvolucrada en la formación de IP, (Cha!lis y col., 1993; ]dnssen y S1ms, 1993; Kothkoff y 

o!., 1987). En el l\1LVA de hurnano y bovino, la histamrna produce la formación de fP1, 

unc¡ue de menor magnitud con respecto a! Ldrbacol, pero en el MLV A de perro la 

rstdnllnd no genera ¡p.,, (Cclrbdjdl, 1998, (~hcl!lrs y col, 1993; Ddyk1n y col., 1993), por lo que 
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10. METOXIVERAPAMIL 

El 0600 ((:r:)-Metox1verapam11, F1g. 11) es un 

derivado del verapanul que funciona como 
CH;O 

bloqueador de canales de Ca> tipo L 

(Soergel v col., 1992). 

11. NIFEDIPINA 

La ruft>d1p1na (F1g. 12) es un conocido vasodilatador de 

la familia de las d1h1drop1ndrnas que bloquea 

selectivamente a los canales de caz ... tipo L DV. Es muy 

sensible a la luz llegándose a 1nact1var con luz 

ultravioleta (Kohlhardt y Fleckenste1n, 1977). 

OCH; 

~OCH 
N HC! 1 
CH 

CH. 

Fig. 11 l'v!olécula de 0600 

H,cooc 

H,C 

NO, 

COOCH, 

Fig. 12 lvlolécula de :\1fed1p1nd 

Todos !os fárn1acos, salvo lno;; que se 1ndJCan adelante, se obtuvieron de Srgrna 

(Saint Lou1s, ivlo., USA 1\10) La 1ndometac1na y e! EGTA fueron disueltos previamente en 

! ?~ de Í\Ja:CO, (concentracron tin.tl de ~a2CO.~ O 001 %). La calfostrna C, la chelentnna 

(RB!, ,\
1
dt1ck, l\.1ass, L'SA) e! Fura-2/ ,\M, el ACP, la 1onom1c1na y la estaurosporina fupron 

disueltos en d1n1etil sulfóx1do (concentrdt"H)n f1ncll < O.! %) En expenn1entos control, e! 
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RESULTADOS 

!ESTUDIOS EN CELULAS AISLADAS DE ML TRAQUEAL DE BOVTNg 

EFECTO DEL CONTENIDO DE Ca2• DEL RS EN LA BASAL DE Ca2• CITOSÓL!CO 

Los niveles basales de las (Ca2+]1 de las células de ML de tráquea de bovino perfundidas 

con 2 m1v1 de ca2+, fue de 153 ± 10 nM (n=SS). La rncubac1ón de las células de ML traqueal 

con medro sin Caz+ generó un lento decremento de las [Ca2+]1 (Fig. 13A); y este decremento 

fue s1gruficat1vamente más rápido en células previamente eshmuladas con cafeína (p<0.05, 

~ 
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<O, 

·~ 
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' ·:e 
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13. Dependencia. del contenido de Cd~+ del RS en el decremento de J¿is [Cd 2 .. Ji b,1s¿i!es de celulas 
-1das de 1núsculo ltso (ML) trilqueal de bovrno incubddds en n1ed10 srn Ca 2 ... Regis11os oug1nales 
«:-sentando: A) m1oc1to.;; 1ncub<1dos en tnL~dio sin Cd:..+ v, B) m1oc1tos cstnnu!ildos con cafe111d (!O rnlv1) e 
1b<1dos en 111ed10 sin Ca>. C) Curso tc1nporal del dec;cn1ento de las [Ca~+¡, de lus células 1ncubad,1s en 
lio '>In Ca2• sin 0st1nudo (11""-7, circulL)'i bl,1ncos) } l<ls est1n1ulddds con cafe1nc1 (11""9, nrculos nl'?,í0'>) 
) 03 

* 

l 
320 
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O 21 :r: 0.05 y 0.52 ± 0.09 n1vl/ s respechvamente; Fig. 138 y C). El decremento máximo 

alcanzado en 320 sen las células no eshmuladas fue del 38.9 ± 4 6% (n=7) y en las est;muladas 

con cafeína del 85.6 ± 2.3% (n=9). La v1ab1hdad de las células no eshmuladas con cafeína se 

detenrurtó con una respuesta a KCI 60 m!vf al iruc10 de cada expenmento. 

S::ONTENJDO DE Ca" EN EL RS DURANTE LA INCUBACIÓN CON CAFEÍNP, 

La ad1c1ón de carbacol (10 µM) 1ndu10 un incremento transltono de las [Ca2+)1 de 627 ± 90 

n1v1 que se mantuvieron en 253 ± 20 nM (n=39; F1g. 14). Durante el estímulo con cafeína, la 

1000 

750 

500 

250 

o Cch Cch Cch 

Cafeína 

o 50 650 700 750 800 850 1500 1550 

Tiempo (s) 
14. Registro original del efecto del vacwdo de los cJlnlclCc>nPs <.;cns1bJes ¿¡ tclfeina (10 n1J\;1) t'n J¿¡ 

uesta a CJfbrKOI (Cch, 10 p1\ll) Pn unJ céluld de NIL trcJquetJI 
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adición de carbacol no produ;o ninguna respuestd. Esta 1nh1brnón fue reversible (n:-7; F1g. 

14). 

La cafeína (10 rru\1) y la forskolina (curva concentrac1ón-respuesta, 0.32-100 µl\1) 

rndu;eron la rela1ac1ón de la contracción máxima producida por KCI (60 rru\1) en trras de 

'.VIL traqueal de bovino (n=3; F1g. lSA y 8). La ICso de la forskohna fue 14.48 ± 1.04 µM 

(n=3) La 1ncubac1ón con 32 µM de forskolina (ICS11, 2 rrun) redUJO en un 48.64 ± 11.24% la 

respuesta del carbacol 10 µM en las células a1sladas de A-1L traqueal de bovino (n= 3, F1g 

15C). 

--~ ·----- 'ºº ·::: e 
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EL U,\IOERSHOOT PRODLC!DO DESPUÉS DE RETIRAR LA CAFEII\:A 

La 1ncubanón con cafeína (10 1n\l) incrementó trans1tonamente las [Ca2+]1 en células de 

:vil traqueal de bovino (604 :r 42 n:vl, n=41) El lavado de cafeína 1ndUJO una d1sm1nuc1ón 

transitoria en las [Ca2-J1 (F1g. 16). Este decremento de las [Ca2-J1 es conoc1do en la lrteratura 

como undcrshoot (Fnel y Ts1en, 1992; Gan1tkev1che lsenberg, 1992, Baró y col., 1993, S1ms y 

col, 1996, Yosh1kawa y col., 1996, K1mball y col, 1996) y alcanzó un valor nún1mo de 70 ± 

5 n.\l (11=41) que fue seguido ~1or una lenta recuperación a la basal 1n1c1al (F1g 16) La 
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Jurac1ón promedio del underslwot fue de 148.8 ± 9.2 s, de los cuales el decremento máximo 

se alcanzó en 26 O± 1 7 s y la recuperación hacia !a basdl en 122.1 ± 9.0 s. Una vez que el 

ca2..- crtosól1co alcanzó sus niveles basales, una segunda est1mulac1ón con cafeína produ;o 

una respuesta s1nular (F1g. 16) . 

.!ff~CTO DEL Ca'" EXTRACELULAR EN EL UNDERSHOOT 

La ehmrnac1ón del Ca.2+ en el medio después de lavar la cafeína bloquea completamente la 
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recuperación del undcrshoot (f1=9; Fig. 17) Ba10 estas condJC1ones, un estímulo con cafeína 

mostró que el RS contenia 22.4 ::: 5.0% de su conterudo de Ca~~ en un pnmer estímulo y !.4 

= 1 4-% de ca:c.- en un segundo estímulo (F1g 17) 

P~PEL DE LOS CAC.:ALES TIPO L Y DEL INTERCAMBIADOR :\a·/Ca'• EN EL UNDERSHOOT 

El u11dcrshoot generado al retirar a Ja cafeína en presencia del D600 30 µM no se modificó 

con relación a un control previo (n=S, tabla 3) .. A.sí rrusmo, la sust1tuc1ón de 118 rnl'vl de 

>.iaCI en la solución de KRH por 122.6 rru\,I de KCI con e[ fin de tnduc1r la inact1vac1ón de 

los canales de Ca1"" DV por despolanzac1ón prolongada y ad1c1onalmente la 1nvers1ón del 

1ntercamb1ador i'·Ja.+/Ca2-, tampoco generó cambios en el undcrshoof (n=5, tabla 3). 
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Tabla 3. Efecto de Ja rnh1b1c1ón de los canales DV y la reversión del 1ntercamb1ador 
:\!a-" /Ca2+ en el undershoot generado después de lavar cafeína. Cada experimento fue 
e.emparado con su propio control 

Duración 
Caída 

Control 

!99.97 :!: 9.63 
2718::639 

Recuperación 172 79-:.:: 27.14 

Decremento 90±16 

0600 
30 µM 

Control 

Valores del undershoot (s) 
231.80±41.22 132.10:::11.10 

3S.63::: 6.04 

196.17d1.20 
21.87 ± 1.89 
99.7S:: 6.28 

[CaH]i (nM) 
83::18 108±37 

Sustitución del 
NaCI por KCI 

11-L35::: 1-t38 
28 51:::; 63 
85 81::: 12.36 

La adrcrón de 25 µM de benzarrul arrulonda 1nhib1ó la respuesta de la inversión del 

1ntercamb1ador I\Ta_,_ /Ca2+ 1nduc1da por la sustitucrón de NaCI en el medro por 143 nl.'.\1 de 

cloruro de colina (n=S, Frg. 18). La pre1ncubac1ón durante 8 minutos con 25 p?vl de 

benzam1I am1Jonda no ciltero el! 111Ldcrshoot (11=8, tablci 4). 

Tabla 4. Efecto de !a. 1nh1b1c1ón dP\ intercamb1adcr Na+ ¡c,1::+ con benzan1il amrlonda en el 
11111frr:::.!10ot genercldo al lavar 'dfeíncl. Cada expenmento fue comparado con su propio 
l'ontrol. 

J)uración 
c,1üia 
Recupl'rcición 

f)c, n·n1Pnlo 

Control Benzamil amilorida 
25 ¡tM 

Valores del undershoot (s) 
157 Sh ± -t 1.:;:~ 

!6.08.:: 1-t! 

l-!.L79 :_-t() Vi 

J-lll.58 :'." -t2.-t! 
25.76 J:: 1.09 

\ "i"i 65-;- -.\.7.70 
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EFECTO DEL ~dAGNESIO LA!>;T A1'0 Y 01ÍQlJEL EN EL UNDERSHOOT 

La 1ncubac1ón de las células de MLV A con 4 rn:\1 de magnesio o 200 µM de l<lntdno no 

produjo 1nod1frcac1ones en la basal de [Ca2+]i. El magnesio no mod1flcó al undershoot (11=4, 

F1g. 19) El lantano retardó s1gn1ficat1vamente el curso temporal del decremento 1n1c1al de 

las [Ca2+]1 durante el undershoot, pero sin modrflcar a la recuperación (p<0.005, 11=6, Ftg. 

20). 
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Se ha propuesto que el níquel induce el dpagado del Fura-2 (Mernt y col, 1989). Sin 

embargo, como se puede ver en ld figura 22A, las senales de 340 y 380 nm durante la 

perfusión con níquel no fueron mod1f1cadas. 

La incubación continua con 1 mM de níquel produjo una reducción srgn1f1cat1va del 

71..J- :!: 3 3% de Ja respuesta a cafeína (p<0.01, control= 620 ± 101 nM, níquel= 167 ± 28 ni\1, 

n=I3, Frg. 22/\ y 8). Esta reducción no fue progres1va, pues estimulac1ones repetidas con 

esta metilxantrna generaron respuestas s1m1lares (Fig. 22B). La velocidad de recuperación 

del undershoot en presencia de níquel fue s1gn1f1cat1vamente menor tanto en un medio 

normal (p<0.001, 1.8 ± 0.3 nM/s, n=8; con níquel= 0.1±0.02 nM/s, n=8) como en un medio 

despolanzante (p<0.01, 1.3 ± 0.4 nM/ s, n=4; con níquel'°" 0.2::. 0.1 nM/ s, n=4) con respecto 

al control sin níquel. 
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EFECTO DEL CONTEi'>:IDO DE Cd> DEL RS EN LA ENTRADA DE Cae- EXTRACELlJL . .\R 

Durante la incubación de las células en medio sin Ca2.,. se observó un decremento 

s1gn1f1cat1vo de !a respuesta a cafeína desde los 2 m1n de 1nroada la perfusión del medro sin 

ca2+ (p<O 05, n:=::: 6; F1g. 23A y B). La 1ncubac1ón por mas de !O mtn en medio srn Ca2 ... , vació el 

contenido de este rón en el RS (F1g. 238). La adición de 2 mM de Ca2+ a los 2, 4, 6 m1n de 

1nic1ada. la 1ncubac1ón en un medio sin Ca2"", prodUJO una entrada de Ca2- extracelular que fue 
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s1m1lar en los tres tiempos estudia.dos, es decir, que el tiempo necesario para alcanzar la basaJ 

de !as [Ca2+]1 previa a la incubación en un medio sin C.12~ no fue diferente, así como la 

velocidad de mov1m1ento de este 1ón Sin embargo, a los 10 rrun, la entrad.1 de Ca2_,_ 

extracelular fue mucho más rápida (p<O 03, n=6, 3, 6 y 5 para 2, -!, 6y10 rrun; F1g 23C). 
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EFECTO DEL MAGNESIO L.Ai'iT Ai'iO Y 'iÍOUEL EN LA ENTRADA DE e;> EXTR,ACELUL.AR 

E't\J CÉLCLAS CON EL RS V ACiO 

L¿¡ presenoa de magnesio (4 mi\1) o lantano (0.2 m\1) no modificaron la entrada de Ca2"-

extracelular en células incubadas por 10 rrun en medio sin Ca2+ (a=4, F1g. 24). Stn embargo, el 

níquel (1 mM) disnunuyó s1gnificat1vamente la entrada de Ca2+ de 2.2 ± 0.3 n1\,Ifs (p<0.001; 

control. n=5) a 0.1 ± 0.03 nM/s (níquel: n=5). Ad1nonalmente observamos que la entrada 

de ca:::~ en células incubadas durante 6 nun en medio sin Ca2+ el níquel también mod1f1có 
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s1gn1fKat1vamente, esta entrada (0.2 :e: 0.03 n\\'1/s; Ftg, 25). Cabe destacar que en ambos 

grupos la presencia de níquel produ;o que la entrada de Ca2_,_ fuera s1nuJar. 
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ESWDIOS in vitro EN EL ML TRAQUEAL DE BOVINO\ 

REGISTRO SIMULTÁNEO DE LOS CAMBIOS EN EL Ca> CITOSÓLICO Y LA COt-.:TRACCIOO: 
DE TIRAS DE ML DE BOVINO 

La adm1n1stranón de carbacol (1 O µM) a las tiras de ML traqueal produjo una respuesta 

b1fás1ca de! Ca2"'" intracelular, un pICo transitorio seguido de una meseta similar al de las 

células aisladas (F1g 26A y B). A.unque las [Ca2,.J1 se mantuvreron en menos del 30% del 

\'alar in1cral, el carbacol prodLIJO una contraccrón sosten1da en las tiras de l\.1L (F1g. 268). 

Cuando el tepdo fue incubado en un medio sin Ca2+, solo se observó el pico 1n1c1al y las 
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Una vez que se abatieron tas respuestas a la h1stam1na de los anillos bronquiales 

estimulados en n1ed10 sln Ca.2+, la adte1ón de carbacol (n=6) 1ndu10 una contracción 

sostenida (Ftg. 288 y C) Ld pre1ncubac1ón con 10 µM de ACP decrementó 

s1gn1frcat1vamente la contracción sostenida de los anillos bronquiales 1nduc1da con 

carbacol una vez que se les había vaciado el contenido de Ca1+ de los almacenes sensibles a 

h1stam1na (n=7; F1g. 29A) Por otro lado, Ja pre1ncubación con ACP bloqueó paroalmente 

la pnmer respuesta sostenida 1nduc1da por h1starruna en medro sin Ca1- (n=7, F1g 298). 

La pre1ncubac1ón de los anillos bronquiales con EGTA 1 mM (30 rrun en medro sin 
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ca:~, n=-t) drsnunuyó s1gn1f1catlvamente la pnmer respuesta a la histam1na en medro srn 

ca:_,_ (F1g 29B). La ad1c1ón de 1 µM de n1fedip1na (n=6) también 1nh1b1ó !a contracCJón 

inducida por h1stanuna en medio sin Ca2-.- (F1g. 30). 

EFECTO DE LA PKC EN LA CONTRACCIÓN DE LOS ANILLOS BRONQUIALES INDCCIDA 

POR CARBACOL Y POR HISTAMINA E:--.1 MEDIO SIN Ca'" 

La contracción 1nduc1da por carbaco! y por h1starruna en los anillos bronquiales no se 

1nod1f1có con la presencia de 1 µM de calfostina C (F1g. 31; n=5 y 6, respectivamentet 10 

ru\I de estaurosponna (n=S y 4, respectivamente) o 1 µ~1 de chelerltnna (11=6) 
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DISCUSIÓN 

PARTE!: 

REGU!ACIÓN DE !AS [Ca2•]i EN L'\S CÉLU!AS AIS!ADAS DE ML VA 

Ld dusenc1a de Ca2+ del medro extracelular de las células de MLV A de bovino produ;o una 

d1sm1nuc1ón continua de las [Ca2+]1 hasta generar un nuevo estado basal. De manera 

s1n1ultánea, el contenido de Caz-+ del RS también fue d1srrunuyendo. Esto podría sugerir 

que tanto en la membrana plasmática como en la ciel RS de estas células existe una salida 

lmportante de Ca2+ y que, debido a que no fue mod1f1cada por la despolar1zac1ón, esta no 

iepende del potencial de membrana. Se ha propuesto en el ML vascular, donde el R5 es 

Jna estructura muy cercana a la membrana plasmática, que el RS funciona como una 

Jarrera superficial amortiguadora (BASA) de Ca2+ entre el medio extraceluldr y el 

n1oplasma (van Breemen y col., 1995). En este modelo, el Ca2+ pnrnero entra al espacio 

ubplasm,í.t1co, zona localizada entre el RS y la rnembrana plasmática y pasa al RS antes de 

lifundirse hacia el m1oplas1nd Este 1n1smo fenómeno se ha observado recientemente en el 

.1LVi\ de perro (Janssen y col., !999). Nosotros observamos que la salida de Cd2- de Id 

é!ulcl fue 111,ís rápida cuando el contenido de Ca2+ del RS fue vaciado con cafeínd, una 

c111t1na que libera Ca2+ de este almacén (Pessah y col., 1987, Baró y co!., i 993) Esto pudiese 

1d1c,n que la BAS/\ de Cd2+ tan1b1t'n puede funcionar en el sentido inverso, esto es, que el 

S fiodría reguldr la salidd de estC' H)!l de J,1 ct\lula y por eso cuando este es vac1ddt1 con 

lll'1n.1, L'l l~S rE'duce su Cdf1dltdad dt' d1nort13uac1on \' l-'I (-dz+ l'1tosólrco se sc1!l' fdcrln1L'lltL' 

.' i,1 l t'luL1 l'n l'i n1l'd10 ..,1n c-.1~' 
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1\l retirar a la cafeína del n1ed10 de perfusión se prodUJO siempre un decremento 

reversible y transitorio de las [Ca2~]1. Este fenómeno conocido como undershoot ya se había 

observado en el ganglto s1mpát1co de sapo (Fnel y Ts1en, 1992), en el ML vascular y 

ventncular de rata (Baró y col., 1993), en las neuronas rruenténcas (K1mbal1ycol.,1996), el 

Ml de ve)!ga unnana (Gamtkevrch e Isenberg, 1992; Yoslukawa y col., 1996) y el MLV A de 

cobayos (Sims y col., 1996). i\lgunos de estos autores concluyeron que el undershoot es 

resultado de la captura de Ca2+ por el RS (FneJ y Tsren, 1992; Baró y col., 1993; Garntkevrch 

e lsenberg, 1992; Snns y col., 1996). Nuestros resultados confirman esta interpretación pues 

el ACP (5 µM) inhibió completamente al undershoot (Datos no mostrados). 

La cafeína rnhrbió Ja respuesta al carbacol en las células de MLV A de bovino. 

Wang v colaboradores (1997) demostraron en el ML traqueal de caballo que para 

producirse la respuesta a la clcetilcolina es necesaria la liberación de Ccl2+ del RS. Es 

probable entonces que la inhibición de la respuesta al carbacoI, producida por la 

:afeína, se haya. debido d la falta de Cd2_... en el RS. Sin embargo, la 1nh1bic1ón que 

Jroduce I,1 cafeina en la fosfodicsterasa del AMPc pudo contribuir tan1bién a Ja 

nh1bición de la respuest,1 al carb,1col. El 1ncren1ento del ,l\.MPc activa a la cinasa de 

roterntl A, !o cual result.1 en und 1nhib1c16n de la fosfolipasa C, y consecuenlen1ente en 

ll<l d1sn1inución en !a producción de IP:; (Ding y rol., 1997; Prestvvich y Bolton, 1995) 

dc..'rn<is se ha propuesto que- esta cinas,1 de proten1d 1-\ fosforila clJ rereptor de JP, 

snunuyendo su act1v1dad (Ding ~· co!, 1997; Prestw1(h y Bo!lon, 1995). En L"stt-~ trabajo 

1St'r\ ,1111ni, qut~ Ja 1ncuh<1rinn (On ',1/t'Jn,i n'L11,1 ),1 ( ontr<tcc1on 1ndu~ td,1 por Kl] dt' \,1.:;, 

d'> dl' lllt/<.,( uln fl')(l [LlLJlll\ll dt' ¡1(l\ Jllll p1tlb,1bk'tllt'!l[L' ¡1LH' J,1 dClllllUt1c1nn dt' \\!!\. 
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Ade1nds, con1proban1os que la inducción directa de la formación de .A..~1Pc con 

forskolina, un agonista de la adenllato ciclasa, inhibió el 50% de la respuesta al 

carbacol en las células aisladas de MLV A. Estos resultados sugieren que además del 

vaciado de calcio del RS, el incremento en el ~\MPc producido por la cafeína 

contribuye al abatimiento de la respuesta al carbacol y que Ia anulación de Ia respuesta 

del carbacol se debía el que el RS se encontraba vacío por efecto de la cafeina. 

LA RECUPERACIÓN DEL UNDERSHOOT 

En la actualidad se desconocen los mecanismos involucrados en la recuperación de la 

basal del Ca2 .. crtosó!Ico durante el undershoot Nuestra h1pótes1s fue que el Ca2+ 

involucrado en esta recuperación provenía del medro extracelular. De hecho sr fuese así, la 

teoría de la BASA de Ca2+ podría explicar el lento incremento de las [Ca2"""]1 durante la 

recuperación del u11dcr::.hoot, debido a que el Ca2+ que entra a la célula es capturado 

Jnmero por el RS antes de llegar al mioplasma. En este sentido, observan1os que la 

·ecuperac1ón del r111dcr::Jioot fue bloqueada en medio sin Ca~+, lo que confirmaría su ongen 

,xtrc1cclular En el iVIL\'A, como en otras células excitables, la vía de entrada deCa2+ más 

nportante es d través de los cdnales de Ca2+ DV (Dolph1n, 1996; Bourreau y col., 1991). De 

eL·ho s12 ha demostrado unc1 vía directa para el rellencldO de Ca2+ del RS el través de los 

1ndles DV tipo L l"n el .\ !L \' ."\ dt' perro cst1n1ulddO con dcet1lcol1na (Bourreau y 1.·oL, ¡ gg 1 ). 

n crrtbdrgo, nosLHn1<> l·l1n1proban1os que ld 1nh1b1c1on con 0600 o la 1ndct1vdc1on de Jos 

11.111.•-, d1.' ('d~· DV 1ndLH H .. Ll pnr Ulld dL'<;pO!dnL,ll.JDn ~o~t1.'n1da l'Oll dlto K('l 1.'n J,1.; ccltiJ,1.; 
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drrecta propuesta por Bourreau y colaboradores (1991) es activada sólo por agonistas 

como Ja acetrlcoüna y no por la cafeína. 

El 1ntercamb1ador Na+ /Ca::.- ha srdo relacionado con la regulación de las (Ca2+)1 al 

mantener la homeostas1s de Ca2- del espacio subplasmát1co de las células de ML vascular 

(van Breemen y col., 1995). No obstante, la part1c1pac1ón del 1ntercamb1ador Na-/Ca2+ en 

la regulación de las (Ca2-'-]r en el i\.1L \;'A ha srdo cuestionada por otros autores (Fle1shmann 

y coL, 1996; Janssen y col., 1997) En este contexto, la inlub1c1ón del 1ntercarnb1ador con 

benzamil o la 1nducc1ón de la 1nvers1ón del intercamb1ador Na+/Ca2+ al sust1tu1r NaCl con 

KCJ (Baartscheer y col., 1996) no modificaron al andershoot, sugrnendo que este 

transportador no part1c1pa en este fenómeno. 

Para caractenzar los posibles mecarusmos involucrados durante el undershoot 

utilizamos niquel, un metal ampliamente utilizado como bloqueador de canales de Ca2+. El 

níquel tiene la venta;a de que produce efectos reversibles, no forma precrp1tados insolubles. 

Se sabe que, a bc1JaS concentrac1ones, el níquel (<1ml\.1) es capaz de inhibir Jos canales de 

ca.:-... tipo T de célulds del nódulo s1no-atnal y neuronas sensonales (Fox y coL, 1987; 

Hc1g1wara y col., 1988) y el dltas concentrac1ones (>1mM) las cornentes de los can(1les tipo Len 

:"vil vascular (Blackburn y !-11ghsm1th, 1990}. En miacitos traqueales de bovtno, Mad1son y 

:olaboradores (1998) deterrn1naron que el níquel decrementa la basa.J de Ca2+ c1 

oncentrc1c1ones de O 3 n11\1 \' cllcanza. su máx1n10 con 2 ml\1, pero ninguna de estas 

onll"ntr,1c1onPs vací~1 con1plt'l.in1ente el contcn1do de Cd21 del f\S En este trdba10 

L'll'rn11nctn1n~ qu1:.' 1.'! l\K]U1.'l \l 1n\!) 1.'S 1.'<lf'ldL d"' gL'lll'rar un nuc\'o t''>t,1do b,1sdl l'lln b,lJdS 
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estas células es rnuy 1mporrante. l\drc1onalmente, el níquel 1nh1b1ó la recuperación del 

undcrshoot, por lo que la entrada de Ca2:'" por la vía sensible al níquel de alguna forma esta 

partrc1pando en este fenómeno. 

Se ha propuesto que el rúquel 1niube la IIberacrón de Ca2+ de los almacenes 

intracelulares (Nasu y col., 1993; Hughes y Schachter, 1994). S1 esto fuera cierto, conforme el 

níquel ingresara a la célula se hubieran d1srrunu1do las setiales del Fura-2 en vista de que 

este rnetal provoca cambios conformac1onales en el marcador fluorescente que lo "apagan" 

(Sh1buya y Douglas, 1992). Ya que no se observó este decremento, podemos descartar un 

efecto drrecto del rúquel en el 1ntenor de célula, por lo que se restnnge la acción del níquel a 

sus efectos en la membrana plasmátlca. 

En las células no exotab!es, Putney (1986, 1997) propuso la Teoría de la entrada 

capacitativa de Ca2 _,. que plantea un mecanismo en donde se genera el ingreso de Ca2+ 

extrace!ular cuando se vacían los almacenes intracelulares de este tón, Esta vía de entrada 

de ca.:: ... se activa cuando los almacenes se vacían y se inactiva cuando se llenan En e\ ML 

de trdquea de humano se ha descnto un incremento continuo de las [Ca2.,.]1 debido a la 

entrcKid de Ca2+ después de vaciar al RS, de la misma forma como sucede con !a entrada 

capa:c1tat1va de Ca2+ descnta en células no excitables (Amram1 y cot, 1995) Debido a que 

comprobamos que 1,1 c,1feína vacía el contenido de ca::+ del RS, consideramos posible que 

'd recuper,1c1ón del 1n1dcr::.!1oot pudierd deberse d id entrada capac1tat1va de (~<.1 2 ~. Se ha 

Ú'rnn.;;trddl~ que c'l níquel 1nh1be ¡1drc1al1nentc 1~1 l'lltrada L·apa.c1tat1va de c._·a~+ (l·loth y 

\'llI1l'C, ¡gg:;) No."iotro.., t'!l(Ontr,1111D~ qul' ! 111.\'1 dL' n1qul'l rL'trciso l'C)!lSidL'rdbk'nlL'ntc J.1 
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capaces de bloquear ld entrada capac1tativa en los ML traqueal y vascular (Yang, 1998; 

Yosh1mura y col., 1996), no afectaron la recuperación del undershoot. As1m1smo estos 

catlDnes, 1nagnes10 y lantano, no afectaron la basal de Ca2"" como en el caso del níquel, lo 

que pudiese 1nd1c,1r que los pnmeros nü comparten la 1nh1b1c1ón de los mismos canales de 

Ca::..- que el níquel. Es probable entonces que la vía de entrada de Ca2+ sensible a[ níquet, 

pos1ble1nente una vía ?as1va de entrada de Ca2+, sea la vía que este paruc1pando de 

manera 1n1portante en la recuperación del undershoot. Otra h1pótes1s es que la entrada 

capac1tat1va de Ca2"'" en estas células sea a través de canales insensibles a lantano y 

magnesio Se necesitan más expenmentos para comprobar ambas hipótesis. 

En este trabajo se demostró que el lantano (0.2 mJvf) produjo un retraso del 

decre1nento máximo al 1n1c10 del 1111dershoot. Es conoc1do que este decremento depende 

totalmente de la bomba de ca::."" del RS. Previamente, Gan1tkev1ch e fsenberg (1992) 

observdron que el uso de 3 mM de \a_ntano bloqueó totalmente al undcrshoot. Se sabe que 

este i:dt1ón es permeable el lclS células de ML vascular a concentraciones supenores El 0.25 

n1iVl (Shibuya y Douglas, 1992; Sh1m1zu y col., 1997). Aunque utiltzdmos una 

concentración de este cdtión que supuesta1nente evita. que entre en Id célula (0.2 miVl) 

(Sh1n11zu ~'coi, 1997), dl n:-trdsdr el 1n1cro del undershoot, sugiere que esta t'Oncentrac1ón de 

dntdnO penetrad la celuld y probabJe1nente inhibe d ld bomba de ca::+ del RS, por lo que 

10 e.s rccon1endable util1zar esas c0ncentrac1ones pc1ra estuchar este fenón1eno 

RFCUL.\CJON DI' L.\ ENTRAD.\ m: e.e !'OJ( El. CONTENIDO DE e.e DEL RS 
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sentido, se sabe que en células no excitables hay una relación entre la cantidad de Ca2
-'- del 

almacén y el curso temporal de Ja entrada de este 1ón (Jacob, 1990; '.'vfontero y col., 1993) 

En las células de :Vil V A de bovino se observó que la perfusión de medio sin Ca2- produ;o 

una d1sm1nuCión de Jas [Ca2+]1 y que la reposición de Ca2+ al medro de perfusión (2 1n1VI), 

prodUJO un incremento de las [Ca2+]r hasta alcanzar !a basal 1n1c1al. El incremento de las 

[Cd 2+]1 tuvo la nusma velocidad independientemente de que el contenido de Ca2+ del RS 

fuese del 10 o del 80%, pero se volvía mucho 1nás ráprda cuando se vaciaba 

completamente este almacén (Ftg. 23). Las d1ferenc1as s1gn1ficat1vas en la velocidad del 

incremento de las [Ca2+]1 pudiesen refle;ar la activación de un mecanismo diferente de 

entrada de Ca2+ entre las células con el RS parcialmente vacío, con las que tienen este 

almacén totalmente vacío El níquel 1nh1b1ó la recuperación a la basal de las células con el 

RS parcial o totalmente vacío, sug1nendo c¡ue todos estos 1necan1smos comparten Id 

c;cnc;1bd1dad el este catión. De esta rndnera el níquel, di ser una herramienta 1nespe'--itlcc1, 

nos unp1d16 disecar farmacológicamente !os 1necan1smos c¡ue pudieran d1h""renc1dr Ja 

entrada de Ca.2+ cuando el RS estaba parc1aln1ente vacío de cuando estab,'t tota!n-iente 

Vcll'iO Sin en1bargo, el magnesio, otro catión con efectos muy srm1lares al níquel '-·01110 

1nh1L11dor de ta entrddd i..:apt1c1tat1v,1 (Yosb1n1ur,1 y col., 1996), no afectó a la !'ecuperac1ó11 

de lds células con el RS Vdl-ío. /\d1c1onalinente, el lantano, potente bloquecldor de lds 

COffll.:'llteS de (:'rltrddcl lclpc1Cltc1t1Vd de (~,1 2 ", !d bOlllbd dt> (",¡::+ p!dStTl¿ltICd Y pr<Íl·t1C,lll1C'11(l' 

l'Ud!qurvr 1.'lltrddd y ~dlldcl de ( ',1~· (Jloth }' re1Hll'L 19ºJ, Hrlle, 1991) tdnlpoco dJL1Cto 1,1 
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una gran acumulación de fosfatos de inosrtol en el i\1LVA de perro (Bazán-Perk1ns y col., 

1998, CarbaJal, 1998). :\o obstante, en este mismo te)ldO la h1stam1na no induce un 

incremento s1gn1f1cat1vo en la acumulación los fosfatos de 1nosJtol, sug1nendo que este 

autaco1de mov1ltza pobremente Ca2'" del RS (Bazán-Perk1ns y col, 1998; CarbaJal, 1998). La 

deficiente producción de fosfatos de 1nosrtol generada por la h1stam1na co1nc1de con la 

pequeña respuesta de contracción del l'vJL en perro y bovino inducida por este agonista en 

el n1ed10 sin Ca2+. Podemos entonces sugenr que la contracción sostenida de los anillos 

bronquiales de perro 1nduc1da por la h1stamrna en un medro sin Ca2+ moviliza este 1ón de 

una fuente diferente a la relacionada con los receptores a IP3 del RS. 

La pos1bie ex1stenc1a de otro almacén de Ca2+ en la contracción sostenida de los 

:1n1llos bronqura1es 1nduc1da por h1starruna esta apoyada en el hecho de que el carbacol 

:lún produce una respuesta sostenida en teJidos a los que previamente se les agotó el 

:onten1do de Ca2+ de los almacenes sensibles a este autacoide. Esta respuesta al carbacol 

ue bloquedJa con ACP, lo que sugiere que este almacén es el RS. Altas concentraciones de 

~GT A (1 n1l\:l) pueden bloquear la contracción generada por carbacol que no se 1nh1b1ó con 

\CP (\lontdi1o y col, 1996), apoyando la h1pótes1s de que el Ca2+ proviene de dos fuentes, 

1 RS (sensible a ACP) y una probdble fuente en la membrana extracelular sensible el EGTA 

m\'I (rnsens1ble a .i\CP) Es probable que la d1secc16n del ML pueda daildr estcl fuente y 

or eso solo se observd l'n bronquios (l'dontai10 y coL, 1996). Esta fuente t'xtrdl"l"'lular de 

d~· pl)dnan ser lds CdVl'ülde, rn\ ag1ndcrones de Ja n1en1brana de 50-100 111T1 ol)c;ervcldds en 



- 58 -

de la membrana plasmática del !\..1L de tráquea de perro se marcó intensamente con 

caveol1na, un marcador para caveolae, sug1nendo la presencia de caveolae en este teJidO. 

1.\d1c1onalmente estos 1nvest1gadores encontraron que estas caveolae co11tienen grandes 

cantidades de canales de Ca2.,. tipo L, bombas de Ca2"'" de membrana plasmática, 

calsequestr1na y calreticulina, estas dos últimas proteína a la que se unen el Ca2- (Darby y 

col, 1997 v 2000; Shaul y Anderson, 1998). Igualmente, se ha demostrado que las caveolae 

son sitios de la membrana plasmática donde se encuentran una gran vanedad de 

moléculas relacionadas con la transducción de señales. proteínas G, fosfo1nosít1dos, 

receptores a [P3 y algunas enzimas relacionadas con fosfo1nosítidos (Hope y Pike, 1996, L1 

y col., 1995; Song y col., 1996 y 1997; Shaul y Anderson, 1998,). Debido a que en el ML el 

RS es una estructura muy superf1c1al, hay espacios de gran prox1nudad entre las caveolae 

y el RS (Gabella, 1981). En su con1unto todas estas evidencias podrían sugenr que el 

MLVA está prov1sto de caveo!ae que podrían funcionar como almacenes de ca:..- para 

contrlburr con este 16n durante ld contracc16n sostenida A favor de esta lupótesls, Shdul y 

Anderson (1998) y lssh1ki y Anderson CJ999) recientemente propusieron que las caveolae 

parecen estar involucradas en Ja regulación de seil.ales de Ca2"'" en la superf1c1e celular 

Por otro lado, Wheeler-Cldrk y Bu;a (1995) dernostraron que el ghcocalix de célulds 

de ~1L vascular de perro puede servir corno una superficie restnng1da que ev1td ld p0rd1da 

de c·~1 2+ extraceluldr en lcis Vf'l'rndades de !d célu!cl en n1ed10 sin Ca2". En !u.s ,1ntllos 

bronquiales la presencia dP t"'<;tc TT\eCc1nrsn10 podrL1 explicar por qué los dln1,h\'ncs dL"' la 
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producida por carbacol en medio sin Ca2"'" en los anillos bronquiales de perro (.\:lontaño y 

col, 1996), sugiriendo que los cana.les de Ca2- tipo L de estos almacenes extracelulares 

pudiesen estar involucrados. Esto 1mphca que el carbacoJ induce la apertura de los canales 

de Ca> DV Uanssen, 1997) La est1mulac1ón de los receptores H 1 tienen una acción simila.r, 

pues la respuesta sostenida 1nduc1da por la h1stanuna en un medio sin Ca2+ fue bloqueada 

con1pleta111ente con n1fedipina (1 .ulv1). Por otra parte, la ad1c1ón de 1 m..\1 Ge ECTA con el 

ob1et1vo de reducir la cantidad de Ca2+ del almacén extracelular de Ca2+, 1nh1b1ó totalmente 

la contracción sostenida de los anillos bronquiales generada por h1starruna. Esto 1nd1ca que 

la h1stam1na probablemente mov1hzó Ca2- de los almacenes extracelulares. 

La posible fuente de Ca2+ extracelular sensible a h1starruna requiere de la actividad 

de la bomba de Ca2 ... sensible a .ACP, pues este 1nh1bidor bloquea el 47% de la contracción 

sostenida inducida por h1stam1na en medio sin Ca2+ Esta 1nhib1c1ón fue rnenor a la 

observddd en el caso del carbacol (82%), mostrando que la bomba de Ca2"' presente en 

estos ,1\n1c'l.cenes extrace!ulares es menos sensible al ACP que los del RS. Adem,ls esto 

podríd 1nd1car que la dct1v1dad de la bomba de Ca2+ de los almacenes de la 111embrana 

extracelular para la movil1zación de Ca2+ es 1nenos importante cuando el RS no es Vdc1ado 

por la forn1dCHín de rnosrto!es. Por otro lado, id 1nh1b1ción de la respuesta c1 la h1sta1n1nd 

inducida por el ACP c'n 1ned10 sin Ccl.:.- tan1b1én pudiera ser expilcada por el incremento 

1n1c1aJ dl" Cd2"', debido d la apertura de los Cdnrlles de Cd2+ tipo L de los alinacenes dP lc1 

I1ll'1nbran,1 c-..:tr,lcelul,11·, qui:' ~1drc1ct!n1cntc 1nov!l1zaríun c'l (=d2+ ~1roven1en!t1 dP ll)s l·dncilvc; 

dt• (-,\.-. -.,i'1y..;1b\,'<:, ,¡ ndnPd1n<1 [...,¡,)..; nYc'pton'" h,ln c;1do obc;cr\ddo'> l'l1 l'i r;:.:.; dl'l \!l \./,\ 
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La cantidad de Ca2+ intracelular requenda para mantener la contracción sostenida 

debe ser pequena. Durante un estimulo colinérgrco en las tráqueas de perro y bovino, las 

[Ca~:·]1 se incrementan trans1tonamente y descienden a niveles ligeramente superrores 

sobre la basal rnH:ral, rruentras la contracción es sostenida todo el tiempo (Takuwa y coL, 

1987; Yang y col, 1993b). Este fenómeno fue atnbuido a la PKC debido a que esta proteína 

red u ce el requennuento de Ca2+ intracelular para mantener la contracción (P ark y 

Rasmussen, 1985; Takuwa y col., 1987). Aunque la activación de la PKC ha srdo 

involucrada en las respuestas sostenidas del MLV A (Gerthoffer, 1991; Rosseth y col., 1995; 

Roux y col., 1995), no hay un acuerdo acerca de su papel. Las 1soenz1mas de la PKC 

dependientes e 1ndepend1entes de Ca2+ se encuentran en el NILV A (Donnelly y col., 1995). 

S1n embargo la contracción sostenida de los anillos bronquiales inducida por carba.col o 

histanuna en medio srn Ca2- no fue bloqueada por los inh1b1dores de la PKC calfost1na C, 

chelentnna o estaurosponna sugiriendo que la PKC no está involucrada en este fenó1neno. 

Los antecedentes antes 1nenc1onados sugieren que el ca:::+ rnov1ltzado por el 

carbacol para la contracc1ón sostenida del l\.1LV A en un medio sin caz .. pudiese prov~n1r 

de das estructuras, una intracelular, el RS, y otra en la membrana plasmática, las caveolae. 

Rec1ente1nente Carbajal Y' colaboradores ('!999) demostraron que la contracción sostenida 

de Jos anillos bronquiales de perro es 1nh1b1d,1 con rOJO de rutenio, un bloqueador de los 

c,1ndlt'S de l~a~- de RS sensrbll-'s d ndnodina Esto podría 1nd1car que debido d lcl 1;>XJStl'nCtd 

de sit1c1~ donde J,1 n1en1brdn,1 dt>l dln1dcen cxtraCL'lul,1r \' el RS se encuentran rnuy 
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act1vac1ón de receptores sensibles a nanodrna, como de los almacenes extracelulares, por 

los canales tipo L activados por despolanzac1ón (;\.1ontaño y col., 1996) regenerando el 

tncremento de Ca2+ en estos espacios y después, tras la suma de señales de origen s1m1[ar, 

generar ondas de Ca2- con pos1b1lidad de d1fund1rse en toda la célula (Kargacrn, 1994) De 

esta rnanera después de haberse 1n1c1ado la mov1lizac1ón de Ca2+ por la acción de un 

agon1std, la respuesta puede mantenerse generando la contracción bronquial sostenida. 

En conclusión, nuestros resultados sugieren que la contraccrón sostenida de los 

anillos bronquiales en medro sin Ca2-.- es independiente de la actividad de la PKC y el Ca2-.

necesano para esta respuesta rnducrda por carbacol proviene de dos fuentes: la sensible a 

:·\CP (el RS) y una fuente de la membrana extracelular sensible a 1 rru\'1 de EGTA, 

probablemente las caveolae y el glrcocalrx. La h1stam1na aparentemente sólo mov1hza ca2+ 

Je la fuente de Ca2-.- de la membrana extracelular y este almacén depende de los canales de 

:a~~ tipo L. 
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PERSPECTIVAS 

El Ca2" es un mensa1ero primordial en la contracc:ón del ML \'A. EI prrncrpal depósito de 

=::a2- en la célula es el RS. Como observamos en este trabajo, este almacén tiene un 

lmportante papel como amortiguador del Ca2+ en la célula. También observamos que las 

fuentes de Ca2+ de la membrana plasmática, posiblemente las caveolae y el ghcocahx, 

:ontienen el suf1c1ente ca2+ para mantener la contracción bronquial en un medio sin Ca2.,. 

Es probable que la fuente de Ca2+ de la membrana plasmática también sea un sistema de 

21mort1guarniento de Ca2- en la célula como lo es el RS. ¿Porque es tan importante que 

:::x1stan tantos mecanismos de amorttguarruento de Ca2+ en las células de MLVA? Este 

tejido esta involucrado fuertemente en patologías como eI asma, donde el MLVA se 

:ontrae exageradamente reduc1endo el cahbre de las vias aéreas. En este contexto, los 

mecanismos que mantienen el gradiente de Ca2+ de 20,000 veces menor en el medro 

intracelular del extracelular deben ser muy eficientes para evitar que se generen respuestas 

palológ1cas en el MLV A. De esta manera cada s1ste1na que participa en la regulación del 

:a2+ en las células permite un mayor control en la contracción. 

Sería interesante estudiar a lc1s caveolae como un sistema de amorhguarruento de 

:::.de.+, y su posible relación con el RS Para esto es necesano usar herramientas como el 

ncd10 sin Ca.2+ y el .L\CP, que nos permitan d1strngu1r entre el Ca2+ de las caveo!ae del Ca2+ 

~el 1ned10 extraceluldr y del Cd 2 f- del RS. Recientemente nosotros observan1os que es 

ll'll'Sclncl lc1 c1ct1vdc1ón del receplt~r-c,1ndl dt> ntlnndina para qut-" se lleve d cdbo Ja 

u11tr,\l ,·1(1n hronqu1dl ;,n'l\'""n1d.t vn un nLL'd10 .;;111 ( ',1'-" {C-arbdjdl y col, 2000) Un,1 prc•gunt,1 
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se podría contestar ya sea utilJzando un doble marcaje con anticuerpos contra los 

receptores de nanodrna y caveohna-1, o funcionalmente estimulando con cafeína a 

bronquios previamente incubados con CPA en medio sin Ca2+~ 

Finalmente se exploraría la posible ex1stencra de canales TRP en estas células así 

como su d1stnbuc1ón en la membrana plasmática, con el fin de observar si se encuentran 

en las caveolae. Por otro lado sería interesante deternunar sr la entrada capacltatrva de 

Ca
2
+ se puede producir por el vac1am1ento del Ca2"'" de las caveolae. 
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Anexo I. 
ARTICULO: 
Involven1e11t of different Ca2+ pools during the canine 
bronchial sustained contraction in Ca2+ free mediu1n: 
Lack of effect of PKC inhibition. 
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)stract \Ve evaluated the role ofprotein kinase C (PKC) 
the sustamed bronchial contract1on (SBC) mduced by 

·bachol (Cch) ar histanune m a Ca2- -free medium and the 
>~1b1Jity that each agonist uses a d1fferent Ca2~ store far 
s re'.:>ponse We studied thnd-or<ler bronch1 and airwav 
ooth muscle (ASM) from first-order bronch1 d1ssected 
e ar cartdage and ep1thelium. Bronchial and AS.M re
ms1veness to Cch or histamme \\ete evaluated m Krebs 
ut1on (2 5 mM Ca2-) and 10 Ca2--[ree med1um, Cch and 
!amine mduced an SBC m bronchw.l tissues in C::i 2--free 
d1um Jn ASM each agorn'.:,t produced a trans1ent con
:twn. but the response to h1stamine was much .)maller 
l mduced <l concentrauon-dependent nccttmu!alion o( 
::.1tol pho'.:,phates (fPs) in both bronch1 and AS:vf. howe\
Ju~tamine did not mdtice sil:~nificant accunJLdation of 

Repe:.ited exposure to his!;mme m bronchial rmgs 
Ji~hed contrnctde responses 1n Ca'-·-free media. but Cch 
ed :111.erw,irds ::.t1ll produceJ a ~us!a1ned con1n1ct1on 
s re::.pon'.:,e v.as blocked when bronchia! l1%tle'.:, were 
ncuba!ed w1th 10 µM cyclop1<Von1c ac1d (CPAl Bne( 
1ba11on ofthese preparat1ons \\llh a high EGTA conccn
on ( 1 1nM) abol1sh<!d tl1e histamme~1nüuced SJ3C'. The 
'11H.iuced by Cch or h1stnm111c m Ca='--íree medrnm wa~ 
.11Iected by the preincubat1on of the 11ssues w1th calpho
C. r.::helcryrhnne or ~t:nirosponnc. \Ve concludcd thal 
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Cch mobil1zes Ca2- from two d1fferent sources dunng the 
SBC m Ca2-·free mediwn: from a CPA-sensitive one from 
sarcoplasm1c reticulum (SR) and from a putat1ve extracel
lular membrane Ca2- pool sensit1ve to 1 m.\tl EGTA. and 
ne1ther process mvoh:ed PKC acuvat1on Histamine ap
peared to ut11ize the extraceJlular membrane pool on!y 

Kcv word~ Protem kll1ase C · Intracellu!ar Ca='-· 
Br¿nchrn! su:.tamed contraction · Ca2--free medium 

lntroduction 

In a1rway '.:,mooth muscle (ASM). con!rnct1on mducc<l b;. 
cholincrgic agoms!s depends on Ca2- inI1ux through \Olt

agc-depen<lcnc Ca='- channels (L-type). receptor-opcrat..::J 
Ca='- channels and on Ca2• re!ease from sJrcopl:1~m1c rct1c
ulum (SR) by mosrtol-1.4.5-tnphosphate (JP 1} .:tlter 1cccµ-
10r st1mulat1on (Baron et al 1984: Cuthben c1 ~il i9G...J.. 
KaJrta an<l Yamaguch1 1993). On the oiher hand. histamme
mduced contrncuon.:i. l1ke those to KCI. <lepenJ l,11gdy on 
cxtracel!ulur C..i='- cntry. Compare<l to carbnchol (Cch). 1h1~ 
autaco1d 1s poorly able to mobih%e Ca2• ll"orn 1111ern:1I 
'.:,tores, ;1t Jca't m canme a1rway (Kannan e! al J 987) 

Con\rw.:uon" mduced by Cch havc tv..o componenb :m 
1ml1J! fa:-;¡ re:.ponse (phas1c) followcJ by :1 :.u~wrneJ con-

1rnc11on (!Omc: Rodger !985) Thc IP,-induccd rek:i~c o( 

:.torcd Ca> from SR ~eems to mcdiollc th:: rnnr:il 1c:,,pon'" 
( KaJrl:1 .md 'ú1m.1guch1 1993) In contr;.1,,t. prote1n kma'.::>C C 
(PKC) 1cgL1i,111on of',cvcral :.tep~ ol !he ~Ll'>l.1111<..'d c1~n11.1c
IJOll mcch:1111:.m h.1~ becn propo~cd (K<l1IL1 .ind 'i"am.1:.;uch1 
1'1'l3.Pe1pc1 e1:1l 1')9(1) 

\\'e prL'\ 1ou~ly no1cd !hat. in camnt t1:1d1e:1I \S\1. unJcr 
(_ .1 --:ice L'<.md111on~. Cch mducc~ .111 IP.-dcpc11dcn1 l:hl 

11.lll~!L'll( C1l11!!.IL'llO!l, \lh<:r<.!.I~ l!l C.111111L· bitlnch1 11i1~ .)~\)· 

111,1 mducc,, ,1 ,ll,!.l!JK'd (fü!1Jl') L"tH111.1c1:1Hl 1h.1! h.b llul 
ht•cn \\~·11 d1.H~'Cklllt'd ('.'.!,ln!.:ú11 el .il J'J<}¡,¡ 

;·hu~. tht· .·un ,1¡ th..: t'r<:~l'n1 ~rud;. 11.'' ¡,, i'" ~-- 1lw :1.h 

\ll'k ltlk ,,¡ .''.(l ,'\'[¡1,illt1ll l1l fjl(,' L.lll!Tll' ''llll\Lhi.d 'lh 

1.•11wd ~\'1111.1..:11<>11111,ll:c~·d h'. t d1 111 l.' ·1._·,· 11~,-d1,::!' .:h! 



ci contra~t the mechanism of the Cch-1nJ,1ceJ r~~p\\ns-c to 
hato! h1::-t,1mme 

~aterials and methods 

'""e l"i'!"""11m11 \fongrci <1op ot c:thcr ~~\ ¡20-25 \,:g:J 11cre 
ulcd J~ ,111 01crdo>c o!~Cnl<lbarn1t1I ~od1um { 100 mg k.g ·). fo!l0\\-

1g .i ¡irot0c:ol .n1pro1r.::d by our Anim..il ( .1rc \omm1t!ce rhc c\pen-
1cn1s \\ere c'(lílducred ,n Jccordancc 11 :th thc puo1:,hcd Gu1dmg Pnn
plc~ m thc C .irc and ls.: of Anml.JI> . ..i¡:i;iro1ed b~ the \mer;can 
h;.-~101og:.:Jl Soc1ct~ -\ftcr iungs wcrc 0;:\CJ~ed, !1\ü t}ocs ot '.Jron-
1ia1 :irenar.rnon;; 11cre obtamcd: ( \) bronch1ai rmgs ot th1rd order 
·rd-Bl 11crc a:sscucd free ofadhercd fat and conncct11e nssuc. but 
ir o! c.lfT 1,1\!C and c::i:thel1um, at room tcmpcrature m O\\ genatcd 
rcb' '-OIU!IO~- {2) :lln\.'.l! >mooth mu~c1c (A$\1) stnps IH:r~ d1ssect
¡ trom fp,1-oracr ::ironchr. usmg ,\ ~tereosco;i1c m1cro~cooe Ntkon 
1\ !'."I O ( l.'1k;o. J:::ioan t ter prcnafe t1s,uc> 111thout c.'.lrt:·age and ep•
e:ium ,¡, nre\lOUSl:> dcscnocd (Y!ontaño et ni 1996) 

fo en>urc that a:ssccno(l of c;rru!J.gc Jnd cp1thclium <l<lmag:c werc 
1mmul ~onccntratmn-rcsnon;c curve; to Cch v.crc construc!ed w1th 
1d w1thout c.lf!llagc .'.l.nd c

0

p1thchum d,sscct1on: therc 11cre no s1gmf-
1nt diffcrc11cc., :n tnc E(,0 V:l!ucs (0 2t±O 034 IJ .'4±0 025 ,ll'.1.1. rc
cct11cl). 11-4) The E.,." 1alues could r.ot be d1rectJ1 compared be
use of rnc J¡fforcnt conwbut:ons of ~mooth muse Je to thc \\e1ght 
ed to nomu]:7c the dat'.l 

m1111(11/i11 ('tµermt('!/I' 3rd-B ..inJ \')\1 oreparat·ons 11erc ~us
ndcd in urg:Jn bath; cont:i.mmg Krco-. -.olut1on 11nh .naomethacm 
O tl:>.1) rJ1e nng> 1;cre maintJmcd JI 37°( Jnd ..icrJtcd \\ :th 5% ('Q, 
U'\!gcn, pH 7 4 homctnc tcn~1on 11;1.' r..::cordcd on a BcckmJn R 
2 dynogr.mn IBcc1crnan Jn,trume111;, Cauf, LSAl \,J .'.l mcch
oc1cctrn.:,il transduccr iGra~> FT03. GrJ,s fn,trumcnts. Caaf. 
>Al l're:i..irJtton> 11cre cqullib¡-;:¡tcd for30 mm undcr a rest~ng ten
'º of 1- 1 5 g ¡:ir:or to tc;ting. th1~ tcn<,:,1n \l.b prcu<iu~J;.- ;;hown to 
::d ,1ptm1.1i .lc.l.\C tcn,1on Prcp;irJ!1on- werc thcn ~nmu1atcd thrcc 
lL' 1> 11h 60 mY! KC'l unnl rn..i\1mum ~t,iblc rc;pon'e> 1>crc oo
nLd K.ic:'' Hliut1011 compo,1t1on \l.\' .l' t<)i'<lll' 1m\ll 11:' !'...J\l. 
'K\:, 1 2 ~,1!{,1'0". 1 2 \fo.SO, . .::.:: T\.1Jl\(l., 2 5 C.1C,. {urnco> 
1cn1:,c 'ncc:tic(!l Jnd 11 c'.iu"Cosc . 

\'Jroncl11Ji Jrld .\<;\! rc'p~on,11cnc'' !(> l-(',,,1t \di 10,:;4 u\1) (1r 
h1,tJm:nc ( 10 1¡).J, oubm;i>;1m,1l c·nnccnwu1nn I 11 ere c1alu~tcd 
Krclh '":utl\ln (2 5 m\J C.1>) .md 1n C.1: ·free mcd:um 10 C.1:· 
lcd 1 o 1 m\.J 1-Gl·\ to dunm.11<· po,owlc ci: cont,1m111;i11nnl 
·\t<ltl' ,¡ud:c' 'h<mcd th.1t thc ,1dd1!1<lll ,1f() 1 m\11-Gl,\ to a nom-
1!\ t .1: -trcc "lhlllon mc:1,urcd 11·1tb tlic c:llc.11111 'cns1t.1c d\C 
1-2 ,1cn1.mot.1"1um ,.1lt. 111:untJ1ncd C.i· cnnccn!r,111011' 10 n·:.1 
:lnt.1lw et .11 [<)'l6J Rcou]h l>c1c c\ptc"cd .!'> pcrccntagc ofthc 
\tmu111 c'<llll1.1c1:on lnduccd 'lV KCI 'wnul:1t1<\!1 :n Krc:·h ,oJutwn 
: 111\l C.1- 1 :Jl t!lc ,.1m.: -;tnp In ordc1 1'1 ruk out 111;ta1111nc dc,cn
,.,111011 duc· !n 1cni:t1!1vc• ,¡1mu1.1twn. \\C pcrtormcd '"me c>;pc11-
11, !" tktcrm:nc rhc .1:Jproprutc trnw bd1~ccn h1,t.1m:nc 1c~nonv 
\\e ((>ll!HI t'1,11 1-h mtcrv.1], bct11ec11 i;och h·:,t,mrn1c ~t111rnl.1!mn 
1dcd tk,c11,11·.rJ\l(ll1 ( J,J'Jle 1) 

/1101/lmo/(,ho1 l111rw1mw-mll1'(<«i111n1111rtumm(w"-/1c'l'llll'

ll \\ hc·1hc•1 ( J: \\,I' .11,111.il¡lc j¡,1111 l ch •'f Jnt,1111111c-,c11~111vc 
,101 ,., t<' '11:l]"1l1 C(>nt1.1ct:on~ 11·.1, 111d 1 cct, \ n .11t1:itcd !<1 rcco1 d

ll1c "'1111.1c11Pl1 :11du'-c:d h\ thc't .1'.'<>111'!' 11\ .1 t ,,: -rice "ilur1nn 
·\tk1 l ch ,,r l1:,t.11n:nc· ,11m11:.1ta1n n 1ll11nu· K1c ,, "11ut1nn, 
,11.11 •'11' \\ele' 11.l'>iicd tlll<<' ¡,, ,1\ 1:11\l'' :n ( 1· -(lec mcd111m .u1d 

lc'Cli.1 c'll"< d \1 :th llw ,,llllc' .11•,\nl'>! 1 he 111,L\,illlllll ul11t1.1c tlL•I\ 

l•• I 1 ·:,,1,,1 '"''''',le' 
:n ne ,:,:1111, Lt:<•n 111,,,11 

••11• l1 ,]1,:h 'l :i.)Jl~l.J 

,.\• 

"1''1'1J:,JI'• 

111, 

mauccd bv tllc~c J\?.Olll>t~. under thc;.c C\\t1d1t.O\h ··' J> 1>0-cd ..i~ ..in ,n. 
Je\ ot thc-rr Jll'Lt1~> !O re:c.Jse CJ> from the ce•iu,ar ,wrc; Cch-•n
duccd LOntmLT:on :mol\C<; rhe rC:ca~c ofC J: from a~om~1-,cn'-1!11c 
ccl1ul::ir~torc'> 18ourrc;iu et al 199 l Y!ont:ift<' et a. ¡:)93_ 1'!961 De" 
¡ilet1on of 'uch ~!ores \\.'.lS c;:¡rr;ed out bv repelllll<.'. ::o-m:n '1:mula
t1ons \\tth Cdi 0r tO mm 1<.tth h1~t.1n1m,¿ rn (..i: -free me<J!um OnLc 
3rd-8 t1~;ue; \\ere deo:etcd of Ca'- ;torc' ~cns1ti1c to h15t.Jmme . .Jo 

:nfc:rred bv thc ..i.Jscnce of contr;icnle re>pon1cs. LS>ucs \\Crc ;;t1mu
lated 1~:th.\ch 1n ca>-trcc med1um In Jddition;i1 n"cr:mcnt>. 1ren
Jrat1ons wcre pre:ncu::iated for 30 mm \\1th 1 O u:Vl LIL.OO~Jzon:c :lL,U 
(Cl'A) . ..in mh:\ntor ofthe smooth-mu><.:te ~R-C .12 ;v.m1:i \ Bourre.!.U et 
a1 l 99 L Darb\ et :lL 1996: Suzuki et ::u 1992)-

!n sorne othcr cxnenments. 3rd-E prcp.Jrn'.1on; v.ere nrc-:ncuoJt
cd wuh EGTA ! m.\1for30 mm 1n Ca''-trce mcd:um ro chc).Jtc CJ:
bound C'\traccllulariy EGTA v..as suo;equently 11ashed a11a~ 11nh 
Ca2 '-free mcdrnm 1nd the ;ireµarat1ons ~t1muuted \\ 1th h:~tamme ín 
::inothcr set of c'\µcr.mcnts. t1ssues wcrc mcub:Lted dur:ng l O mm 111th 
mfc:d1pme ( l µ\1) ;rnd ;rften\ards s11mu1..itcd 111th h1s1am:nc :n C..i= 
free medmm 

Al the end ofncry e>;pcnment. thc prcparatlon; »ere 11;:¡-;hcd m 
nonual Krebs somt,on and snmulatcd a~.im \\lth Cch or h,stam:ne 
Responses to th1s finai Cch or h1stamme c-onccntrat1on 11 ere not ;tat1s· 
tically d1fferent from the first contraetlon obt;iined Jl me ocgmmng of 
the prorocoi fdJta not sho1\n) 

E((ec/ o( prmem kwa.\(: C mh!i111Um. º" Cd1 or n"¡wmne-mduu:a: 
umtraclum 11i Ca-··-11ee medmm Thc cffcct> of c.J.ohost:n C and 
chelcrythrmc. l\\O specdic PKC rnh1b1tor~ (Hcroert et :i.l !990 
Kooayash1 et al 1989). ;ind staurosponnc. on unsoec1fic .nh1b1tor 
(Rucgg and Burgcss 1989). on thc first response to C en or hlstamrnc 
m CJ'--frce med1um were evaluated. Thc calpJostm C conccr11r::mon 
rcqmred to 1nh101t PKC 1>as cstabhshcd through :t< ao1I11: to Jntago
mze the ma'\!ffillm contracnlc rc,pon;c mduccc.i b~ l u'.1.14-)3-ohorool 
12.13-dibuty!<ltc (POBl or l uM 4-~-phorboi 12-m:r·-ratc t3-acclatc 
(P\1A) m 3rd-B and :\SYI orcoarat1ons in norniai Kic1s ~olutl(ln Ca
tphostm C (l µM) com¡nctdy ::iboh~hcd thc nu\..mum c0ntr:.ict1k: r..:· 
;pon se induccd by thc>c ¡:ihorbol ester' ( dat.1 not ~ho1\ n J l he chc.1cr;.
thnnc ;¡¡"Jd :;tauro,ponnc conccntr:it1on~ u~cd "ere 1 uY! and 10 1ú·i. 
rcbpcc11vcl)' Stauro~ponnc ( 1 O nM) h.1~ bccn ctcmon~tr:.ttcd to .nhib1t 
!he contractdc rc,non,cs to 1 tlYI PDH rn porcmc c,1ron,1n artcnc;; 
,1nd O 66 µJ.1 chcicr\'thrtnc. L' th<.: lC", ot l'KC 111 tJl 1ram \Úcr~\<.:rt d 
al. 1990. KJ1:cv;m1a et a! 199 l ), At thc u\nccntrJt.on, uscd m th1' 
\\Mk. )l()[J oÍ' ihc;<.:: PK.C mh1b1tor~ (calplrn,tui C. 'tauro,por:nc 01 

chclcrvt)mnc) moJ:ficd the contr:i.ct1on rnduccd :i' i1íl rn'.1.1 K\l ,JJ 

bronc!l1 prc:i,1r,1t:on' (100 2±6 2%, 103±.' >8% ,mó 9~ 95±.~ •.::",;, ,if 
KC'l rc~pon\,C. n.:specll\ciy. n-5. 1•-4. ll-5. rc,pcc.\:\Cl~) l h,.;v.: rc
'ults 1ndic.1tcd th..it thc~c mhibnor ~ conccntr:i11on' 11crc ,1ppro¡ir1cnc 
to ,1;oc;~ thc:r ctfrc1 on h1,t:im1nc :md Cch-mJuccd L'<lntract:on 

Fmalh, .;rd-B t:ssUC\, 1\crc l!lLDb..itcd for 1 h 11 :rh c..ilpl10~11n (' 
( l ¡¡:\ll ). ~Í:iun1'pormc ( 1 O n:v1) .'.lnd chelcf'\ 1hnr1c i 1 ll \1 l :11 (,¡: -trcc 
mcd1um .rnd thcn 'tunu1Jtcd with C'ch m h~,t;.imnc -\lt Ü'.C cv¡ic11-
ment> w1th PK\ 111h1b1tors Jnd n¡fod1prnc 11crc done undcr dun i:~d1t 
condit10n\,, 

,f11·1m111{1///I!)! n/ 11:r!l//l!Í pho,phat1" (JJ'.,) ! he dfrct ,,¡'(di <lf hht.i

mm<.: nn thc h~dn.1\\.'1' c•f rh<.);,¡;hom<l,\t\dc¡, :Pi\ '.1.1' ·'''C$\-Cd \\y 
mon1!M1ng thc .\<-cunrniatmn <)f 'll-1.ibcllcd 1110>1t<J: ph<l,ph.itc' in 

no1m3J Krc:J' "'IUt1on :md C.1>-fn:c mcdtum ¡i·krr:thc .:t .IL [9X> 
llmm~' et ,1' ]iJ.~41 .\S'\1 t1orn tr.lcllt'.l, 'id fl .m,I :.111il.i~:<- !wm 

:1ronch1 11'c1c 1nc11h.1tcd 1n ,\ ,Ji.1k1nl! w.ttn 1>.1th (~(I ,•rokc' m.n 1111th 
l 50 \tC1 \\11 1 \11\ ''-[~-' l !J· \llú~\\I)\ .1\ \ i"~' {1\1 -t b \\\ °ill'"' cd K1c'''' ~\\· 
'c111·.on In tbc,c C\pcrment' ,\'>V! fn1111 tr.1<hc,1 "'' nom1•\11 li'Cd 
>lllcc ¡ p, mc.1,ll1 ,·111,111 1 cqu11 ui .. 111:c .111w11nh d t: "11,· llL'! ,. 1'1, 1 on

t 1u1cd 110111 t~r'1 ,1rncr ,,1.,nch: 111 .1dd11:1>r1 ·,1, '''rw·101~1T<'d th.1t 



Fi!!. l t:fkd,"trt.'Dd.t11'-' 
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A B 
!O li\1b•,¡,ini.nc1 Bl ,¡_mulJ-
t Olh on 'Ji oncn . .i. ( h!ac /.,_ hw '· 
/'-h),lnd \.S:..l 11J¡_,Cl'/,m1 11~6) 

. JrL"l.HJl'0n' n CJ: -free 
111cd1um ' 1-G 1 \ IJ 1 m).1 
lhct10,,nf1~·1 ·n Brcnrc-.cnt, 

<-JrD,l<-ho1 1( ·, 1• 1 .idd!tlOn l"hc 
lll'i'/ :11 \ r~:XC>CntS trJCl!l\;'.' 
~h(Wdll\2. 11p ~.i. rc~nonsc' 10 

¡,~ 11, i ."----- . 

thc tJr,t~(~h >l~'lrn1Jt:on on 
broncn,J. ({¡ . .md .-\S}.-J (/[) 
Jrc:J<ll;.l[iOll> dl e ,¡>.free mcd:
um l he mwl .n B rccircscnb 
1rac1ngs ,!Jo11 •ng ¡, n:c:L rc
'pon;c~ to thC t:rq h:;tamrnc 
,1:mu1.1t1on •líl cirnnch . .il (//l) 
Jnd -\S\1 (fil :>rcn::i.rJt:ons in 

e .!:-_free mcd.um e lime 
coursc of( ~h <::mu,.it.on :n 
:ironch1.1i pn:o.ir.1t1011s pre1•ou,. 
'1:- dc¡:iktcd of ( ;¡-- 'lOfC<; SC!lól

ll'vC to h1ot;imin~ 'íl (;:i>.frcc 
mcdrun1 "P<il Oi n=ú 

1 1 ~1 

!• ,-;;;;;; 

• 

\')\·1 t1JchcJ1 rc;oomc;; to ln~tan1tttt:. ~tll<tCo:.h l.\erc ~llfü'.i.r to tho~c 
üt:ltuned m \S\! trom r:rst ordcr 11ro1chi 1n normal Krcbs ,olu!!On 
.tnd CJ>-trcc mcdwm (d:.i.t;;i not ,ho\1nl T1,,uc, \\ere \\J,hcd t\v1cc 
'lilh ( J: -trce mc·dium, and thcn 111cub.itcd in Krcbs ,01ut1on w1th or 
1\1thnlll CJ> ~(l!l!Jmrng L:Cl ( 10 ni:\f ,\! .>7º( dunng 10 mm Non
ct1mu1.m1c <:<>nlcnlr.it1on-rc,pn11~.: curi,.c' io lch (10-'-IO-' \1) or 
li1~1.im1nc 1 I O ' 10--: \11 wae ütmc \ttcr the ,1dd1t:l)\\ nf Cch <.>r h1"
tJmrnc th~ :rh;:J,'.lt l)!l \IJ> c0nt.1rncd for 311 m:n \11 the rc.ie1:011' 
11.._1c ,fn11p.:d '" .1dd1n~: ;o% pc1d1i<ll IL .1e1d foilmvcd b~ ,on1c:it1on 
1nu ceno :tué'..lt:on ,J! I .')()( ¡; dunni:: l 'i nl:n ,\11 ,,mm le> 11crc ncmr:il-
1cd w1th KÓH 1 I 5 \·!) ftEl'F)~¡i'i 111\1). ;1Jt 7 D-7 ~- .1ndapp11cd 
":1 ~nlrnnn M \Gl<'\8 tnrm.itc tn1m. 100--200 rnc'h (/:l1,1-R:idl rhc 
c,111\l,h11.i'h'-'d t11ice111th \()mi ü1,11lk<l 11,111.:r .md \() nL\ ;;irnmom-
1m tnirn.ik 1illl 1n\!)' "idrnm 1e1c1h<11.11c ¡'i m:..1) 111 c·11nm.nc free 
nvn-[ ·¡ !J-1m'''f(1, .md g1~ ecn.\ph<i,ph,1mo,:1r: ">cquent1Ji 11 a,hc' 
111h ..¡ rnl '"d:um tc1r:ibor,1tc (5 m\1) t '0d1un1 fom1:1tc ¡ IXll m\1) .. ~ 
n. t<11m1c .1<-:t11 lftll n1\l) 1 .1111111on1un· fonn.nc (..j()() 111\l), Jnd .J- mi 
<\1111:c .1c:d ( 1 O!I m \! l 1 Jlllmonn1m tomi:ite 1 1 \ 11 wcre u'cd 10 c'utc 
no,ttol l\\Ut\\\ \hc1,~1h.ttc ( tP, ), 1\\ll,\t<\I \'\'<j\h\\'<','h:1tc \ \ P,) .111rl )11\i,¡\\)\ 

n>pho,nh.itc 1 1 I' 1. rc,ncct1\ciy 1 he .11n0unt or' [ 'I l)rr,· 11 ;:¡, J~sc,,cd 
•: Jddmg .J- m. :;c:nt1lbnt i1qu1<l (Rc:1dv-,'\.1t\: fkc~m:rn) tn c.ich s:im" 
ne d.ltl-.1d.1¡11'n~! ,11 crn:ght . .ind mc.i~urcd 111 .i l-3cclm~111 L 'i 6000Sf
qu:11 'Llllt:!1.1t.-\ll eüUntu i l"u[lcl1<11l, l .1]1t, \ '\.\) ] he IC<;UJts 11crc 
~111<.""L'd "'e 1¡¡) :1cr lllf llCt \\Cl);:hl 

)'"'" ( .1r,,,\m\·cl1<)):11c Lhln11d<: ,ind h1,t.nnmc d1h1cfroebiunde 
~1~:rn,1 l l1~111'c.1 'it Lou.,_ \1,,. Lr<; \l 11<.·1.: d:""·1c1i"1J1 ( .1: -!ice 
1,1111,>n lr1d<'lllClh.1c:11 .1nd c1h1'k11l' ~·IH'01-'1:, 1,l-.1111u111c!h\l t.'thcr\ 

\ \ "\ ·tt'li ll•C'ilC .tc:d IFU 1 \, '>1rm.11 \\(.'le di"<>.l'<d 'll I" 

!,1,( O 111d .1<hkd l<l tlic K1Clh "'11-Tlc\J\ < t.n.1: <'<1llL.Llltr.1t:c111 ,,¡" 
,\:\.O \11\\l\",.¡ '-...11ul n :w 1'-'ll!lll.LI 11.1' l'lc"'·!Jc¡1 -'' ]ll 111\l ,fdcl. 
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Caloium Caki11m Fret MMLum (EGTA O.! mM) 

S1m1.,fllUÍ i.!llu!n1' ,\l\ va1uc~ m thc k"\1:;ind1.lu'1r:it10n, .1rc mc:Jn~ 
±SE>1 D:it:i 1vcrc an:ii:.;:cd by p:i1rcd Studcnt·~ Hc~t In oomc C\.:'JCr

mcnt~ J onc-w:iy :in~\l~,1s of•:inJncc .md Du1111cn\ 1c,¡ tor mult:pic 
compJn~on \vcrc u;cd Two-ta11cd P-;;;i]uc> ·O 05 11crc cnn~1dcrcd 
~t:it1'i!JcJlly ~1gndlc:int_ Thc ll-V:i]uc> 1cprcscnt thc numbcr 0r' d0g~ :n 
c:ich c\pcnmcnt 

Resufts 

Bronchrnl re~pon~1veness to Cch dtH! hi~wmine 

fn Oronchial preparat1ons wl!h cnrtil<.ig:e nnd ep1thdn11n ,ir 
m ASY-l ~tnps \\ ithout the1n. the contr.ictik respon~e~ to 
Cch (11-6: F1g !Al or h1stam1ne (11""'6; J-1g 18) were not 
<.h!Terent m Krebs solution w1th 2.5 m:111 Ca> 

The ;iddiiion of Cch or h1s1<1mme to bronch1.il prep;u~1-
twns m Ca'--free '.>OIL1!1on (Ü I mVl EGTA) ini1wlly pro
duced ,1 '°tt'.>lamed hronch1al contractron dunng thc 20- vi 
10-mm ::.t1mtdat1on, respcc.t1vcly (see m.,:.cb m F1g !A.B\ 
Rcpe11tt\C Cch or histamme '°omulation pro:o>rc-:-.'.>rvdy d1-
mm1:.hcd rhc conlrac11Je 1c:,pon~c'°. mdic:111ng 1h:11 ('<¡> 

:.tore:- :.u~lammg ea ch re:.pünSc \\'Cle l)cmg dcnlc1cd ( 1- 1g: 
1 A.Bl. l-::ich :,uccc:.~1vc n::-poll$<..' wa:-- ,Jh\:ly:. 'u~l<lmed ,J! or 
n~-.1r th..: m111.1! lcvd or tcn:.ion ln i\S'v1 pn:p,11:111011' hoth 

Cch ,l!ld h1:-l~1111mc ~!!llHd<.:t!JLlil 111 C,1'·-1"1<:<: m<:dtum e-iu:-cd 

,J lr.lthlCnl con1r.1ctw11. httt tC'-Pllll\C~ to h1.,1.1m111c 11c·r~' 

'111;dk1 (i' OOl,\~'l'lr1:>ch111l1~ 1.\.13) 
( lncc: JIK· con1r_ict1k 1c\p(lJbC' 1,1 h1~1.1m111l· m h1,111ch1.1l 

lb.',il~ m t,_'.: --\ICC \<.l\idJ¡)/l \l<:JC .1b1111ol1.:d.l ch (Ir 111 1\, 1.~ 

,¡1ll .1i1k ¡,,induce C\)tn1.1cta>n 1l 1~· : HI ·hh (ch ll''p111h~· 

'l.:· .1,,i:m.:<1.',,ih)\',1\11111" :l z·:·',.\, 1:1\l1 ... 111nh1:' 
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Carbachol Histaminc 

;. 2 ,\ t:ffcct of cyclopia;;::ornc ac1d (C./>A) premcubJt1on tor 30 mm 
nom1.il Krcbs ~olut•on on c;:irbachol (Cch. O 34 ,u\1) response~ :n 
nchial prepara11ons µrev,ously depieted ofC.i> <;!Ore~ >Cn~Jll\e to 
·.anrn1c m Ca;+ -free rncd1um B Brom.hial rcspon~c~ to h1~tamrnc 

u.Ml 111 (',¡>-free med!um atier CPA prcmcubat1on tor 30 mm rn 
mal KrctVi solution or prcmcubatlon for 30 mm rn C,1: -trtc med1-
\V1th EGT,\ "P<fJ 05. ""P<O 0!.11=7 

:O O 1) th1s response m tissues after the Ca> store sup-
1.1ng histamine contract1ons was depleted (F1g 2A) Ad
onally. CPA preincubatJon also part1ally blocked the 
nchial sustamed contract1on mduced by h1stamme m 
>e preparnt1ons (f1g 2B) 
Bronch1al mcubation with 1 m?vl EGTA (20 1n1n m Caz--
~ med1um. w=4) alrnost aboJ1shed the respon::.es mduced 
l11sta1nme (F1g. 2B) The add1t1on of mtediprne ( l µ.\.1, 
1) a/so lnh1bíted the bronchial sustamed contrJct1on in
ed by his1amrne (F1g 3) 

~et ofCch and h1stamme m IP:- accumular1on 
1onch1<ll <ind AS:VI prepara!!on:-

iarations ::.t1mubted \Vfth Cch had the follo\\ mt; IP::. 
11 va!l!es m nomla! Kreb~ solu!1011.ind111 Ca :-_¡¡e-e me
n. rcspec!1vely: ASM 8 94±2 59 cpn11m¡; (11-5) .md 
±3 -10 cpffil!Dg (n-5): bronch1 4.46±1 63 cpm/mg 1 

') and 447=1 17 cpmimg '\11-8) A<l<ln1on ol Cch to 
·1 ,md brom.:h1,1J preparat1ons. :ilihoLigh lower 111 the Llt-
1nJuced a concen1rat1on-dependen1 accumLda1ion oí' 
(F1g .+A,B) Thc maximurn 1espons.::, ª" comprired 

bn::.<ll valu<:::- Cor AS:Vl. was 1125.5±1-17 !'Yo ;1nd 
6±151 . ..+'~;, \\l!h und wnhout c:ilc1um. ie:-pectndy. in 

. - - ; 

Tuno: ~nun) 

, ,., t : 11 :n.11 .,, w n:t,,L,1 1h , ' ,, , ,,i: Ji,, 

l ~ ' L I ' • l',¡I, 

bronch1al prepdrntJon-". the responses \>ere ::.ma!Jer. 
339 6±89%, a!.ld 422 7±73 2(%. respectwdy 1-n both t1ssues. 
the d1fference::. obtamed 1n Ca 2--contammg and Cac-_free 
medium \i,.ere not stat1st1cally sigmficant In cartdage prep
aratJons Cch ( 100 p.\1) <lid not mduce any !Ps oroduct1on 
(-28.89±13 32'~<,. n~3) 

Histamme only mduced a very sma/L non-s1gm!ican1 ac
Cllmulat10n or !Ps m AS:Vl and bronchial preparatJons m 
both solutmns The ba::.al i,.alues m Krebs solut1on and Ca e-_ 
free medwm for the former t1ssue were 6 31 :r2 94 
cpmlmg 1 and 5.43::::2 1 cpmlmg- 1• forthe !atter 3 48=1 75 
cpnvmg 1 and 4 19:rl 66 cpnvmg- 1. respectnely {n""'..+ for 
all expenments) The maximum response m ASYI and 
bronchi preparat1ons to h1stamme was S 1 87 :r2 9 35º/o and 
14 24:r13.46'%. 86 39±17.1 lo/o and 38 46:!:22 34°/o, m nor
mal Krebs ~olu1.1on and calcium-free med1um. respect1vely 

Effect of PKC on the bronchial sustamed contrnction 
mduced by Cch and histamine in Ca 2--free medium 

To assess the poss1ble role of PKC act1vation m rhe contrac
tion mduced by Cch or histamme in Ca 2--free med1um. we 

J 8 

-Lo¡: [.'\·1/ 

rig. ~ EtYcct.' of .. .irbJchol ( Cih. ii-5 8) ,m<l h:,f.lflliíl\' 1 f/11. ,,_4 to1 
c.i~h :~roup) on thc 1110,110! pho~oh~tc~ { l/\) oc .. unrnJ.Jt:on (% nt b.1,
JJ i,Jilic) 111 .\S\1 ( .\) J!ld bronchw.l I B) ¡m::p.1r.i11on, /\11'1>1 t ,,:. · -
Kn:o' ,oJutwn rnnt~1nmg C:i'·. K1eh1 - Cu-'• - Kr~b' ,,ilut](\JJ 111tb
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ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BiBlL!O'I'ECA 

ted the ctlect of the PKC mh1b1tors calpho:.tm C. 
urosponne and chelerythrme. figure 5 shows the aver
~ time coLirse oJ the bronchial sustamed contmct1on m
:ed oy C ch and h1stamme m Ca2--free med1um and 

eflect uf l µNI calphostm C (11-5. 11=6). !O n:Vt 
Jrosponne (11=5. no=4) and 1 .u:V1 chelerythrme (n=ó) 
::.e PKC 111h1b1tors Jrd not mod1!Y significantlv the sus-
1ed contractmn mduced by Cch o~ hislamlne m'Ca2--free 
Jt1on \\ hen compared with thelf respective control 

~ussion 

er for ca>eoLie. are abo ennched m L-Ca> channeb. !he 
p!asmalemmu Ca1- ournp and ca!sequestnn . .J ca>-brnJmg 
prote1n ( Darby et al J 997, and unpub!1.'>hed observauons) 
Abo. caveobe .1ppe-.Jr 10 be the plasmalemmal Joca11on:. for 
G proteins. c-SRC tyrosme kmases. H-Ras. nnd :,orne 
phosphomos1t1des and phosphomos1t1de-ut1lizmg en/ymes 
(Hope and P1ke l99fr. Lt et al 1995. Song et¡:¡\ 19()6. 
1997) These ob,,,ervations suggest that AS\! 1s endO\\ed 
with cai,.eolae that cou!d serve as a calc1um pool !Or (a> 
signa!lmg during contract1on. Further studies are warranted 
to confinn tht:s hypothe:s1s 

lt has been proposed that coronar: arte!}' smooth mu:.cle 
cells have a source of extracellular Ca~- bound to the 
glycocalyx that m Ca2--free medium would buffer. restnct 
or sequester Ca2

- m the v1cinity of the membrane surface 
l pre\ 1ous publ1cat1on, we postulated that durmg the (Wheeler-CJark et al 1995). In bronchial t1s5ue. thrs !ast 
me bronchial sustained contract1on mduced bv Cch in mechani:,m could explam why the extracelltdar membrane 
--free medium. Ca2- recycling seems to be reqt;Jred. oc- Ca3- pool mamtam"' rts Ca2- content m a medium free of 
1ng by \\ay of L-1ype Ca1- channels from a compan- this divalent cat1on. Ca2~ release from these pools cotdd be 
1t that was located outside the plasma membrane and de- tnggered by a combined activation ofa G pr;tem-linked re
jed on the functional Ca2~ uptake in to the SR for ceptor and the opening ofL-type Ca2- channels. In this con
)1ng act1v1ty (Montaña et al 1996) text. we have shov.n that 1 µM n1fed1p1ne abolishe.,-; the 
n th1s \\Ork. >\'e observed that Cch and hi::.tamine each Cch-mduced sustamed contract1on m ca:--free medium 
luced a susra1ned bronchial contract1on m Ca2-_free me- (Montaña et al 1996). suggesting that L-type Ca2- channeb 
1. whereas Cch and histamme S(Jmulat1on caused a from these extracellular stores could be mvolved m thr;, 1e
¡1ent contracuon 111 AS:Vt but h1::.tam1ne produced a stg- "ponse Th1s 1mp!ies th<lt Cch mus\ depo\anze lhe mem
antly smaller response. Smce Cch or !ustam1ne :,tw1u- brane to open these voltage-dependent channds . ..i.s has 
n \\ere done in Ca2--free medium, the onlv k.nown been prevrously demonstrated Ovlontaño et al J 996) H1sl.J
ce of" Ca:- for the sustained contract10n is exPecteJ to mme JCting on H

1 
receptors could have :1 similar act1011. 

1e SR throughopeningorIP~-sensi\ivech:lnnds(Baron s1nce 1he bronchia! suswmed contractron m<luced by 1h1s 
19.S-k KaJi!a and Yam::iguchi J 993; Yang et al. J 99Ja). Jutacoid was completely abolished by nifed1pme ( 1 µ.Vil 
::.eems to be true for Cch st1mulat1on sirice we /Ound Funhennore. l m:vt EGTA. which was expected to chelatc 

th1:-. ,1gom.'.l mduced JPs accwnulation However. un- Ca> froin the ex!r::ice!Ju!¡1r membrane Ca:- pool. compkte
:ch. !w"tamine Jid not produce a s1gmlic<lnl mcrement lv ;1bolisheJ the h1stamine-mduced :.ustameJ contrac11on. 
:. ,1ccumulllt1011. :.uggestmg that it mob1h1.es C:1 2- !rom l~dicaung thac. m bronchial IJSSUeS. cae- from the::-c e\.!Ta-
1e!l'cco\d;v This lad .. m lPs product1on by hi:.1amine 1s cel!ular pools was available despite the presence oi' C:r>-
1bor,l!ed by the t1ny AS:VI contr:ict1on mduced by hi:.ta- free med1um and the Jack of s1grnficant mos111Je producuon 

m C,12--rree 1TmeJ1um Thu::.. 1he bronchial su.<.tnmedo rele:ise Ca2-from SR. 
ac11011 rnduced by lustnmme appears to mob1l11.e Ca2-

.J sornce diflerent fron1 the SR IP, receptors-mediated 
1ds 
ie po::.s1b1hty that there are other poo!(sl or Cn 2- 111-

d in tllt: "l1sta111eJ bronchr:il contract1on 1:-. "uppor1ed 
~ Juct that Cch :-.t1H rnduced a sLi::.tamcJ conlraction rn 
,, ptC\ lOU!>ly depJeted o( htSl:l!tHr\C-:.Cl'"\(\VC (\1:':-

rh1S Cch 1espo1be \Y<JS cornpleidy abolr"hcd by 
1>h1cll corroboiatcJ 1h.11 1h1:. ~tore \\;1:. the ~R In a 

1u:-. 1v.11 h.. we ~howcd tha! 1 m.VJ EGT A hloct..cd che 
n..,cn\o.ttt\e e~)t1tr.1c11on rc:.ponse to Cch in C·,1'·-r1co.: 
m ( \lont:1no cr al. J 9GCi). ~uppor1rng 1h<: hypolh<:s1~ 
.1> ,lfhe:> 1ü1rn two :.Uuh.:e~. rile SR 1< l'1\-,o.:n.,1t1v.:J 
pur,1111'L' c.x1r,iccllular membr.rne C,1:- p•.>til \C!l,1t11·c 
1\1 l.l1T.\ tCP:\-tn\Cll:-.1!1\el ·1111~ L'\tr:1cclluL11 C.1' 
11·~h1 hL' lhe ..,\l·c.11/cd <.:.1\Cl1i:ic. 111crnlw.111c 111\,l!.'.'.l!l.1-

h."11 h,11e lK'L'll ll'plllll'd 111 "Jll(l•>lh 11ll!\d~ c•dh 1·10111 

'rn.111 lll1L''!11lL' .111d bl<l\\d 1c·-.~~·1, .¡.., 11elJ ,1.., Jun¡ c·n
:urn c.::d1.tl mv,l·k L'l·lb .:ncl :ii'rl1hl.1-..1' 1 i u¡lll'<\li\ 

"'chllil 'L'I ,.1 .. 1 qq;;I J1 li.1,1~·-·c·n1h !'L'C'll .... 11.i1111 !h.11 

.::iL' .11<. .. illJlL'11.!Lilc'.i <'ll!lc'lwd ::1 c.:1c1>i1n ... m ·1~ 

This puro.uve extracellular membrane C:ic- ~ource ~en:.1-
t1ve to h1st.1mme m1ght requue contrnuous ba~.Jl ;1ct1vuv of 
a CPA-"ens!!1\'e Ca~--ATPase s1nce CPA 111h1bi.ted ,1bout 
4 7 72'~1o or the sustamed contraction mduced bv histamin<:: 
in C:i>-free medium. This inh1b1tion w~1:; lO\\.er thun the 
one observed v.Jth Cch {~2.47'Yo), sugge:.tmg 1/1<1t the C,1~._ 
ATP:l~e pre"en\ 1n tbe'6e poob is les:. "ensit1\.e 10 CPA !h;1n 
the on<: pre:.ent m SR. Abo. thi~ could md1cnre 1h:.ll C,i> -
ATP:i.<.e ac11vi1v from 1he c:-..lrace!lular n1embr:1nc l",1c- nool 
wa:, lcss 1mpoiÍomt ror C;:i 2-recyclmg \\hen SR :,con.::- \\CI<.' 

no1 emptre<l by 1110~1t1(k product10n .·\liern<ltl\ely. CP.\ 1n
h1b111on o!'re:-.ponses 10 h1st:immi.: in C.1>-f'r<:e n1ed1:1 c·ould 
be C\p]amed 1( !he JllllJ.l] CaC- lllCIC;l"C duc 111 1..-ly¡ll' l ,1> 
channeb open1ng !10111 !he ex!rncellul;n menibr:mc ¡iool 
p:u11,i!1y nwbiluc:> C,1'· J1on1 ")R 1y:m\1d111L· 1<:cepwr:> 

1C:1-'"·llHÍl11.:ed l.1> 1cJea,eJ Thcse IL'C<.:pttltc. h.n<.: he<'n 
~hO\\ll lo he p1e:-.e111 1!l SR 111.1111 :\'.'J\l {Y,1m,1~uchi ,'I ,il 
'')')~) 

\n l!lkrt:~!lll>'- 1i.1d111~· 11,1;, 1Ii,11 hi...1.1n:11k 111 l _. .. Ji.:,· 

l\1td1u!ll. ,'IL1LllllCU .l \CI\ \fll,•11l<'"f'<'ll'''11\ \'-\'. l.• 111· 

,l. ,,·d ""llcl11 d ':,f,1111~·d c'\11111.'c'::,,ll h,· ,•,J... 



)On::.e to hr~tamme 111 AS\.l coulJ be explameJ b_:v the fact 
iat histamme poorl;. mob1l17e::. Ca~- from SR ::.tares m 
S.\l :md Jepend:, ent1rely or mo::.tlv on (d> entenng from 
1e e'\trncdlular membrJ.ne score::. HO\\e\er. :.\SVl d1::.sec
Jn mrght da1nage these ~rore::. or remO\e u ~ubstance. 
h1ch ards CJ.> mobJ/1zat1on a:, \\e !>uggested prevrousl;. 
.-Jontaiio et al 1996). Add1t1onally. the glycocalyx could 
l\ e been Jamae:ed durina the J1s!>ec!lon orocedtire. rnh1b
ng the penCellular Ca:- buffenng ~\mction Th1s 
!COCJ.I!'\ lI1JllfY or loss of>i moh1!inng factor may ha\e 
JuceJ the .narlability ot the e'l.trace!!ular membrane Ca> 
lOl content !>O that there was not enough Ca2- to support 
~ con1ract1on. 

7"he amoLmt or Ca2- required to ma1ntam the SLtstatned 
ntracuon mav be small. lt has oeen shü\\ n m bovrne and 
,g tracheu th;t mtracellular Ca 2- ([Ca>],) increases tOJ
,\ rng a Cch-mduced contract10n. but fo.lls to n plateau 
thm 5-6 mm. even thou!!h contract1Je tens1on is main
ned for up to 2 h (Takuwa-et a! l 987: Yang et al. l 99Jb¡. 
,e 3.uthors presented ev1dence that Cch actnated PKC that 
l to a reduced requirement for [Ca2-J, elevatrnn to mam
n sustamed contract1on dunng the plateau phase (Park 
J Ra:,mu::.!>en I985. Taku\\a et al 1987) Although PKC 
l\atron ha!> been sugge!>ted ::.ubsequently to explam sus-
1ed contractde responses o( AS:Vt (Gerthoffer l 991. 
ssett1 et al 1995: Roux et al J 995). there is no con~en

about 1ts role Both Ca:--<lependent and 1ndependent 
C 1:::.oen/ymes h<i.ve been reponed m AS.\1 (Donnell;. e1 
i995J ln a prev1ou:::. \\Ofk (Vlontaño et al 1996) \~e 

nd that. 111 the pre:::.ence ot' 1 .tr:Vl nd'::J1prne. !he Cch
uceJ :-u0it<nned contn1ct10n 111 Ca'--free med1um \\as 
npletdy ;1bolished. suggc::.tmg th,11 only Ca>-Jepcnden1 
C coulJ be mvol\ed in th1s re:::.pon:::.e However. the lack 
nh1b1tory dTect ofcalphos11n C. ;.taurosponne anJ che!
thnnc üll 1he su;.tamed contr:1c11on mduced by Cch or 
:1mm<.' 111 C;i 2--frce rnedium Joe::. not suppor1 the 1Jea 
, PKC :11;;(1\':1110111s involved m 1hi:. proce::.s Other1nech
,m::.. p1ob:1bly !P, product1on .1nd Ca> recychng, could 
n\(:ihcJ 111 che ::.u$tameJ re::-p(rn::.e 
n ::.Limnwry. ou1 iesti!ts suggest thot Junng the ~ustamed 
1ract10n rn C.1:~.free inedium. Cch cou!J be mobilu:rn'! 
- 'ron~ l\\ o d1fferen1 so urce" thc CPA-::.ens1t1\e from sR 

.1 pt!l<l(J\e e'l.tr:iceJJuJar memhr;mc C.i> DOOJ !>0!l!>l1l\e 
m\l !-.(11~.'\. :md th<tt th1~ rc~¡xm:-ie 1::. PKC-,ndependent 
ammi;;. 111 contras!. aopca1::. lll mobil1/e C.1'-· only i'rom 
..:\1r:1edlul:ir pool Jrom \\ hJCh t.'ll!ry meo ccJI$ 1cqt11rcs 
1mg .ind ,11,ulaL11!1ty 01 L-L ,1 ·- ch:mncb, 

w1•lc<l:,:cm<'llh 1 :K i:11w1 .mcnt.i: 111,ir.1c1>. 11.1' .111p1(ll<'d h1 nur 
l.11 (,o:,· ( "llltl\.tlcT .md C(l)1HJ,,l', \\ltl\ tll<' c'\lllcll! !.111' •>t \tc·\:-
1 h' 11"11. 11.1, '1n;1n1tcd '' 1'11111' tr,1111 1l(r,\l'\l•\,\\I 
1¡q11.;1 \il~'\(\'I '117f,\l.111d-l'L·l'\l\;\\!1~'l4-44(•J-.\. 
'llr 1 ll'' '1.1 \J,,111.111<1 [): )· 1- :).1111e111.1' ;t1¡>,111rn.:d n1 \lil.(. 
,¡, 
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Anexo II. 
ARTICULO: 
Sarcoplasmic reticulum Ca2+ depletion by caffeine and 
clzauges of [Ca2+]i during refilling in bovine snzootlz 
muscle cells. 
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Introduction 

Rcce1ved for pubhc.iuo11 September 24, 1999; Aco:p!W July 4, 2000 {99/176),A 

Background. In airway smooth muscle (ASM), Ca2- influx in response to the Ca2- deple
tion ofthe sarccplasmic reticulum (SR) seems to play a role rn the regulauon of intracellu
h!" free Ca2- concentrations ([Ca2 .... J1). This srudy evaluates sorne possible Ca2- entry patb
ways act1vated dunng SR-CaH depletion induced by 10 m:..1 caffeine . 
. Vethods Enzymatically d1spersed bovrne ASM cells were loaded w1th fura-2!AJ.1 to 
permn measuremeot of [Ca2+J, changes 10 single cells. 

Resulrs. Ca."'feine 10 m.lv! i.Dduced a trans1ent increase in [Ca2""], that depleted SR-Cah 
conient. After c.1.ffeine washout. a decrease m basal (Cah], (undershoot) was invariably 
observed, followed by a s!ow recovery. Tnis phenomenoo was inhibited by cyclop:azonic 
ac1d (5 µ.:-.1). Externa! Ca2 .. removal II1 depolarized and nondepolanzed cells mduced a de
cre:i.se m basal [C<1' ... l. that contmued until depletion of the SR-Ca2+ content. The decrease 
in [Cah], induced by ca=--free physiolog1cal saline solution (PSS) v.-as accelerated in co.f
feine-stunula1ed cells. Recoverv from undershoot was not observed in Ca2_,._ -free PSS. De
polarizat10n with KCI and addilion of D600 (30 µ.:vi) did not modify recovery. Sirrular re
sults were obtained v.-hen rhe Na·1caz+ excbanger was blocked by subsututmg NaCl w1tl: 
KCl m normal PSS r.-;a+ -free PSS) or by adding benz.:lffill amilonde (25 µ.M). 
Conclusior.s SR-Ca"- content p!ays an important role in the Ca2+ lea.k induced by Ca2+ -
free medium, ar:d does not depend on membrane potenttal. Additionally, recovery frorr. 
undershoot aiier caffeme depends on extr.'.lcellular ca2·, and neither volt.:u:e-do:pendent 
Ca2• cbannels nor the l'..."a+/Ca=· exchanger are invo!ved. © 2000 [\.fMS. Published by 
Elscvicr Scicnce Inc. 

A rise in mtracc!Jubr frc; e,,~- conccnrrat10n ([Ca>],) is an 
csscmial srcp for thc cxcit::t1on-co:itran10n couplir.g of air
way smooth muscle ( .:..S:-01) In tiicsc cei1s, ti'lc sa.rc:oplasmtc: 
r..;t1cuium (SR). \•h1ch o;cr::tcs a.s a h1rnt..:J c:i> ~ource, 
h3..~ CJ:+·Channc!S J.;::(J\a:ed by l~OdtO] l,..:,5-t:l;"hC)$['h.l!C 

(!,::!) or by thc C.::·_ ndi...cc~ CJ:- :clc;!,c (C!C'.\.l mee~> 

n:,m 13) Th1s C.J:- r~k:hc fr,)m thc ::;~: :' 1·:c r.1 un ,ourLc 

<o inmate the mercase in [Ca'-L (4). The extracellubr space 
is an mfi:.Hc Ca2* source ava1bbk to the c:cll through volt
agc-specdic and nonspec1fic c:rnon channe!s (5,6). Voltage
der:icndent L-type C::::- ch:tnnels h:ive bc:en mvolvcd mJ.mly 
m Ülc rcfi\ling of SR C11- storcs P .S) 

In \JJ"ious I:l)OC)'lCS (9-12) :i.s wel! :os o!her C:'(C!C::tblc 

cclls (13.14). 11 has recently b>!c:n descn::.t!d th:it cy:osoJ1c 
C.1> ;1p1~c by the SR·CJ '- pum¡:i induce> Jll undcr~hoot cif 
C.i'- .lftcr mlraocllul.u- c:i.> ::10b:l1zauor. by c:1ife1ne :10C· 
•:·k):o::ric or nor.1-..!rcnJ.la:c T: .. ~ rnenor::..:non rcC~::::s t.1r: 
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nains ac11va1ed after agonist removaJ, as long as the ER-
2- pools need to be refilled (15). Th1s phenomenon suppons 
~ capacüative Ca2+ entry theory, accordrng to which Ca2+ 

:ry is triggered by aa unknown s1gnai initiated by Ca2"' 

re depletion (15,16). A similar phenomenon has also been 
posa:! in excitable cells includillg ASM cells (17 ,18). 
We observed that in bovine ASM cells, caffeine removal 
uced a drop in basal [Ca2+J, (undershoot) followed by a 
N recovery ro the imtial baseline. The a1m of this study 
; to evaluare the poss1ble Ca2~ entry pathways involved 
lis Ca2"' undershoot. 

teriais and ]\fethods 

isol.ation procedures. Bovine tracbeas obtained from a 
t slaughterhouse were dissected free of epithelium and 
tective tissue in physio!ogica! satine solution (PSS, rnM): 
NaCI, 25 NaHC03 , 4.6 KCl, 1.2 MgS04, 12 .KR2P04, 

11 glucose. Tbe tissue was cut in strips (0.5 X 5 mm) 
hing a total of200 rngand placed in 2.5 mL of nomina11y 
-free PSS contairung collagenase type D (2.6 mglmL) 
~lastase grade Il (0.7 mg/mL) for 15 min Jt 37°C. Strips 
then transferred to a similar PSS contrun.ing fresh en

s plus desoxyribonuclease r (1 mg,'rnL) until dispersed 
were observed. This procedure allows us ro obtam cells 
con.sistent levels of resting [Ca2+], (3). The dispersed 
were loaded v.1th 2.5-3.5 µ.M Fura-2 acetoxymethyl es
.11) in Jow Ca2+ (0.1 rnM) for l h at room temperarure 
5ºC), then aJlowed to settle into a heated perfus1on 
Jer w1th a ghss cover at the bottom. Th1s chambcr was 
:ed on a Nrkorl mverted microscope (Diaphot 200), and 
dhered to the glass were con!uluously perfused at a rate 
:.5 mllmin with PSS (37°C, equilibrated wich 95% 0 2, 

) 2, pH 7.4) contaming normal Ca2+ (2 mM). 

rementof[Ca:+¡1• Fura-2/Alvl loaded in the myo
vas ex.cned by alternating pulses cf 340 and 380 nm 

light, and em1ssion was collected at 510 run using a PTI mi
crophotometer (Photon Technology International, Prince
!on, NJ, USA). Background fluorescence was auromatically 
subtracted and determined by removing the cell from the 
field befare beg.inn.ing the exper:iments. The fluorescence 
acqu1sition rate was 0.5 s. [Ca2+J, was calculated according 
to the fonnula ofGrynkiewicz and coworkers (19). The Kd 
ofFura-2 was assumed to be 386 nM (20). The mean 340/ 
380 fluorescence ratios~ and Rrru.n were obtained by ex
posing the cells to JO mM Ca2- in the presence of IO ).L.M 
ionomycin and 1n Ca2+-free PSS with 1.11 m..1\1 ethylene 
glycol-b1s(j3-amiooel'.hyl ether)-N)V,N' ,lV'-tetraacetrc acid 
(EGTA), respectively.R""""" was 11.7, and Rmn, 0.5. The flu
orescence ratio at 380 nm light excitation in Ca2~-free PSS 
and Ca1+ -sarurated cells (~}. was 7.5. 

Drugs. Fura-2/AM, caffeine, carbamylcho!ine chloride, cy
clopiazortic acid, lonomycin, methoxiverapamil hydrochlo
ride, ao9 beo.z.amil amilonde were obtained from Sigma (St. 
Loui:s, MO, USA). Co11agenase, eJastase, and desoxynbo
nuclease I were obtained frorn Boeh.ringer-.Manr.beun (Ind}
anapolis, W, USA). Fura-2/A..M:, cyclopiazoruc acid, and 
ionomycin were dissolved in dimethyJsulfox1de (final coo
centratioo, 0.025%). In control experiments, dllnethylsul
fox1de díd not have any e.ffect. 

Sratisrical analysLS. The nonpaired Stude;it's t·test was 
used. Analysis of variance and Dunoen test far mu!tiple 
comparisons was also uS<:d. Statistica\ sigmficance ""as set 
at two-tailed p <0.05. Data m the text and figures 2.fe ex
pressed as mean ::!::: standard error (SE). 

Resutts 

Effect of caffeine on bovine ASAf cells. The resting [Ca~-J, 
of ASM cells was 143 ::!::: 8 ru\1 (n = 41). The addition of 
caffeine (10 mM) for 2 min to the PSS resulted in a rapid rn-
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-e25e ;:-, [C::.:-], ',:5-0.+ = .!:;_ :l~•Í r. = .!1) .. ".f:e;\\2.s-d. :..':e 
-::..:-.sien¡ ~et:..!:".::j :c :t ste2J: q.o_te ;;.: res:.ng [C:::>] (Fig:.i:e 

.::.._ftc:r c:::f~e1:;e :e1:c\ 2·. ,, e :;)\;,:::_, s o::ise0 eJ 2 Cecre::.se 
• c..1.: basal 1e1 el o:· .:c2:-1. {70 = 5 ::...\f) fcl!o1\e8 t-y a sio1\ 
ecc1 e:;.· (i e . :..:1Ce:s1:.ox. F'.g1..:e 1) lri1s cmCers'loot l::.s~ec 
..;.s S = 9 2 s. Lle ;;-::..x:..T.~:n [C<!>] cecrease 112s reac!:ej 

.: 2-:: O = 1.7 s. The ~ca:-], :e:ur::ed :o ~e b.:..;,al le1el 
,;;:.;:i 122.1 = 90 s. Q;>~e [Ca>J. r~::.:hed ~~sal le1els. 2 
c-cc•::d c:;¡_fferr:e s;:,;¡-n.i~2:w:: ;--oC:uced 2 s: :u];;;- rt'spv'i~e ;os 
.Y'g 2.S 2 2-:r::.;; recc1 ery per·o-.: ._,es ;:.\;.,y;..ec. (Fi;c.;e l) 

Cei! ;ire1::ctó2: ;:-:-i 1,rt'l C? . ..\ () µ.~1. 2 :nir;. 2.:i 1;-;h1bito; 
:::· Lle SR-C<::- t'-'T.? (21.2:?.L co!T!;:iie:ely a¡:-.c!1~!-¡ed 11.e 
:J.:- unCers1'oot (i: = 15) 2.;1.G f:.inhe:- ca;'feir.e :i.ppl1cat1or.s 
:.ecz..:-ie rnef:e-:::J>e (dat2. :iot shov.'.1) 

).'?.-Ca'- cor.ten! c.·:.nng ccffeine snmu.!cnon. To e\ a1'..1::1e 
,·hetber the SR-C.1:- conten¡ was depieced by caffe1:::e. 

-\$.:.1 ce lis v•ere st:.mulated \\ 1til carb:i.chol durw.g rJ1is X2.'l
:.z1e mcubation. In control e>.pe~1mei:ts. carbachol (lO µ.~1) 
::tdwced an mcrease rn [Ca:-], of 627:::. 90 n..\1 (n = 37) It 
1as pre;.iousl;. bee<i der:ioilSwa1ec! tbat c2..lb:::c"ol rele2Ses 
3R-Ca"- to ;;13:.:ace ::,is response (4). l¡ fue pres~rice of ca:·
:·eme, ca:-bachol 2.:!drnon d¡j not Dduce any funher re
;ponse. (n = 7) (F¡g·.:.res 2a and b). A thrrd car'o::ichol SH1T'U
·at1on after caf:fol.I'..e v. ashout induced an increase m (Ca>], 
;irrukr to the con-uoi response (F:gu:-e 2c). 

It is "e]! kno1> n that caffeine induces an increase m 
; • .:\.,.\fp concentra!lon (23) thJt could be respons1ble for 1ts 
::ililb1tory ef:ects on the c:t;bachol res;:ionse. To investigare 

:...'lis poss1b1Jn:,;· .. .!i.S:>1 cclls were incub.:lled for 2 min \\ 1ili 
:·orskolin (32 µ.\-l. ICsJ). :t.n adenylate cyclase .1C!Jl,.1tor. For
;kolin reduced t..1'1e :ransient Ca""- peak mduced by carb:tchol 
:n 48.64 ::!:: 11.24 c-c (n = 3) (data not shown), but did not 
J.bolisb this rcspors-.!, as c:iffeine d1d (Figure :.). These re
·Ults suggest tbJ.t the cA.l\1P e!evauon e;..pected by tbe cJf-
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fe;r:e ~e2:ment c2 . .r.:10t b~ !..'le o:-:iy :-·ec:-.a;J.1sm ~es;;-:-;:s1:Cie 

fo: Lh.e sool1snr:-o::i.1 of the c~b:lchol :es;;o:;:;:e . 

EffcctofCd--freo:PSS1111f:e(Cci--} F:gu:e 3A s'.lo\IS 
t.l2t t'ie :i::id;tio;; of ca=-.~~ee PSS ;_;:i r.ons:1c:i.u2:ed cells 
leads to a lo1,er '.:'2.Sal [C2=-J., and L..~is decre:-:;e:i.t r.::=.:. con
t:nue unt1l the S~-Ca:- cuntent is Ce?:eted afrer iO :n1:i 
(d.'.lta not shov.n;. :n AS~,f ceJ!s pre1.c.isly s:1r.iul2::ed \\'1t.'1 
caffeme, L1e re:7'01a! of e'\temal ca:- 1:>>.Jc:cej 2 :"aster 
LCa:-}. decre3se 20;.ip:;r-ed \>ILl1 nons:.;nul:i:ej ceils (Figure 
3 . .\ arid B). I:i. bot."' groups, óe decre;:~ent \\as noc .nod1fied 
v.i:en .A_S.'.\1 ce: ·s 1; ere c.epolanzea b:- subst1t:.::1on of 1l8 
m::Vl .'.\aCi w;c.1 l 22.6 m):f o: KCJ (r. = 7). 

Effect of ex:raceihdar ce=- on rhe undershoor rcco1·ery 
Exte:;:ial ca:- removal after caffeine Stiinuiat1on com:;iletely 
abolishea the ur:dershoot recovery (n = 9) (Figwe "1). Un
der this conaition, the response to ca:fei.!'.le StL"Tlula:ion was 
'SISD-lf'.c~tl; o;edu~ed (}7 .6 = SS'c) comp::ueii ,, it.11 c?.ffeine 
stimulation in normal PSS. A seco:id caffeine s~L-nt.:l:i.tion 
did riot produce r.y response (Figu:e 4). Res¡orat:on of ex
terna! Ca:--conta:.rung (2 :n:>-f) PSS v, as followed by com
plete reco\ery o: [Ca2-], basal le\ els (F;gure .J.) and c:iffeme 
re,;ponsheness (data oot sho\' n). 

Role ofvolrage-de_:H:ndentCa2"' chanrcls (VDCC) c.nd."i\'a-1 r¡¿t;,l 
ca:- exchanger ir. rhe ur.dcrshoor. :>1er..iox} \'erapa.'T!1! t! 1/Á1C 1 
(D600), an an~go::iist of VDCC, .,, as used to e\ aluate. 

J(C m .)CQ •OO '.·X' ,,x ;i.>J 

T-~n.-;~; 

F1~11rc J. E'fcc1 of S'<·CJ:• contcnt dunn;• t!>~ k.<~ rn<hkcd 1'1 C L- ·:'rec 
r.ie<l1u:<1 1 \) Te:npoq~ rnur.c of1ht m~x1mun• J~,•r in !C1~·i. :n ccl:O. ;>e' 

Ju~~cd ..,.,:~1 c~=-.cru ?SS '"'J\''"· 0:~•1ou' •'. -:~11~10D e·. SR,,,,.!. \r. celh 
.:i.::u~.:1-J ,~ C :· • ~:1::~ ?SO. ,üm'i ,.,1··c1n~ · ·::i..l 1:1or 'é' r:•\~ 1 1 ,d hJ 
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·11me(s) 

·e 4- E~temal Ca;~ ;emoval p:-::,en:s ti>:: unCersíloo1 r...::overy. {a) Clf-
10 m.\.f mduced a iraus1ent e;.:- peak Remo,·aJ of e.t:nce!lular Ca'+ 
ca.4'erne (10 m.\:l) v.ashou! cioc;;ed t.'le u;:iders:ioot reco' cry~ (b, e} 
.lle add.itico. in G'* -free PSS ;~c..:luced a smailer ~sponsc. a.cd a sec
o.mulaoon dld no¡ oroducc-d a;-_, effcct.. The lll.lel corresoonds 10 the 
~urn response i:ldJ~ed by ca.-:-~..::e observed in.?.. o. :!:!de K' <O.OOJ. 

her the Ca2"" entry pafr.\;.·2y dunng undershooc and re
-y could occur througb t.i'"lese charmels. We noticed that 
n.al duration (drop and recovery) of the Ca:- under

ehcited by caffeme w25 not mociified by D600 (30 
11 = 8) (Table 1) Subsriruuon of 118 m.\1 NaCl in nor
'SS by 122.6 m!\1 of !\:CJ to induce inact1vatwn of 
: by long-lastmg depola.'"lz.ation a:id i.nversi.on of the 
:::a2+ e>..ch.'.lnger did nN modify t.'1e ca> undershoot 
4). Moreover, benz.:i.rml am1loride, (25 µM). an Na+/ 
exchanf!.er blocker. added for 8 min in normal PSS 
id not ~ect the Ca'--. undershoot (n = 8) (Table l). 
ienz.arnil arruloride concentrat1on was enough to m
Je Na+;ea:+ excha.nger reversal response mduced by 
utrng NaCl with 143 m.\1 of choline chlonde (n = 4) 
'5). 

sion 

present expenments \\ ith ASJ\..1 cc::!Is, we observed 
'fcinc mduced a trans1cll nsc in [C.'.l~·J,. whicb r.'.lp-

"·'" ,.~ = 
,f---; 

:.::rJ0 -:.::xi 

secs 
!\ 

Figure 5. Tvp1ca.I n:~rdwg of Lie effect of benz;unrl art>r!onde on t.he 
[Ca2+], chan~es m::t:c.--d by t.)¡e re\ ersa.I roode oi the t->"_a-rCa'-+ e>::cha.nger. Da.,s.~ed 
~~ bars show :..ne substnunon of 118 n::M NaCJ wiili chlor1d~ choline /\, 

1¡43 m."1) ...a no:mal ?SS. Closed bar represents 8-rmn inc~banoa v.Hh 
benzamil _amuo:-ide (25 µM), "'h.Jc;i nc'1!"1y blod.ecl ¡/¡e response 10 chlo-
nóe ciohne 

idly returned to the irutial baseline. The tra . .-is1ent ca:- peak 
has been exolamed as an increase in rhe Ca2- sensrt1v1ty of 
the CICR channels, i.e., [Ca2-J, basal Jeveis are suffk1ent to 
induce channel operung {10.2!.). Once caffeine was ¡emoved, 
an abrupt drop rn [CahJ, (undershoot) was observed 

The Ca2+ undershoot has been documented m bu!lf;og 
sympatheuc gangli.'.l (13), rn rat vascular and ventncular 
myOC)tes (10), and m gurnea pig myentenc neurons (14), 
urinary bladder (11.12). and tracheal smooth muscle cells 
(9). l\1ost of these authors conc!uded that this abrupt drop m 
(CJ.2+J, is due to ea2+ uptake by lhe empty SR {9-l 1,13). 
Our results are in agreement with this rnterpretation m that 
tbe undersboot was completely abolisbed by CPA. 

The second component of the undershoot was the slc;w 
cytosolic Ca2• recovery to baseline after the sudden drop in 
[Ca2+J,. It has been suggested that SR serves as a supcnícial 
buffer barrier (SBB) for !he deeper myoplasm (25) In this 
model, Ca2- reo.ches thc subpt1.s1nalemmal space beforc 1t 
can díffuse and r.'.llse cytosol1c Ca2 "" in the deepcr myo
plasm. Th1s hypothesis predicts that SR-Ca2~ deple11on pro
duces a dela y bctween the nse of (Ca~+], and force deve!op-

1)6000 Ben.:.1mi! arn1lomk Sub~ut\Jtm11 d 
Comrril 30 µ>.1 Comrol 25 µ.~1 Comrol .\.¡(] 1:-v KCI 
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;;e::t (::'6). T:1e SBB r:, potheslS ::12.! :'.>LS e\p:1:n tl'.e slow 
'''e :n cyLOsolic C::;.:- c.:n'1g J::Ce:s.:-ioot ;-eco\ ec;.. bec2:.,se 
-"'e SR cc·c.io be bu:":"e~;r:g L",;;: C:::- ;r.:";u\. :;ic::"c··e ll re::.c;:es 
:.1e deeper P.lyop!.2Sm. 

Our ex;ienmen:s ::: Ca:-_:;-ee ?SS shov,ed cl:at e\te::ial 
ca> re:no\al le.:i.cis :0 a ~ 1 ow ::Jut contmuous C:ecremer.t of 
t:lSel;r.e [Ca=-], un::i SR-C:.:- dep!e;10'11s re.:i.ched after 10 

-::.i;1. Such a'.1 obsen a:1on \\"-5 s1m1lar rn bo:h depolanzed 
a::d ::onde_?ob.rizea ceils. 1r.c:.c:::ir.g <hat in t.1ese cells. ;.';e 
ScJb'itar.::::.l Ca"~ Je¿:.: a.aes no: Ce;iend o.-i nen~br:.:r:e pmen
l:.'.3.1. Hü\\e\er, this c2=- \:.!.'..: seerr:s :o be more evide::t 
"'hen SR-Ca:- sto;-es \,ere pre\ iously dep!e:ed b) c2:"fe1::e. 
One poss:::Ie exp!a...J2t:0n for lhis phenomenon c0uld be t.~at 
m nondeplete.d cel1s, SK-C"2.:- ccment is buffer:.ng the e: to
solic C2:-. prevent;ng a sudden drop in [Ca:-Ji. Addr.:ion
aily, \Ve Observed ;_l¡a¡ the (a:- SOU;-ce dU;-!:1g tmdershOOt 
recovery '.s rnainly e'\t:aceiluhr, because füe undershoot re
covery ·"as abolished t:Jder Ca:--free conditions. 

VDCC '.n AS~f cells a:-e one of the mam Ca:~ entry 
pa&.\~a: s (27). In ca...;.r:;e AS:\1, Bourreau and coworkers (7) 
reponed that, during ace:ylc:ioline st1mula:ron. a drrect 
pa1Jn>ay occL!rs to 2llow SR-Ca> refilling through L-t:pe 
Ca:~ ch:i.n .. Jels. Recent!y, on srudying the same spec1es, Jan
sser. et al. (2S) found L'1at, dunng caffeme stimu!at10n. there 
is a.."1 mere~~ 1n S'1bsarcolem.i-r,al [Ca:-], ;md memb:.-ane 
curre:it acn,·1ty. such 2S ca:-'"-dependent c1- :md K-'- cur
rents. without active.tina VDCC. Thev also found that 2ce
tylcholi;::e activates all- pre\'!Ous me~ha'llsms induced by 
c2ffo1ne. includmg \ UCC. 

Our resullS m boYine-isolated ASM cells suagest that 
VDCC are not in>olved. at least m SR-Ca~- refillmg m
duced by caffeine depletion. bccause neither D-600 nor 
membra.1e depolarizauon bv KCJ changed the undershoot 
recove;:'. \\'by VDCC are ~ot activated-by caffeine 1s still 
uDknov.n. and requues further in\estigation. 

In exc1t:i.ble ce.lis. t..'lc Na"/Ca2 -'- exch~nr:er Pos bcen im
phcated m cytopl:ismic Ca~"'" rcgulat1on in ilie subpl:>.Smj{e
mmal space. 1nducmg Ca2"'" extrusion to mamt.ain Llie C.:i.2+ 

homeostas1s m this a.rea. (25). although the role ofthis extru
s10n mecharusm in ASM cells is quest10ned by other re
searchers (27.29). In this contcxt. the :\'a~/Ca~"" exchangcr 
inhib1tion with benz:!mrl am1londt! or revers:il of the ::ia·¡ 
Ca: ... exchanger by subst1tuung NaCl with KCI d1d not mod
úy the mech~isms mvolved t; the under~hoot reco\ ery. 

In nonexc1t;:i.bk cells, Putncy (15) posrulat<.:d a capac1ta
tivc Ca:+ entry thcorv that sugS?ests a mcch.'.lni~m thac 
ser.;es L'1e C:i.2+ content m t...1e ER';-.ntl 0 cnero.tes :i. sis.na\ to 
:i.ctl\;itc Ca: ... uúlux ..ifter (kpkt1on. Th~ umquc Ca'~ entry 
p::nhw:iy is only 3C!J\.ited whc:-i ER-Ca'" ~tori..'~ are cmpty, 
and 1~ f1:;¡c:1on.Jli> 1:o:ic:J\r: \\h;::-i thc'iL' -:wrc~ :irc full. After 
c:11p1:1n~! thc 1ntr:i~·cilul:lr ':or:.:s fro:i: ;.lt 1k1:m :-mootb 
muse',· r ! ~) :~!'J ~1·::->1.•n r; 1c!:~·.1I •:m01ch ¡m:·.ck '!S). 
10::-:;-l.c·.:.:ig c:-:i.J~·.,i:c C.1:· c'.::1.1: ,;n .1:1J C.1=· :nf!t:\ \\,!\ 

\,¡..,;;;", ;;-: ··• .1·~·..::.-~ ,·-;: ,1 · .' ··":: ·:' ,_... .., ,·e ·, .·:·:~: ;~ ('-

ple:e SR-C2:- Cec.ile:;:-:;: :hcis, it rr:ay be p::;~s ble 1:-a;__::J?a
p2citatJ\ e C2.:- ercL-::• is m\·o]\ eci m u.h.e t::1:ie:-s:-io0: 
reco\ery HC\>t\e;. ¿;_¡;-,~:;:r e:-..;i::::·r::'en's 2.re :e:,uued ~o c2:
roborate :..'.:s h: poL"':eS!S. 

1-i co::cl:.;s,on. "e observed th2.¡ SR-C::.:- con:er;c ;::~2;.s 
an 1ITJ;JOfL..3.:l( >ole Cc.::i:ig the C::C- leak cbser\ ed i:1 ca:- -
free med:t:m . .'.Líd does :iot depe.-id en memb:-a:i.e po1e:i:.2l. 
\\"e addi~1o:lsll; obsen ed üwt rece\ e:y from undersiloot 2f
ter caffeme \'- ashout Ce:ie!l.ds on e\t.:-a::-ellul2' Ca2-. a::d th::.: 
neither \"DCC nor t..'1.e. ?\a"/Ca~- excJ-::rn!.'e:- 3.fe JTI\Ohei. 
Fmally, \\e obsef\ ed :..':a¡ Ca:- unCers:-ioot-2.fier caf:el:J.e :e
r::10\'al a;:ipem to be 2 t.:Se:"ul pheno~er:on to s:uay so:ne of:he 
mechamsrr;s Í..l\ olved ;_-¡ Lhe regulauon of [C.:.=-ii b) Lhe SR 
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