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INTRODUCCION

Una de las lineas de trabajo que viene desarrollando desde hace varios afos
nuestro grupo de investigacion (Gl 1683, Farmacoloxia Cardiovascular e Plaguetaria)
consiste en la evaluacién farmacoldgica y en el estudio del mecanismo de accidn de
moléculas de origen natural y sintético como potenciales agentes vasodilatadores,
importantes en el tratamiento de patologias como la hipertension arterial, la
insuficiencia o la isquemia cardiaca y que constituyen unos de los problemas de
salud publica mas importantes en los paises desarrollados. La presente Tesis
Doctoral se ha desarrollado dentro de esta linea de trabajo y se centra en el
mecanismo de accidon del AMP ciclico (AMPc) y de las rutas de interconexion AMPc-

Ca®", asi como su efecto en la contractilidad vascular.

El musculo liso vascular desempefia un papel importante en la regulacién del
flujo sanguineo, la microcirculacién y otras funciones cardiovasculares, pero a pesar
de los grandes avances en este campo, los mecanismos moleculares y celulares por
los que se regula la contractilidad del musculo liso vascular no se conocen con

precision.

El control del tono del musculo liso mediante el uso de farmacos
vasodilatadores que actlan directamente sobre la célula muscular lisa es una
estrategia farmacoldgica ampliamente utilizada para el estudio de la funcidn
vascular. Existen diversos puntos sobre los que pueden actuar estos farmacos, entre

los que figuran:

- Modificacién de la entrada de Ca® por bloqueo directo de los canales de
ca® dependientes de voltaje.

- Hiperpolarizacion de la membrana.

- Liberacion o recaptacion de Ca** por el reticulo endoplasmatico (RE).

- Modulacién de las enzimas que determinan la sensibilidad al Ca*".

A través de estos mecanismos actlan los antagonistas del Ca®, los
activadores de los canales de K y los farmacos que modifican las concentraciones
intracelulares de nucleétidos ciclicos. Muchos de estos farmacos son clinicamente
importantes y se emplean en el tratamiento de problemas frecuentes como la

hipertensidn arterial, la angina de pecho y la insuficiencia cardiaca.
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El Ca** es un mensajero intracelular que controla multitud de procesos
bioquimicos y estd implicado en diversos mecanismos fisioldgicos como la
secrecion, la diferenciacion, la division y la comunicacion celular. La importancia del
Ca®* como desencadenante de la contraccién muscular se conoce desde el siglo XIX

a través del trabajo de Sydney Ringer.

Los descubrimientos mas recientes en el campo de la sefializacién célcica se
deben en buena parte a la invencién de la técnica de patch-clamp y a los
indicadores fluorescentes de Ca®". El método de patch-clamp descrito por Neher y
Sakmann en 1981 terminé con casi 20 anos de larga busqueda de una forma de
detectar el flujo de corrientes idnicas a través de canales. En poco tiempo se hizo
universal y se convirtié en una herramienta de trabajo fundamental en fisiologia

celular.

Al mismo tiempo de la aparicion del patch-clamp, surgieron los indicadores
fluorescentes sensibles al Ca®*. El descubrimiento de la proteina aequorina
(proteina luminiscente sensible al Ca?), a pesar de sus limitaciones, fue clave para

la obtencién de los primeros registros de Ca“" citosélico.

Muchos de los problemas iniciales comenzaron a solucionarse cuando Roger
Tsien desarrollé la primera sonda fluorescente de Ca®*, quin-2. Fue de crucial
importancia el hecho de que la desarrollase en forma de acetoximetiléster para, de
esta forma, poder atravesar la membrana y retener el componente fluorescente
soluble en el citosol gracias a la accidén de las esterasas celulares. El gran avance
vino de la mano de la segunda generacién de indicadores fluorescentes de Ca*":
fura-2 e indo-1, los cuales poseian mejores caracteristicas y se podian utilizar a

concentraciones mas bajas.

En el musculo liso vascular, las variaciones en los niveles de calcio intracelular
([Ca2+]c) desempeifian un papel clave en el mantenimiento del tono; tanto
directamente, regulando la contraccién o la relajacién del musculo liso, como
indirectamente, controlando los procesos de sintesis y liberacion de sustancias
vasoactivas endoteliales, procesos todos ellos regulados por diferentes rutas de

sefalizacion.
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Entre los numerosos factores que participan en la regulacién de la [Ca®']. esta
su interaccion con el AMPc. Este segundo mensajero fue descubierto en 1957 por
Earl W. Sutherland y sus colaboradores de la Case Western Reserve University en
Cleveland (Ohio, EE. UU.), mientras trataban de explicar cdmo actuaba la adrenalina
en el metabolismo del glucégeno. Gracias a los hallazgos en cuanto al mecanismo
de acciéon de las hormonas por medio de segundos mensajeros, Sutherland fue

galardonado con el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1971.

En un principio, Sutherland descubrié que la adrenalina actua por activacién
del enzima fosforilasa que da lugar a la formacién de glucosa a partir del glucégeno.
Mas tarde descubridé que esta activacién estaba mediada por una sustancia
desconocida hasta el momento. El descubrimiento y caracterizacién quimica de este
intermediario, denominado “segundo mensajero” (la hormona seria el primer
mensajero), fue fundamental para la comprension del mecanismo de accion de la
adrenalina y otras hormonas. Esta nueva sustancia, identificada como un

nucledtido, es lo que se denomina AMPc.

El descubrimiento de Sutherland implica que la adrenalina induce la
formacién de AMPc en las células hepaticas y éste, a su vez, activa el enzima
fosforilasa, el cual permite la formacién de glucosa. Entonces se planted la cuestion
de como la hormona estimula a la célula para que forme AMPc, y descubrié que
ésto tenia lugar por medio de un enzima desconocido hasta el momento

denominado adenilil ciclasa (AC) (figura 1).

La idea principal en el esquema de Sutherland es que la adrenalina y otras
hormonas no atraviesan la membrana celular sino que interaccionan con ésta. Ello
conduce a la activacién de la formacion de AMPc que, en la célula, activa o inhibe
varios procesos metabdlicos. Esta hipdtesis general fue inicialmente criticada por
cientificos de la época, ya que parecia improbable que una sustancia como el AMPc
pudiese ocasionar efectos, mas o menos especificos, cuya causa se atribuia a
diferentes hormonas. Hoy se sabe que, junto con la adrenalina, un gran nimero de
hormonas ejercen sus efectos por la via postulada por Sutherland. La especificidad
de cada hormona dependerd de su receptor y de la serie de reacciones quimicas

gue acontezcan o no en el interior de la célula.
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Interior celular

Adenilil ciclasa

Adrenalina AMPCc ——>  Activacién del enzima fosforilasa

Receptor

Figura 1. Esquema general propuesto por Sutherland para explicar el
mecanismo de accidon de la adrenalina y otras hormonas. Modificado de
"Physiology or Medicine 1971 — Press Release". Disponible en la Web: <http://
www.nobelprize.org/nobelprizes/medicine/laureates/1971/press.html>
[Consulta: 9-8-2012].

Este descubrimiento supuso el nacimiento del concepto de segundo
mensajero. Clasicamente, se define como una molécula de sefializaciéon intracelular
que se genera en respuesta a una sefial externa (primer mensajero) detectada por
la célula. El segundo mensajero difunde en el interior de la célula e interacciona con
otras moléculas de senalizacidon originando una respuesta celular en respuesta a la

sefal externa.

Desde su descubrimiento, al AMPc le han sido atribuidas numerosas funciones
celulares importantes para el normal funcionamiento celular en un amplio rango de
especies. Entre estos procesos se incluyen las funciones cardiovasculares, la
fototransduccion, el olfato, el transporte de glucosa, la adhesion celular mediada
por integrinas, el crecimiento celular o la apoptosis, entre otras. A pesar de que el
AMPc se conoce desde hace mas de medio siglo, hay cuestiones acerca de su

regulacidn para las que todavia no hay respuesta.

En el musculo liso vascular el AMPc produce relajacién por mecanismos no del
todo conocidos y a veces contradictorios. Asi, por ejemplo, existen evidencias de
que farmacos que aumentan el nivel de AMPc reducen la entrada de Ca** a la célula,
probablemente debido al bloqueo de canales de ca* tipo L. Sin embargo, los
resultados publicados sobre la regulacién de canales de Ca®* por el AMPc son
bastante contradictorios debido, en parte, a las dificultades para obtener resultados

electrofisioldgicos satisfactorios en este tipo de células. A su vez, la regulacion de
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los niveles intracelulares de AMPc es un fenédmeno complejo en el que la [Ca*].0 el

pH intracelular son factores determinantes.

Las interacciones entre el AMPc y el Ca®* son amplias y numerosas, y
refuerzan aun mas la versatilidad de ambos mensajeros. El Ca**, por ejemplo, regula
la sintesis y la degradacién del AMPc, asi como muchos efectos del principal efector
del AMPc, la proteina cinasa A (PKA). Por otra parte, el AMPc regula la formacién y
la fosforilacidon del 1,4,5-trifosfato de inositol (IPs), la actividad de los canales y
bombas de Ca**, y la formacién de otros mensajeros que movilizan Ca?*. Muchas de
las proteinas involucradas en la sefializacion del Ca** y del AMPc existen en
multiples isoformas, que se diferencian entre si en su comportamiento y expresion.
Ademads, ambos mensajeros pueden antagonizarse mutuamente, por ejemplo, en la
contraccion muscular, o potenciarse mutuamente, como puede ocurrir en el control
de procesos como la secrecion hormonal. Esta diversidad afiade mas complejidad a
las rutas de seializacién, aunque su significado fisioldgico no se conozca

exactamente.

Entre los farmacos que modifican los niveles intracelulares de AMPc se
encuentra la forskolina. Descubierto en 1974, este diterpeno procede de las raices
del Coleus forskohlii, planta originaria de Asia ampliamente utilizada desde tiempos
ancestrales por la medicina ayurvédica para el tratamiento de la hipertension, la
insuficiencia cardiaca congestiva, el asma y otras patologias. Los estudios clinicos de
la planta y de la forskolina corroboran sus usos tradicionales. La forskolina aumenta
los niveles de AMPc y las acciones mediadas por este nucledtido, por activacion del

enzima AC.

Aunque tradicionalmente se pensaba que el AMPc ejercia sus efectos
principalmente por activacion de la PKA, en los ultimos afios se ha demostrado la
existencia de una nueva clase de proteinas implicadas en la transduccion de la seial
mediada por el AMPc. Se trata de las denominadas proteinas Epac (exchange
proteins directly activated by cAMP) y su descubrimiento ha abierto nuevos

horizontes en la investigacion en el campo del AMPc.

Uno de los grandes problemas encontrados hasta la fecha para el estudio de

la funcion del AMPc ha sido la carencia de un método de medida que permitiese la
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determinacién continua de los niveles de este nucleétido en las células vivas. Los
métodos tradicionales implicaban la destruccién de la muestra y por tanto una
medicion en el punto final. Estos métodos tampoco consideran conceptos que han
surgido en las ultimas décadas como la compartimentacion, que asume diferentes

concentraciones de AMPc en las distintas partes de la célula.

En los dltimos afios ha habido un auge de nuevas técnicas que permiten el
seguimiento de la concentracién de AMPc intracelular ([AMPc];) en tiempo real.
Estas técnicas, basadas en métodos fluorescentes y electrofisioldgicos, utilizan los
tres efectores del AMPc conocidos: la PKA, los canales activados por nucledtidos

ciclicos y las proteinas Epac.

Consideramos que el presente trabajo tiene un interés practico muy
importante, ya que un mejor conocimiento del mecanismo de accion de la
forskolina y de la interconexidn de las rutas de senalizacion en las que intervienen el
AMPc y el Ca*, en el musculo liso vascular, permitira avanzar en la identificacién de
procesos patoldgicos en los que intervengan ambos mensajeros y, por consiguiente,

contribuir a establecer las bases para el desarrollo de nuevas lineas terapéuticas.

El andlisis detallado de la literatura demuestra que todavia quedan muchas
incégnitas por resolver en relacidn a los efectos del AMPc, y su interconexion con el

Ca2+, en la contractilidad vascular.
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1 Contractilidad en el musculo liso vascular

El musculo liso de cada drgano se distingue del de la mayoria de los
restantes organos, en varios aspectos: dimensiones fisicas, organizacion en haces o
vainas, respuesta a diferentes estimulos, caracteristicas de su inervacién o funcién,
etc. Sin embargo, los sistemas de clasificacién son imperfectos y no representan su

diversidad.

Histéricamente, el musculo liso se ha clasificado en multiunitario y unitario en
base a su inervacién y a la respuesta generada (Bozler, 1948), y asi lo recogen la
mayoria de los libros de texto de fisiologia actuales (Guyton, 2007). El primero estd
formado por fibras musculares lisas separadas que operan de manera
independiente y estan inervadas individualmente por una Unica terminacion
nerviosa. Algunos ejemplos son el musculo ciliar del ojo, el iris, el vaso deferente o
los vasos sanguineos. En el musculo liso unitario, en cambio, las células individuales
estan acopladas eléctricamente y se contraen todas a la vez, como una Unica
unidad. Este tipo de musculo liso, también conocido como musculo liso sincitial o
visceral, se encuentra por ejemplo en el tracto gastrointestinal y en el sistema

urogenital.

Otro sistema de clasificacion se basa en el estado de contraccidon (Fisher,
2010). Si el musculo liso de un determinado drgano estd contraido por un
determinado periodo de tiempo, se denomina musculo liso fasico. Es el caso, por
ejemplo, del musculo liso de la vejiga o del Utero. Este tipo muscular depende de la
despolarizacién de la membrana para que tenga lugar la entrada de Ca** a la célula.
Esta despolarizacion puede estar inducida por neurotransmisores. El musculo liso
continuamente activo (musculo liso tdnico) es menos dependiente de Ia
despolarizacion de la membrana. En cambio, tiene un mecanismo de marcapasos
enddgeno para generar pulsos periddicos de Ca?*. Un ejemplo de este tipo es el

musculo liso vascular, pulmonar y cuerpo cavernoso (Berridge, 2008).

En comparacién con el musculo esquelético, el musculo liso estd compuesto
por fibras mucho mas pequenas. No posee la disposicion estriada de los filamentos

de actina y miosina caracteristica del musculo esquelético, aunque ambas proteinas
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interactuan de forma similar en ambos tipos de musculo. Tampoco contiene el
complejo de troponina normal, necesario para el control de la contraccion, de
forma que el mecanismo de ese control es diferente. Ademas, existen importantes
diferencias entre la organizacion fisica del musculo liso y el esquelético, en el
acoplamiento excitacién-contraccién, la regulacion por el Ca®*, la duracién de la

contraccion y la cantidad de energia necesaria para ello (Webb, 2003).

1.1 Estructura de la pared vascular

Los vasos sanguineos constan de tres capas concéntricas, que tienen una
composicion y espesor diferentes en funcién del tipo de vaso (Guyton, 2007). Las

tres capas de la pared vascular, desde la luz hacia afuera son (Ross et al., 2005):

* Tunica intima: es la capa mas interna, en contacto con la sangre circulante.
Estda constituida por endotelio (células epiteliales) y una capa conjuntival
subendotelial que contiene la membrana eldstica interna, cuyas fenestraciones
permiten que las sustancias difundan con facilidad y alcancen las células mas

profundas del vaso.

* Tdnica media: se extiende desde la membrana elastica interna hasta la
membrana elastica externa. Estd compuesta por células de musculo liso vascular
(CMLV) rodeadas de tejido conectivo y fibras de elastina y colageno secretadas por
la propia célula. En las grandes arterias la capa media suele estar formada por mas
de 40 capas de CMLV, disminuyendo su nimero a medida que disminuye el
diametro de los vasos. Desde el punto de vista fisioldgico, esta capa muscular es la
que provee de fuerza mecanica a los vasos sanguineos, estableciendo asi su grado

de contraccion.

* Tlnica adventicia: es la capa mas externa. Estd formada por tejido
conjuntivo, fundamentalmente colageno vy fibras eldsticas. A través de ella discurren
los vasos encargados de la nutricidn de la pared arterial o vasa vasorum, y las fibras
nerviosas auténomas, o nervi vascularis, que transmiten estimulos de

vasoconstriccion al musculo liso de las paredes del vaso.
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1.2 Estructura del musculo liso vascular

La principal funcién del musculo liso vascular es la contraccién y el
mantenimiento del tono vascular. Las CMLV que lo conforman tienen un tamafio
longitudinal de entre 20-100 um y un grosor que, en su zona central, alcanza
aproximadamente los 5 um (Guyton, 2007). El interior de la célula estd ocupado por

tres tipos de miofilamentos:

* Filamentos finos: contienen fundamentalmente mondmeros de actina
(actina G), una proteina contractil globular de 42 kDa, que se dispone formando un
filamento helicoidal con la proteina tropomiosina (proteina en forma de fibra de 70
kDa). También contienen caldesmona (proteina de 120-150 kDa), que se une a la
actina F (actina polimerizada) y bloquea el sitio de unién para la miosina. Las
acciones de la tropomiosina y de la caldesmona estan controladas por la acciéon

dependiente de Ca?* de diversas moléculas reguladoras.

* Filamentos intermedios: formados por desmina (proteina de 52 kDa) vy
vimentina (57 kDa). Son parte del citoesqueleto de la célula, donde funcionan como

soporte estructural.

* Filamentos gruesos: contienen miosina (proteina contractil de 470 kDa). La
miosina estd conformada por dos subunidades de alto peso molecular (cadenas
pesadas) y cuatro de bajo peso molecular (cadenas ligeras), también denominadas
esenciales y reguladoras respectivamente. Las cadenas pesadas se enrollan una
sobre la otra formando una doble hélice. En la regidén terminal de la molécula la
estructura da lugar a una regidn sobresaliente, o cabezas de miosina, que son los
lugares con actividad ATPasa y los lugares de uniéon a la actina durante la
contraccion. Asociadas a las cabezas de miosina se encuentran las cadenas ligeras
reguladoras. Estas tienen aminodacidos especificos que pueden ser fosforilados por
el ATP (reaccién catalizada por la cinasa de la cadena ligera de miosina o MLCK, del
inglés myosin light chain kinase). Cuando esto ocurre pueden interaccionar de

forma ciclica con la actina y producirse el ciclo de los puentes cruzados.

Otra estructura importante de la CMLV son los cuerpos densos. Estos son una

parte del citoesqueleto y constituyen un sitio de fijacién de los filamentos finos e
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intermedios a la membrana plasmatica (lo hacen por medio de la proteina a-
actinina). Los cuerpos densos existentes en las membranas de células adyacentes
pueden unirse entre si por puentes proteicos, lo que permite la transmisidn de la

contracciéon de unas células a otras.

1.3 El proceso contractil en el musculo liso

En condiciones fisiolégicas, el aumento en la [Caz"]C necesario para la
contraccion muscular puede proceder de cambios en el potencial de membrana
(acoplamiento electromecdnico) o de la unidn de un agonista contractil a su
receptor especifico en la superficie celular, y la consiguiente activaciéon de un
segundo mensajero que difunde dentro de la célula hasta el lugar de accion
(acoplamiento farmacomecdnico) (Somlyo y Somlyo, 1968). En esta forma de
regulacién se pueden producir cambios en el potencial de membrana de manera
secundaria. Ambos mecanismos pueden tener lugar simultdneamente en la CMLV

(Orallo, 1996).

Cuando, por alguno de los dos mecanismos anteriores, los niveles de Ca*
citoplasmatico aumentan por encima de 0,1 uM, los iones se fijan a los sitios de
unién de la calmodulina (CaM), proteina de unién al Ca** de aproximadamente 17
kDa. La unidén de cuatro iones Ca** a una molécula de CaM activa la MLCK,
formandose un complejo holoenzimatico que cataliza la transferencia de un grupo
fosfato del ATP-Mg2+ a un residuo de serina en posicion 19 (Serys) de la cadena
ligera de miosina de 20 kDa (MLCy). Esta fosforilacion permite la activacion de la
miosina-ATPasa por la actina (actomiosina), lo que conlleva un aumento de la
hidrdlisis de ATP. Asi tiene lugar, de manera repetida, el ciclo de puentes cruzados

Yy, en consecuencia, el desarrollo de fuerza de contraccion (Orallo, 1996) (figura 2).

La miosina fosforilada tiene la capacidad de unirse repetidamente al filamento
de actina, de manera similar a como ocurre en el musculo esquelético, pero de
manera mas lenta. Una posible explicacidén a esta lenta contraccién que tiene lugar
en el musculo liso es que las cabezas de los puentes cruzados tienen menos
actividad ATPasa que en el musculo esquelético, de forma que la degradacion del

ATP, que suministra energia a los movimientos de las cabezas estd muy disminuida,
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con la correspondiente ralentizacidn de la frecuencia de ciclos. Sélo se requiere una
molécula de ATP por ciclo, independientemente de su duracién. Esta economia de
gasto es importante para poder mantener una contraccion muscular tonica casi

indefinidamente.

Mediante el empleo de fluoréforos sensibles al Ca®*, se ha visto qgue la fuerza
contractil desarrollada para un nivel dado de [Ca*"]; varia en funcidn del estimulo
excitador, asi, la fuerza inducida por agonistas es mayor que la inducida por
despolarizacién con niveles altos de K*. Este mecanismo fue denominado “aumento
de la sensibilidad al Ca®” de la maquinaria contractil (ver apartado 3.2) (Pfitzer,

2001; Somlyo y Somlyo, 1968).

Una vez que ha tenido lugar la contraccion muscular, para producir la
relajacion del musculo liso se deben retirar los iones Ca** del medio intracelular.
Esto se consigue mediante una bomba que transporta iones Ca** al exterior de la
célula (plasma-membrane Ca**-ATPase, PMCA), o hacia el RE
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase, SERCA) (ver apartado 2.2). Estas
bombas actian lentamente, en comparacién con la bomba de Ca** del musculo

esquelético.

Cuando los niveles de Ca* disminuyen, éste se disocia de la CaM, la cinasa se
inactiva y la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP, myosin light chain
phosphatase) desfosforila la miosina, volviéndola inactiva. De este modo, el ciclo de

los puentes cruzados se interrumpe y el musculo se relaja.
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Figura 2. Esquema del ciclo de los puentes cruzados

1.4 Papel del endotelio en el mantenimiento del tono vascular

El endotelio desempefa una funcién crucial en el control de la presidon
arterial, regulando el tono del musculo liso vascular en respuesta a estimulos
mecanicos y humorales por medio de la sintesis de agentes vasodilatadores, entre
los que destacan el NO, el EDHF, la PGl,, o factores contracturantes, como la
endotelina (ET), que es liberada ante estimulos como la hipoxia, la distension
arterial o la exposicion a sustancias vasoactivas. A este control del tono vascular
contribuyen, también, otras sustancias liberadas por la pared endotelial (histamina,
bradicinina, sustancia P, etc.) y la angiotensina, en cuya cascada de sintesis participa

el endotelio (Serban et al., 2010).
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Ademas, el endotelio participa en otras importantes funciones
homeostaticas independientes del tono vascular, como son la regulacion de la
coagulacion intravascular, la inflamacion y la modulacién inmune, y tiene capacidad
de influir en el crecimiento y proliferacién de las CMLV que conforman la capa

media de los vasos sanguineos.

El NO es un gas con las propiedades de radical libre que actia como una
molécula mensajera. Esta implicado en procesos fisioldgicos como la relajacion del
musculo liso, la inhibicién de la agregacidn plaquetaria, la neurotransmisién o la
regulacién inmunoldgica, y es sintetizado por una amplia variedad de tipos celulares
que incluye células epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias (Gémez-

Jimenez y Salgado-Remigio, 1993; Rodrigo et al., 2000).

Una vez sintetizado, el NO difunde desde las células endoteliales sin requerir
ningun tipo de transportador de membrana y estimula en las CMLV su principal
receptor, la guanilil ciclasa soluble (GC), que cataliza la sintesis de 3’-5" monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc). Este nucleétido activa su principal efector, la cinasa
dependiente de GMPc (PKG, proteina cinasa G) e induce la relajacién muscular por
aumento de la recaptacién de ca* por el RE y activacién de los canales de K*

activados por Ca** de gran conductancia (BKc) que conducen a una

hiperpolarizacion y reduccion de la [Ca®); (Dong et al., 1998) (ver apartado 4.2).

Hay dos tipos de PKG, | y Il, de la cual la PKG tipo | es la cinasa mas
importante en la mediacién de la vasodilatacién y la inhibiciéon de la agregacion
plaguetaria. La actividad del GMPc finaliza por su conversion a 5'-GMP por las
fosfodiesterasas (PDE) (Kwan et al, 2009). En consecuencia tiene lugar la
vasodilatacién y la regulacién del flujo y de la presidon sanguinea. El NO, ademas,
tiene efectos no dependientes de GMPc y que son relevantes en enfermedades

vasculares como, por ejemplo, en la adhesién monocitaria.

1.5 Modulacion fenotipica de las células musculares lisas

Las CMLV de los vasos sanguineos maduros son células altamente
especializadas que presentan un fenotipo contractil o quiescente, diferenciado,

caracterizado por la expresién de marcadores contractiles especificos del musculo
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liso, canales idnicos y moléculas de sefalizacion necesarias para la funcion
contractil, Unicas en este tipo celular (Maurice et al., 2003). Estas células presentan
baja actividad proliferativa y baja actividad sintética y, a diferencia de los miocitos
cardiacos o esqueléticos, poseen una alta plasticidad, es decir, pueden cambiar
reversiblemente de fenotipo en respuesta a cambios locales. Asi, los miocitos vy las
células endoteliales de arterias sanas no dafadas regulan el didmetro luminal del

vaso sanguineo coordinando la contraccion y la relajacion.

Durante el desarrollo, o en respuesta a un dafio vascular como el que ocurre
tras una angioplastia, stent o bypass, las CMLV se desdiferencian y entran de nuevo
en el ciclo celular. Aumenta, entonces, la tasa de proliferacién, migracién y sintesis
de componentes de la matriz extracelular y, al mismo tiempo, disminuye la
expresion de los marcadores contractiles especificos. En este estado, las CMLV
presentan lo que se denomina un fenotipo sintético o activado, no poseen
capacidad contractil y tienen disminuida su respuesta a variaciones normales en la

demanda cardiovascular.

En la patogénesis de enfermedades como la ateroesclerosis, hiperplasia de la
intima, hipertension, asma o aneurisma vascular se produce una proliferacion y
migracion de las CMLV que puede ocasionar un estrechamiento de la luz del vaso y

contribuir al desarrollo de complicaciones cardiovasculares severas.

Las CMLV y las células endoteliales, aisladas de vasos sanguineos vy
propagadas en cultivos de tejidos, comparten muchas de las caracteristicas de las

células de fenotipo sintético o activado.

1.5.1. Papel del AMPc en la proliferacidn del musculo liso vascular

El AMPc es un inhibidor de la proliferacion celular. En los vasos sanguineos
sanos, las células musculares poseen alta capacidad de sintetizar AMPc y de esta
manera contribuyen a mantener el fenotipo contractil (Indolfi et al., 2000). Tras un
dafio vascular se produce una disminucién en la sintesis de AMPc y un aumento de

la proliferacién de las células.

Aunque no se conocen con precision las cascadas de sefalizacion implicadas

en este proceso, la ruta AMPc/PKA fue la primera implicada en la regulacion de la
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proliferacion de las CMLV. Trabajos mas recientes, en miocitos de aorta, sugieren
que la Epac y la PKA actuan sinérgicamente en la inhibicién de la proliferacion de
manera independiente de Rapl (principal efector de las proteinas Epac y que
veremos con detalle en el apartado 4.1.2), mientras que la accion individual de

estas rutas apenas afecta a la proliferacién (Hewer et al., 2011).

Este mismo hecho se ha puesto de manifiesto en un reciente trabajo llevado a
cabo por el grupo de la Dra. Schmidt (Roscioni et al., 2011) en células de musculo
liso respiratorio humano en el que Epac y PKA previenen el cambio de fenotipo
contractil a fenotipo proliferativo inducido por exposicidn de las células al factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Otro reciente trabajo concluye que el potente inhibidor de la PDE3, cilostazol,
incrementa la expresidon de marcadores contractiles en CMLV e induce la
diferenciacién celular desde un fenotipo proliferativo (Chen et al., 2011). Ademas,
se ha observado que tras la angioplastia aumentan los niveles de PDE3A/4B y
disminuyen los niveles de AMPc, lo que aumenta el potencial beneficioso de los

inhibidores de fosfodiesterasas (Zhao et al., 2008).

Un andlogo de la PGIl,, el iloprost, promueve el cambio a fenotipo contractil
(aumenta la expresion de marcadores de diferenciacion especificos de musculo liso)
y cambios en la morfologia. Rzucidlo y sus colaboradores han sugerido la

participacion de la ruta AMPc/PKA en esta induccién (Rzucidlo et al., 2007).

1.5.2. Otros factores que influyen en la proliferacion del musculo liso vascular

* Células endoteliales: contribuyen a mantener las CMLV en un fenotipo
diferenciado. Asi, tras un dafio arterial, una rapida endotelializacién de la superficie
arterial disminuye la hiperplasia de la intima. En esta diferenciacidon fenotipica
inducida por las células endoteliales estan involucradas la ruta de sefializacion de la
cinasa de 3-fosfoinositol/ proteina cinasa B (PIsK/PKB-Akt) y su efector, la proteina
calcineurina. Adema3s, un activador de esta ruta, el factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-l, insulin-like growth factor I,) es fundamental para mantener el fenotipo

diferenciado, pero se desconoce si existe un componente endotelial responsable de
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este hecho. En este punto no hay consenso sobre la participacidn de esta ruta en la

modulacion fenotipica (Hayashi et al., 2001; Jung et al., 2000).

*Suero bovino: el cultivo de CMLV en presencia de suero bovino induce
proliferaciéon celular y desdiferenciacion de las células, asi como una regulacion a la
baja de los niveles de expresién de proteinas contractiles y receptores de la
superficie celular, lo que se traduce en una pérdida de contractilidad (Campbell y
Campbell, 1993). ElI Dr. Hayashi y sus colaboradores (Hayashi et al., 2001) han
sugerido que los 4cidos lisofosfatidicos insaturados extraidos de la fraccién lipidica
del suero son los responsables de la desdiferenciacidon de las CMLV vy, que en este
cambio hacia un fenotipo proliferativo, intervienen de manera coordinada las
cinasas ERK y p38 MAPK (ver apartado 3.3.3). Por el contrario la estimulacion de la

ruta PIsK/Akt seria fundamental para mantener el fenotipo diferenciado.
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. 2 ’ .
2 Homeostasis del Ca“* en el musculo liso

El Ca®* es un mensajero intracelular utilizado por numerosas hormonas y
neurotransmisores. Es un sistema ubicuo, con gran numero de implicaciones
fisiolégicas entre las que se encuentran la contraccidn muscular o la liberacion de

neurotransmisores, la proliferacién celular, la plasticidad sindptica o la apoptosis.

La contractilidad del musculo liso vascular depende de cambios en la [Ca®"].
finamente regulados. Para esta regulacion de la homeostasis del Ca”, la célula
dispone de distintos mecanismos que controlan, por un lado, la entrada y la salida
de Ca®* desde/hacia el espacio extracelular y/o los depésitos intracelulares y, por
otro, los sistemas de transporte activo desde el citosol hacia el medio externo o

hacia los depdsitos (Berridge, 1997; Floyd y Wray, 2007).
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Figura 3. Esquema general de la homeostasis del Ca®* en el musculo liso. NCX:
intercambiador Na*/Ca**. VOCC: canales de Ca** operados por voltaje. SOCC:
canales de Ca®* operados por deplecién de reservorios.
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2.1 Aumento de la concentracidn calcica citoplasmatica

En un miocito que se encuentra en situacion de reposo, la [Ca®*] en el medio
. 2
extracelular (1-2 mM) es muy superior a la [Ca®]. (0,1 pM). Para que se produzca
. . . . , . . 2+ .
una activacion de la maquinaria contractil es necesario que la [Ca“”’]. se incremente

hasta un rango de entre 1y 10 uM (Akata,2007a; Bolton, 1979; Marin et al., 1999).

La [Ca’']c puede incrementarse por una liberacién de Ca** desde los
reservorios intracelulares, o bien por una entrada del i6n en la célula a través de
canales especificos existentes en la membrana plasmatica, aunque normalmente el

Ca’* procede de ambas rutas (Sanders, 2001; Akata,2007a).

2.1.1. Entrada de Ca** a través de la membrana plasmatica

El Ca** procedente del medio extracelular puede entrar al citoplasma de la
CMLV a través de varios tipos de canales (Marchand et al., 2012). Los principales

tipos se describen a continuacion.

a. Canales de Ca** operados por voltaje

Los canales de calcio operados por voltaje (VOCC, voltage-operated Ca**

channels) constituyen la via de entrada de Ca®* mas importante en las CMLV. Una
despolarizacion, es decir, una variaciéon del potencial de membrana hacia valores
mas positivos, puede inducir la apertura de estos canales, generando asi un flujo de
entrada de Ca** que permite la activacién de la maquinaria contractil. La presencia
de los VOCC ha sido demostrada en gran cantidad de CMLV, y han sido

caracterizados tres tipos mediante métodos farmacologicos y electrofisioldgicos.
* Canales operados por voltaje tipo L

Su denominacion procede del inglés long-lasting large capacitance (larga
duracion y gran capacidad). Son los mayoritarios y mas importantes desde el punto
de vista funcional en los vasos sanguineos. Entre todos los canales de Ca** operados
por voltaje, los tipo L son los Unicos sensibles a dihidropiridinas (DHP), por lo que
también se suelen denominar canales de Ca** sensibles a DHP. La regulacién de la
entrada de Ca?* externo a través de este tipo de canales es un destacado medio de

control del estado de contractilidad del musculo liso. Diversos vasodilatadores
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ejercen su accién regulando la probabilidad de apertura de los canales tipo L. Su
inactivacion depende del voltaje y de la propia [Ca*']. (Richard, 2005; Sanders,

2001).

En las CMLV, al contrario de lo que ocurre en los cardiomiocitos, el aumento

. . . 2 , .
de AMPc inhibe el flujo de Ca’" a través de estos canales y, por tanto, suprime la
contraccion inducida por despolarizacion de la membrana. En esta inhibicidn

probablemente interviene la PKA (Orlov et al., 1996; Kobayashi et al., 2003).
* Canales operados por voltaje tipo T

Su nombre procede del término inglés transient (transitoria). Su inactivacion
es muy rdpida y parece ser Unicamente dependiente de voltaje. Su presencia ha
sido descrita en diferentes tipos de musculo liso, incluyendo el vascular (Rodman et
al., 2005) donde su funcién todavia no es del todo conocida aunque no parecen

contribuir significativamente a la vasoconstriccion arterial.

La expresidon de los canales T se ha asociado a la proliferacidon patoldgica de
las CMLV. Concretamente se ha vinculado a las fases G1 y S del ciclo celular, periodo
importante para la sefalizacion de la expresion génica necesaria para el
crecimiento, progresion del ciclo y finalmente la divisién celular (Cribbs, 2006;

Perez-Reyes, 2004; Tzeng et al., 2012).
* Canales operados por voltaje tipo R

Su nombre deriva del término inglés resting (reposo) y han sido identificados
en miocitos de aorta y de arterias renales. Su papel fisiolégico no se conoce con
exactitud, pero se ha planteado la posibilidad de que estén implicados en la entrada
permanente de Ca** en la célula durante la fase de contraccién ténica que tiene
lugar en las preparaciones de musculo liso por despolarizacién con concentraciones

extracelulares elevadas de K* (Akata, 2007a; Orallo, 1996).

b. Canales catidnicos no selectivos

Los canales catidnicos no selectivos (NSCC, non-selective cationic channels)

4 H + +
son permeables tambén a iones monovalentes como Na™ y K', pero se desconoce en
gran medida el mecanismo por el que se activan. Algunos agonistas pueden activar

corrientes de entrada de diferentes cationes en las CMLV a través de los NSCC pero

23



HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN EL MUSCULO LISO

la entrada de Ca®" a través de este tipo de canales se cree que es poco importante.
Sin embargo, el incremento de la conductancia al Na* de los NSCC conlleva a una
despolarizacion de la membrana, con la subsiguiente activacion de los VOCC (Akata,

2007a; Orallo, 1996).

En las CMLV estos canales se activan tras la estimulacion del receptor ET,, con
lo cual la mayor parte de la respuesta de la ET-1 es mediada por los NSCC (Wynne et

al., 2009).

c. Canales de Ca*" operados por receptor

Los canales operados por receptor (ROCC, receptor-operated Ca’* channels)
son un tipo de canales de Ca** de estructura similar a los VOCC, cuya activacion se
debe Unicamente a la interaccion de un agonista con su receptor de membrana (van
Bre.e.m.en y Saida, 1989) y no a la despolarizacién de la membrana plasmatica. Tras
la union del ligando (NA, ATP, AVP) al receptor, estos canales se activan por un
mecanismo mediado por proteinas G, para generar 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y
diacilglicerol (DAG) por accion de la fosfolipasa C (PLC) y asi desencadenar la

liberacién de Ca** necesaria para producir la vasoconstriccion (Wynne et al., 2009).

En la actualidad se cree que los ROCC son un tipo de NSCC con cierta
selectividad por los cationes divalentes pero que, en condiciones fisioldgicas, dejan
pasar fundamentalmente iones Na®, por lo que se ha discutido ampliamente si
incrementan la [Ca®']. suficientemente como para activar la contraccion (Akata,

2007a).

Dentro de los ROCC podemos distinguir canales activados por ligando como el
purinoceptor P2X, que se abre en respuesta a la union extracelular de ATP, y otros
canales acoplados a proteinas G. Algunos miembros de la familia de canales TRP
(receptor de potencial transitorio o transient receptor potential) (ver seccién e.)
también han sido clasificados dentro de los ROCC (TRPC3, TRPC6 y TRPC7) (Large,
2002; Wynne et al., 2009).

d. Canales operados por deplecidén y entrada capacitativa de Ca*

Se ha descrito que una deplecién de los reservorios intracelulares de Ca®*,

fundamentalmente del RE, estd acoplada a la activacién de una ruta de entrada de
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Ca®* en numerosos modelos celulares, entre los gue se encuentran las CMLV. Este
fenémeno se conoce como entrada de Ca®* activada por deplecién (SOCE, store-
operated calcium entry) o entrada capacitativa de Ca®* (CCE, capacitative calcium
entry) y fue propuesta por JW Putney en la década de los 90 (Putney, 1990). La
deplecién de los reservorios intracelulares que da lugar a la CCE puede iniciarse con
la unién de un agonista (hormona o factor de crecimiento) a un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR, G-protein coupled receptor) o a un receptor de cinasas de
tirosina (RTK, receptor tyrosine kinase). La activacion del receptor desencadena una
cascada de sefalizacién que implica la sintesis de IP; y DAG mediada por la PLC. El
IP; se une a sus receptores en la membrana del RE (IP3R) y, de este modo, se
produce la liberacién de parte del Ca** almacenado en el interior de esta organela

(Byron y Taylor, 1995; Matsuki-Fukushima et al., 2009).

La CCE de Ca®" desempefia un papel crucial en el relleno de los reservorios
intracelulares deplecionados (Noguera et al., 1997), sin embargo, la contribucion
directa de este proceso al acoplamiento estimulo-contracciéon depende del tipo de
musculo liso. Concretamente, en el musculo liso vascular parece participar de modo
importante en la regulacién del tono (Gibson et al., 1998; Utz et al., 1999), pero
también es importante en la proliferacion celular y la apoptosis (Wamhoff et al,,

2006).

Los canales implicados en este proceso se han denominado
tradicionalmente canales operados por deplecién (SOCC, store-operated Ca’*
channels). Aunque no se conocen sus caracteristicas con exactitud los SOCC son
altamente selectivos para el Ca®* y otros cationes divalentes. Los canales SOCC que
mejor se conocen son los canales de Ca?* activados por liberacién de Ca?* (CRAC,
Ca®* release activated Ca®* channels) y su presencia ha sido descrita en diferentes
tipos de CMLV, entre ellas en las células A7r5 (Potier et al., 2009). Algunos
miembros de la familia de los TRPC han sido propuestos como posibles SOCC en
diferentes tipos de musculo liso, incluido el vascular (Walker et al., 2001) (ver
secciodn e.). Las isoformas TRPC1, 4, 5y 7 son las que contribuyen a la CCE pero sus
propiedades son diferentes a las de los canales CRAC. Mientras que los CRAC son

altamente selectivos para iones Ca?*, los canales TRPC son NSCC. Las isoformas de
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TRPC activadas por la deplecidon de los reservorios forman un canal catidnico no

selectivo, permeable al Ca**, distinto de los canales CRAC (Smyth et al., 2010).

A pesar de los grandes avances en los ultimos afios, todavia no se conocen
con exactitud los mecanismos que conducen a la apertura de los SOCC tras el
vaciado de los reservorios. Algunos autores han propuesto la existencia de un
mensajero, el CIF (calcium influx factor), que se libera tras la deplecidon de los
reservorios intracelulares de Ca** y migra a la membrana plasmatica, donde activa
los SOCC y la consecuente entrada de Ca’*. Esta hipdtesis se conoce como hipoétesis
del mensajero difusible y su maximo representante es el grupo de Victoria Bolotina,
de la Universidad de Boston (Trepakova et al, 2000). La primera evidencia
experimental de la existencia de este mensajero es fruto de un trabajo previo de
Randriamampita y Tsien (Randriamampita y Tsien, 1993) en el que activan la
entrada de Ca*" en oocitos de Xenopus, con extractos celulares fraccionados vy
purificados. Sin embargo, la estructura molecular del CIF no ha sido caracterizada

hasta la fecha.

Otros investigadores proponen la posibilidad de una interaccion directa
entre el RE y la membrana plasmatica. Irvine fue el primero en describir un
mecanismo de comunicacién entre el RE y la membrana plasmatica mediante una
interaccion directa proteina-proteina (Irvine, 1990). Este planteamiento se conoce

con el nombre de hipétesis del acoplamiento conformacional.

Los trabajos mas recientes parecen indicar que la entrada capacitatica de
Ca®* necesita dos familias de proteinas: las proteinas STIM (stromal-interacting
molecule) y Orai. Las primeras estan localizadas en la membrana del RE, y tras la
deplecion de los reservorios de Ca’* se reordenan en lugares muy proximos a la
membrana plasmatica. En estos lugares de unién entre el RE y la membrana
plasmatica las proteinas STIM interaccionan y activan la subunidad formadora de
poro de los canales SOCC (constituida por las proteinas Orai). Este descubrimiento
ha proporcionado informacién crucial acerca del mecanismo de acoplamiento entre
los reservorios y la entrada de Ca®* a través de canales SOCC (Berna-Erro et al,,

2012; Soboloff et al., 2006; Smyth et al., 2010). Tras el descubrimiento de las
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proteinas Orai y STIM las nuevas investigaciones van encaminadas a dilucidar si los

TRPC funcionan de manera coordinada con estas proteinas (Salido et al., 2011).

En las CMLV de fenotipo proliferativo la entrada capacitativa de Ca** estd
aumentada con respecto a los miocitos contractiles, y ello se correlaciona con un
aumento de la expresiéon de STIM1 y Orail. En un reciente trabajo, mediante el
empleo de ratones knockdown para STIM1 y Orail, se ha visto que se reduce
significativamente la entrada capacitativa de Ca** activada por tapsigargina o por el
PDGF, asi como la proliferacién y la migracién celular. Esto mismo no ocurre para

otros subtipos de Orai y STIM ni para los TRPC 1, 4y 6 (Zhang y Trebak, 2011).
e. Canales TRP

Los canales TRP (transient receptor potential) fueron descritos inicialmente
en los fotorreceptores de la mosca Drosophila, pero actualmente se conoce su
existencia en las células de los mamiferos, incluidas las CMLV (Walker et al., 2001),
en las que se conocen al menos 10 isoformas de TRP. Estos canales son insensibles a
cambios en el potencial de membrana, en cambio son canales catidénicos no
selectivos, permeables a diferentes cationes monovalentes y divalentes, incluido el
Ca?* (Firth et al., 2007). La mayoria se localizan en la membrana plasmética y

forman una gran familia de canales catiénicos con diversas funciones fisioldgicas.

La mayoria de los canales TRP se activan por mdultiples estimulos. La
relevancia fisiologica de tal estimulaciéon dependera del contexto celular especifico
(estado de fosforilacién, ambiente lipidico, interaccién con proteinas, concentracion
de ligandos relevantes, etc). En base al estimulo que los activa y a la homologia de

sus secuencias se pueden dividir en 3 grandes subfamilias (Yang et al., 2010):

* TRPC (canonical): esta subfamilia estd formada por 7 miembros. En el
musculo liso vascular son importantes debido a su funcion como SOCC
(TRPC1), que pueden ser activados por deplecion de los reservorios de
Ca®*, y como ROCC (TRPC3 y C6), que se activan por DAG y permiten la
entrada de Ca®* de manera independiente de la PKC. En general, los

canales TRPC son importantes en la vasoconstriccion inducida por los
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agonistas del a-adrenoceptor, en la proliferacidon del musculo liso vascular

y en el remodelado inducido por factores de crecimiento o mitdgenos.

* TRPV (vanilloid-related): se han identificado 6 miembros. Se activa
especificamente con 12,13-didecanoato de 4a-forbol (4a-PDD) e induce
un aumento progresivo de Ca’* dependiente del Ca®" extracelular en las
CMLV (Tanaka et al., 2008).

* TRPM (melastatin-related): en mamiferos consta de 8 miembros. Su
activacion especifica por mentol induce una respuesta calcica que puede

ser inhibida por Ni**.

2.1.2. Liberacién de Ca** desde los depésitos intracelulares

El RE es el principal reservorio de Ca2+y el organulo celular mas importante
en el mantenimiento de la homeostasis calcica en miocitos. En su interior, la [Ca2+]
puede llegar a alcanzar los 15 mM (Sanders, 2001), lo que supone entre cientos o
miles de veces la concentracién en el citosol. Esta capacidad de almacenamiento se
debe a la existencia en el RE de proteinas fijadoras de Ca®*, principalmente

calreticulina y calsecuestrina (Wray y Burdyga, 2010; Yaiez et al., 2012).

El RE tiene una parte superficial, proxima a la membrana plasmatica, y otra
mas profunda. La porcion préxima a la membrana estda en contacto con
microdominios ricos en componentes de sefializacion y sirve para atenuar la
entrada de Ca®" a través de la membrana. Esta proximidad del RE a los canales de la
membrana plasmatica asi como la limitacién en la difusién de Ca*" permite un
aumento del Ca** muy localizado en estas areas, que puede alcanzar el nivel
necesario para activar canales (K" y CI), intercambiadores (Na*/Ca**) o bombas
(Ca**-ATPasa) (Wray et al., 2005). La parte mas profunda del RE es la encargada de
proporcionar el ca® que se une a la calmodulina (junto con la entrada directa de
Ca’* a través de la membrana plasmatica) para posteriormente activar los

miofilamentos.

Se han descrito tres tipos de estructuras en la membrana del RE, que pueden

actuar como canales de liberacién de Ca* intracelular: los receptores de IP; (IP3R),
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los receptores de rianodina (RyR) y, mas recientemente los denominados canales de

dos poros (TPC, two-pore channels).

* Receptor de IP;

El 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) es una molécula de pequefio tamafio,
segundo mensajero de la transduccion de la sefial celular. Se produce, junto con el
DAG, por hidrdlisis del fosfolipido de membrana bifosfato de 4,5-fosfatidil inositol
(PIP,) en una reaccién catalizada por la PLC cuando un agonista vasoconstrictor se
une a un GPCR en la membrana celular. El IP; difunde a gran velocidad por el citosol
y se une a su receptor especifico situado en la membrana del RE, denominado

receptor de IP; (IP3R) (Berridge, 1993).

El IP3R es un canal de Ca®* formado por grandes proteinas que conforman un
tetrdmero de subunidades idénticas. Cada subunidad estd constituida por seis
dominios transmembrana. La unién del IP; a su sitio de union (IBC o IPs-binding
core) en el tetrdmero desencadena una serie de cambios conformacionales que
dard lugar a la apertura del poro central y a la salida de Ca”* del RE al citosol (Taylor
et al., 2009). En los vertebrados existen tres subtipos de este receptor (IPsR1, -2 vy -
3), donde su expresion, distribucidon celular y asociacién con proteinas accesorias
varia en funcién del fenotipo celular y determinara la sensibilidad al Ca®* (Parys y De

Smedt, 2012).

En homogenados frescos de aorta el IP3R1 es la forma mayoritaria mientras
que en las células en cultivo y en homogenados de aorta de ratas neonatas
aumenta la expresion de las formas 2 y 3. Ello indica que cada subtipo tiene una
funcién especifica en la regulacién del [Ca**]; durante la proliferacién del musculo

liso vascular (Tasker et al., 2000).

Ademas de en la membrana del RE, el IPsR se encuentra en otras
localizaciones de la célula que también contribuyen a la sefializacion calcica como
son la membrana plasmatica, vesiculas secretoras, envoltura nuclear, reticulo
nucleoplasmico, aparato de Golgi y lisosomas. Estas estructuras tienen una

capacidad limitada de almacenaje de Ca**.
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Como consecuencia de la unién del IP; a su receptor, el canal se abre y
permite la salida de iones Ca’" del RE, lo gue conduce a un aumento de la [Ca®]..
Esta liberacion de Ca®, dependiente de IP3, también depende de la [Ca*].. Es una
regulaciéon bifasica, es decir, es necesaria una cierta concentracion citoplasmatica
de Ca** (~0,3 uM) para que se active la liberacion de Ca** dependiente de IPs, pero
si los niveles aumentan por encima de ~1 uM, se inhibe la liberacidn. Por este
motivo, este mecanismo (inicialmente descrito en CMLV y posteriormente en otros
modelos celulares) tiene la propiedad inherente de ser regenerativo, es decir,
cuando hay una liberacion de Ca** local, en una parte de la célula, se libera Ca* en
sitios adyacentes, asi se generara una ola de Ca** que permite la transmisién de las
sefales calcicas de un sitio de la célula a otro de una manera que recuerda a la

propagacion de los potenciales de accion nerviosos (lino, 2010).

Asi, cuando la concentracion de IP; aumenta, se desencadenan una serie de
sefiales cdlcicas que comienzan con la apertura de un canal (se produce lo que se
denomina un blip de Ca?) que dara lugar a la apertura coordinada de un grupo de
canales IP3R (Ca®* puffs) y finalmente, si hay suficiente IP; aumenta la [Ca®']. (ola de
Ca?* o Ca® wave) de manera que invade toda la célula (Parkash y Asotra, 2012;

Taylor y Tovey, 2010).

Un ejemplo de conexidn entre las rutas del AMPc y del Ca’* lo encontramos
en el hecho de que los tres subtipos del IPsR en mamiferos son fosforilados por la
PKA y, al menos para los subtipos 1y 2, ello causa un aumento de su sensibilidad al
IP; (Taylor y Tovey, 2012). En miocitos cardiacos, la proteina Epacl es un nexo de
unidén con la sefalizacidn calcica, ya que la unién del AMPc a Epacl cataliza la union
de GTP a Rap2B, con la consecuente activacién de la isoforma € de la PLC y la
liberacién de Ca®* de sus reservorios intracelulares (Schmidt et al, 2001). La
isoforma € es la Unica entre todas las isoformas de la PLC que posee actividad
fosfolipasa y actividad intercambiadora de nucleétidos de guanina (GEF, guanine-
nucleotide exchange factor). Ambas acciones son necesarias para la liberacién de

Ca’* mediada por el B-adrenoceptor (y dependiente de Epac) en el corazén.

El Dr. CW Taylor y sus colaboradores han descrito que la hormona

paratiroidea (PTH), y otros receptores que estimulan la formaciéon de AMPc, se
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comunican con el receptor de IP; a través de las denominadas uniones de AMPc
(cAMP junctions), donde el AMPc pasa directamente de una isoforma especifica de
AC (AC6) a un subtipo especifico del IP3R (IP3R2) para asi aumentar su sensibilidad al
IP; (Tovey, 2008). Esta asociacidon selectiva entre la AC6 y el IPsR2 seria suficiente

para producir la liberacion de Ca®** dependiente de IP; desencadenada por la PTH.

Esta observacion ha sido definida como sefializaciéon binaria: el AMPc se
libera en su diana a concentraciones muy altas y la activa mediante una respuesta
del tipo todo o nada. En estos complejos queda restringido el acceso de las PDE. La
otra manera se denomina sefializacién andloga, donde dianas que se encuentran
alejadas de las AC, como la PKA o las Epac, responden a cambios graduales en el
AMPc. En este tipo de sefializacion es necesaria una degradacién local del AMPc por
las enzimas PDE para finalizar la respuesta y mantener la organizacion espacial de la

sefial.

* Receptor de rianodina

Los receptores de rianodina (RyR) son canales presentes en la membrana del
RE que liberan Ca?* al citosol, sensibles a la cafeina y al alcaloide natural rianodina.
Su principal modulador alostérico fisioldgico es la ADP-ribosa ciclica (cADPR). En los
miocitos el principal activador de estos canales es el ca** citoplasmadtico, por este
motivo los RyR estan considerados como los canales de liberacién de Ca®* inducida
por el Ca’* o CICR (Ca®*-induced Ca** release). Actualmente se conocen tres
isoformas (RyR1, 2 y 3), siendo la isoforma tipo 3 la mayoritaria en el musculo liso

(Zhang et al., 1999; Jiang et al., 2003) y en aorta (Ledbetter et al., 1994).

Una activacion de los RyR, por Ca** o por cafeina, da lugar a un aumento
global en la [Ca%"]. y a una contraccién transitoria. Mientras que una activacién de
un grupo pequefio de RyR da lugar a las sefiales célcicas denominadas sparks, que
actuan en la membrana plasmatica en las proximidades de canales idnicos sensibles
al Ca®", sin alterar directamente la concentracién citosdlica global de Ca** (Wellman

~ . 2+
y Nelson, 2003). Estas sefiales son bloqueadas por agentes que deplecionan Ca”" del

RE, como la tapsigargina y el acido ciclopiazonico.
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La cADPR, nucledtido de adenina sintetizado a partir del NAD" por el enzima
ADP-ribosil ciclasa, incrementa la sensibilidad del RyR al Ca?* e induce la liberacién

de este i6n por un mecanismo de CICR (Guse, 2002).

La estructura primaria del IPsR y del RyR son muy similares: ambos son
proteinas homdlogas y funcionan como una canal liberador de Ca®* en la membrana
del RE. La principal diferencia entre los dos tipos de liberacion de Ca* es que
mientras que el RyR es activado solamente por Ca*, el IPsR necesita
simultdaneamente IP3 y Ca* para su activaciéon. Otra diferencia importante es que el
Mg”" es un potente inhibidor del mecanismo de CICR inducido por el RyR, mientras
que apenas afecta a la dependencia del Ca®* del IPsR (lino, 2010). En cultivos
proliferativos de células musculares lisas de aorta de rata (RASMC, rat aortic smooth
muscle cells) se pierde la expresién del RyR, con la consecuente pérdida del
mecanismo de CICR sensible a la cafeina (la expresién del IPsR no se ve afectada)

(Vallot et al., 2000).

¢ Canales de dos poros

Existe un tercer grupo de canales de Ca®' intracelulares implicados en la
sefializacion cdlcica, en principio independientes de los IP3R y los RyR: se trata de los
canales TPC (two-pore channels), activados por NAADP (nicotinic acid-adenine
dinucleotide phosphate). Este segundo mensajero, producido a partir del enzima
ADP-ribosil ciclasa, controla la liberacién de Ca®' intracelular por un mecanismo
diferente al del IP; o al de la cADPR, ya que permite la liberacién especifica de Ca**

mediante microsomas en gran variedad de células y lineas celulares (Yusufi et al.,

2002).

La activacién de los canales de dos poros induce una liberacion de Ca** de
receptores acidicos, como lisosomas y endosomas (Galione y Chuang, 2012), por un
mecanismo inicialmente descrito por Genazzani y Galione (Genazzani y Galione,
1996). En un reciente trabajo se ha descrito que estas proteinas participan en la
contractilidad mediada por NAADP en algunos tipos de musculo liso vascular (Tugba

Durlu-Kandilci et al., 2010).
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2.2 Descenso de la concentracién de Ca** citoplasmatica

Una vez que ha tenido lugar el proceso de contraccion muscular se deben
retirar los iones Ca** del liquido intracelular para que tenga lugar la relajacion. Para
disminuir la [Ca®"]. existe una serie de transportadores que se encargan de expulsar
el Ca®* al medio extracelular, o bien, de mediar su recaptacién por parte de los
reservorios intracelulares, asi contribuyen a mantener niveles bajos de Ca** en la

célula en condiciones de reposo (Floyd y Wray, 2007).

2.2.1 Salida de Ca®* al medio extracelular

A nivel de la membrana plasmatica hay dos mecanismos principales
encargados de disminuir los niveles de Ca* citoplasmatico (Nishimura, 2006). Estos
sistemas de transporte son fundamentales en la homeostasis calcica de los miocitos

arteriales y en el mantenimiento del tono y la presion arterial.

* Bomba de Ca*' de la membrana plasmdtica

Es el principal mecanismo de expulsién de Ca’" de la membrana plasmatica y
el Unico de alta afinidad. Esta bomba de Ca®* (PMCA) posee actividad ATPasa
dependiente de ca’ y Mg2+, es regulada por la CaM vy transporta activamente Ca®
desde el citosol hacia el liquido extracelular. Este Ca®" es intercambiado por dos
protones, lo que supone una disminucion del pH citoplasmdtico, que es

compensada por el intercambiador Na*/H".

Estd codificada por cuatro genes, de los cuales las isoformas 1 y 4
predominan en la mayoria de los tejidos, mientras que las 2 y 3 son tejido-
especificas. En miocitos arteriales predomina la isoforma 4. Dentro de una misma
célula, las diferentes isoformas pueden estar localizadas en diferentes partes de la
membrana plasmatica y ser responsables de funciones diferentes (Floyd y Wray,

2007; Szewczyk et al., 2010).

e Intercambiador Na*-Ca*'

El intercambiador Na*/Ca® (NCX) intercambia, en cada ciclo, un Unico ion
Ca’* por tres iones Na* y, para ello, utiliza el gradiente de Na* procedente de la Na*,

K*-ATPasa. Es un intercambiador electrogénico y bidireccional, es decir, puede

33



HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN EL MUSCULO LISO

mediar tanto la entrada como la salida de Ca** de las células, dependiendo de las

variaciones en los gradientes de Na*y de Ca** (Zhang et al., 2010).

Estd presente en la mayoria de los tipos celulares del que se conocen tres
isoformas, de las cuales sdlo la isoforma 1 (y dos variantes, NCX 1.3 y 1.7) esta

presente en el musculo liso arterial (Karashima et al., 2007).

2.2.2 Captacién de Ca** por los reservorios intracelulares

Estos mecanismos, ademas de reducir la [Caz"]c, devuelven la capacidad de
respuesta a las células. La membrana del RE, principal reservorio de Ca**, no es
permeable al Ca®*, ya que existe una bomba selectiva para este ién denominada
Ca’*-ATPasa del RE o SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca-ATPase), que
genera y mantienen un gradiente de concentracién 10000 veces mayor dentro del
RE con respecto al citoplasma. Se han identificado diferentes grupos de SERCA (1, 2
y 3), con diferentes variantes espliceosomales de cada grupo (Lompre, 1998). Las
isoformas 2a y 2b estan presentes en los miocitos, siendo la isoforma 2b la mas
abundante en la mayoria de los tejidos. Su actividad puede ser inhibida por la
tapsigargina, que impide el llenado del reservorio y en consecuencia activa los

canales de Ca®" operados por deplecién (Floyd y Wray, 2007).

Otra proteina implicada en estos procesos es la proteina fosfolamban. Esta,
cuando esta defosforilada, interacciona con la SERCA para disminuir su actividad y
sensibilidad al Ca**. Por el contrario, cuando es fosforilada (accion llevada a cabo
por la PKA) se disocia de su estructura pentamérica y disminuye su interaccién con
la SERCA, por lo que aumenta el transporte de Ca’* hacia el RE (Wray y Burdyga,
2010).

2.3 Papel del niicleo y la mitocondria en la homeostasis del Ca**

La sefializacidn célcica en el nucleo de la célula contribuye de manera directa

a la transcripcion génica, a la apoptosis y al crecimiento celular, sin embargo,
. . 2+ . e

aunque se regula independientemente del Ca“™ citosdlico, no se conoce el

mecanismo exacto. En esta funcion es fundamental el papel de la envoltura nuclear

(NE, nuclear envelope), que forma una red continua con el RE. Ademas, el nucleo

34



REVISION BIBLIOGRAFICA

. s . . 2+
contiene proteinas que regulan y responden a cambios en la concentracién de Ca

nuclear (Echevarria y Wihelma, 2003; Malviya y Rogue, 1998).

El Ca®* nuclear puede proceder del propio nicleo, ya que la NE posee sus
propios elementos de sefializacion calcica: IPsR, RyR y SERCA (Wray y Burdyga,
2010) o provenir del Ca®* citosdlico, que entra al ntcleo por difusién pasiva a través
del poro nuclear (NPC, nuclear pore complex). Se trata de un gran complejo
proteico, de aproximadamente 125 kDa, que permite el transporte de moléculas
entre el nucleo y el citoplasma. Las moléculas solubles en agua atraviesan la NE por
difusion simple. Otras como ARN, ribosomas, proteinas o moléculas de sefializacion

difunden con la ayuda de las proteinas nucleoporinas.

~ 2+
En ambos casos la sefal de Ca®" nuclear se propaga por el nucleoplasma por
difusion simple. A continuacién, este Ca”* sale al citoplasma por el NPC, o vuelve a
los depdsitos de Ca** nuclear mediante la bomba de Ca’*-ATPasa nuclear (NCA)

(Malviya y Rogue, 1998).

Echevarria et al han propuesto la existencia de un reticulo nucleoplasmico
capaz de regular las sefales cdlcicas nucleares. Esto proporciona un mecanismo
potencial mediante el cual el ca® puede regular simultdneamente muchos procesos

independientes en el nucleo (Malviya y Rogue, 1998; Echevarria y Wihelma, 2003).

Existen evidencias de que las mitocondrias participan en la homeostasis del
Ca’* en CMLV, ya que estan implicadas en la regulacion de canales i6nicos v

transportadores de Ca®* (Gilabert y Parekh, 2000).

La principal ruta de entrada de Ca®* en la mitocondria es a través de un
uniportador de la membrana interna mitocondrial (MIM), de baja afinidad por el
Ca”, y que emplea el gradiente eléctrico generado por la expulsién de iones H de la
cadena respiratoria, para introducir Ca** en la mitocondria (Orallo, 1996). Debido a
esta baja afinidad del uniportador se cree que este mecanismo de acumulacidn
rapida de Ca’* solamente es importante cuando se alcanzan niveles patoldgicos de
Ca®* en el citoplasma (Wray y Burdyga, 2010). En estas circunstancias, la

mitocondria acumula Ca** en forma de fosfatos insolubles y, asi, se evitaria la
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activaciéon de enzimas dependientes de Ca** letales para la célula (calpainas,

fosfolipasas y endonucleasas).

La MIM también posee un intercambiador Na*-Ca**, que utiliza energia del
flujp de Na* transmembrana para extraer Ca’* de la mitocondria. El Ca®*
mitocondrial activa varias enzimas del ciclo de Krebs, aumentando asi los niveles de
NADH, que entra en la cadena respiratoria y se oxida a NAD®, liberdndose un protén
al espacio intermembrana. Asi se produce un aumento en la diferencia de potencial
de la membrana interna mitocondrial y se favorece el flujo de Ca?* a través del

uniportador.

En estudios de microscopia electréonica y confocal se ha visto que la
membrana mitocondrial y el RE estdan muy proximos, a una distancia menor de 10
nm. Esta proximidad entre ambos organulos crea microdominios éptimos para la

sefnalizacion calcica (Wray y Burdyga, 2010).

Las mitocondrias estan implicadas en la regulacion de la CCE, ya que
recaptan Ca* liberado de los reservorios dando lugar a una deplecién mayor de los
mismos y a una activacién mayor de los canales CRAC (Parekh, 2008) . De la misma
manera la mitocondria también es capaz de liberar Ca?* en las proximidades del RE,

acelerar el rellenado de los reservorios y promover la desactivacién de los CRAC.

2.4 Compartimentacion de la seiializacidn calcica

Muchos de los elementos que participan en la homeostasis del Ca?* han sido
localizados en ciertos microdominios de la membrana plasmatica conocidos como
caveolas. Las caveolas son un tipo de balsas lipidicas, ricas en colesterol y
esfingolipidos, que forman pequefias invaginaciones en la membrana plasmatica.
Por sus caracteristicas favorecen la inclusién de diversas proteinas y la exclusion de
otras, bien como resultado de la acumulacion de proteinas con grupos hidrofdbicos
o bien, mas especificamente, por la interaccidon con la caveolina, una proteina de 22
kDa propia de estas estructuras. Todas estas propiedades hacen que las caveolas
constituyan microdominios de la membrana plasmatica que incrementan la
eficiencia de diversas rutas de sefializacion celular (Gratton et al., 2004) (ver

apartado 5.3).
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Para los componentes de las rutas de sefializacion intracelular que estan
concentrados en las caveolas, la regulacién puede ser tanto negativa como positiva,
dependiendo de si los diferentes tipos de caveolinas inhiben o incrementan Ia

eficiencia de la sefializacion (Patel et al., 2008).

En las células vasculares, las caveolas contienen, por ejemplo, la subunidad a
de la proteina cinasa C (PKC), la RhoA (ver apartado 3.2.3), la ERK (un tipo de MAP
cinasa), el enzima encargado de la sintesis de NO, la eNOS, y varias isoformas de la
AC (AC3, 5, 6 y 8). Asi, las caveolas estan implicadas en el control de multitud de
mecanismos bioquimicos vasculares y, en consecuencia, contribuyen a la regulacién

del tono vascular (Crossthwaite et al., 2005; Patel et al., 2008).
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o oge . 7 2
3 Mecanismos moduladores de la movilizaciéon de Ca** en

el musculo liso

Los mecanismos que regulan la movilizacién de Ca®" en el musculo liso estan
involucrados en la regulacion del tono vascular en condiciones fisioldgicas. En estas
condiciones los aumentos en la [Ca®']. que dan lugar a una contraccidon estan
causados, bien por una despolarizacidon de la membrana plasmatica (acoplamiento
electromecanico), o por la unién de un agonista vasoconstrictor a un receptor GPCR
el cual, mediante la activacién de la PLC hidroliza el fosfolipido de membrana
bifosfato de 4,5-fosfatidilinositol (PIP;) en dos segundos mensajeros: IP3 y DAG

(acoplamiento farmacomecanico) (Akata, 2007a; Morgado et al., 2012)
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Figura 4. Esquema general de los mecanismos moduladores de la movilizacién
de Ca®* en el musculo liso.

3.1 Ciclo del fosfatidilinositol

La primera etapa de la contraccién (etapa fasica) causada por agonistas es

mediada por el IP; generado por la activacién de la PLC, que difunde desde la
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membrana al citosol, donde estimula los receptores del IP; del RE provocando la
liberacién de Ca’** desde este reservorio hasta el citosol. El Ca** liberado, por medio
de su unidn a la CaM, activa las proteinas contractiles e inicia la contraccién, lo que
constituye el principal mecanismo para el inicio de la sefializacion célcica en células

no excitables (Orallo, 1996).

A su vez, el aumento de la [Ca2+]c mediado por el IP3 induce la liberacién de
mas Ca>* mediado por el RyR por el mecanismo de CICR. También en respuesta a
este incremento en la [Ca**]. se produce la migracion de la PKC hacia la membrana

plasmatica, donde interacciona con el DAG para ser activada.

En algunos tipos celulares, entre los que se encuentran las CMLV de aorta de
rata, también se ha visto que la accion de la fosfolipasa D (PLD) puede generar DAG
(pero de manera mucho mas lenta que por accién de la PLC) (Freeman et al., 1995).
La PLD hidroliza la fosfatidilcolina de la membrana para generar acido fosfatidico
(LPA) y colina. A su vez el LPA puede dar lugar a DAG o servir como sustrato para la
fosfolipasa A,, liberando acido lisofosfatidico y acidos grasos de 20 carbonos, que
también modulan la actividad de la PKC y sirven de sustrato para la sintesis de

eicosanoides.

3.2 Mecanismos que controlan la sensibilidad al Ca** de los

miofilamentos

Hemos visto anteriormente (apartado 1.3) que la actividad dependiente de
Ca’* de la MLCK y la fosforilacién de la MLCy son los mecanismos primarios para el
desarrollo de fuerza contractil en las CMLV (Orallo, 1996). Sin embargo la relacidn
entre la [CaZJ’]C y la fosforilacion de la MLC,, varia durante el desarrollo vy
mantenimiento de la fuerza contréctil, lo que indica que la sensibilidad al Ca** de la

fosforilacién de la MLC, es modulada por otras rutas de transduccién de seiales.

. ey 2 , .
Se define sensibilidad al Ca®" como el fenédmeno por el cual los agonistas
contractiles producen contraccién del musculo liso sin apenas variacién de la [Ca?']..
Esta sensibilidad puede deberse a modificaciones en los mecanismos de

fosforilacién de la MLCy (Yang et al., 2010) pero también a cambios en la regulacidon
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de la actividad de las proteinas inhibidoras de unién a la actina, que regulan la

disponibilidad de actina para interaccionar con la miosina (Kim et al., 2008).

3.2.1 Proteinas G

Las proteinas G son proteinas de membrana, monoméricas o
heterotriméricas, con especial afinidad por los nucleétidos de guanina (GTP,
difosfato de guanosina). Su funcién es transducir las sefiales que llevan informacién
desde un receptor de membrana de la familia de los GPCR hasta uno o varios
efectores. Estos efectores regulados por la proteina G comprenden enzimas como la
AC, la PLC, las PDE y los canales iénicos de la membrana plasmatica selectivos para

el Ca”" yK'.

Las proteinas G heterotriméricas estan formadas por tres subunidades
proteicas: a, B y y. En su forma inactiva las tres subunidades se encuentran unidas.
Cuando un agonista se une a un receptor de la familia de GPCR se produce en éste
un cambio conformacional que permite la activacion de una proteina G,
separandose las subunidades B y y de la a. La subunidad a (subunidad que posee la
actividad GTPasa) pierde su afinidad por el receptor y queda libre para unir una
molécula de GTP, activandose a su vez la proteina efectora. Cuando el GTP se
hidroliza en GDP (difosfato de guanosina) la proteina G vuelve a su estado basal

(inactivo) (Akata, 2007a).
Se han identificado varios tipos de subunidades a:

* a,: estimula la AC que, a su vez, convierte el ATP en AMPc y activa la PKA,
gue transfiere un grupo fosfato terminal del ATP a los sitios activos de
ciertas proteinas.

e a;: inhibe la AC.

* a,: estimula la cascada del fosfatidilinositol.

En las CMLV, la relaciéon fuerza/[Ca*']. es mucho mayor durante la
estimulacion con agonistas de un receptor que durante la despolarizacién de la
membrana en CMLV, por tanto, la sensibilidad al Ca** de las proteinas contractiles
aumenta tras la estimulacion del receptor. Los principales mecanismos que

subyacen a este hecho son los aumentos en la fosforilacién de la MLCy vy la
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inhibicidn de la miosina fosfatasa. Dado que el complejo proteina G-receptor esta
separado fisicamente de la miosina fosfatasa, estrechamente unida a la miosina en
condiciones fisioldgicas, otros segundos mensajeros y rutas de sefalizacién deben

inhibir la miosina fosfatasa (Akata, 2007b).

En las CMLV el aumento de la sensibilidad al Ca** de los miofilamentos
inducida por agonistas es dependiente de GTP, ya que se ha visto que esta accién es
mimetizada por GTPyS (un analogo no hidrolizable de GTP que activa las proteinas
G) y es inhibida por GDPBS (un andlogo no hidrolizable de GDP que inhibe de forma

competitiva la activacién de las proteinas G) (Kitazawa et al., 1991).

3.2.2 Proteina cinasa C

La PKC engloba a una familia de 12 isoformas clasificadas en 3 grupos que
fosforilan sustratos de serina y/o treonina en sus proteinas diana, y desempefia un
papel fundamental en la activacién e inhibicién de un gran nimero de funciones
celulares. Las diferentes isoformas de la PKC se diferencian en base a su activacion
por Ca**, DAG, ésteres de forbol y fosfatidilserina (Akata, 2007b; Salamanca y Khalil,
2005; Zeng et al., 2012).

La PKC fosforila proteinas reguladoras de membrana. La proteina MARCKS
(myristoylated alanine-rich C-kinase substrate), sustrato de la PKC, estd unida a la
actina-F y funciona como un puente de unién entre el filamento de actina y la
membrana plasmatica. Cuando es fosforilada por la PKC se inhibe su asociacion con
la actina y con la membrana plasmatica y se libera al citoplasma. La PKC también
fosforila la proteina G; y, asi, facilita la disociacidn de la subunidad a; de la AC, y por

tanto, su inhibicidn (Salamanca y Khalil, 2005; Khalil, 2010).

La PKC también interacciona con canales y bombas de la membrana
plasmatica: a) Inhibe la actividad del canal BK¢, (ver apartado 4.3.2) en el musculo
liso pulmonar b) Esta involucrada en la inhibicién de los canales de K" dependientes

de voltaje (Ky) por parte del TX-A,

También fosforila y activa Ca**-ATPasas de la membrana plasmética y del RE,

accién que promueve la extrusién de Ca** y puede explicar la naturaleza transitoria
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del aumento en la [Ca®']. inducida por agonistas en el musculo liso. Ademas, en

CMLYV fosforila proteinas reguladoras de los microfilamentos.

La interaccion de la PKC con sus sustratos activa una cascada de cinasas que
en ultimo lugar da lugar a la contraccién del musculo liso vascular. Ademas de
aumentar la sensibilidad al Ca®* de los miofilamentos, la PKC fosforila la proteina
CPI-17, que a su vez inhibe la MLCP, aumenta la fosforilacién de la MLC y aumenta

la contraccién muscular (Kitazawa, 2010).

La proteina de unidn a la actina, calponina, cuando es fosforilada por la PKC
revierte la inhibicidon de la miosina ATPasa activada por actina, lo cual permite que
haya mas actina disponible para unirse a la miosina y aumentar la contraccion

muscular.

En la linea celular COS1 se ha encontrado otro ejemplo de conexién entre las
rutas del AMPc y del Ca®": la induccién de determinados genes mediadores en la
respuesta antiinflamatoria, como el gen SOCS3 tiene lugar a través de la
estimulacion de la proteina Epacl por el AMPc y la activacién de la isoforma a de la
PKC. De esta manera se promueve la movilizacion de determinados factores de

transcripcién y la induccidn génica (Borland et al., 2009).

3.2.3 Rho A/cinasa Rho

La actividad contractil se activa por la interaccién Ca**-CaM, lo que estimula
la fosforilacién de la MLC, pero cuando la [Ca**]. empieza a disminuir se activa la
ruta Rho A/ROK. RhoA (ras homolog gene family, member A) es una proteina G
pequeiia perteneciente a la superfamilia Ras que se activa por diversos agonistas
contractiles. Como la mayoria de las GTPasas, RhoA es activa cuando estd unida a
GTP e inactiva cuando el nucleétido que une es GDP. En reposo, la forma inactiva de
la RhoA estd complejada con el inhibidor de la disociacion de nucledtidos de

guanina (GDI, guanine-nucleotide dissociation inhibitor) en el citoplasma.

La cinasa Rho (ROK, rho-associated protein kinase) es una serina-treonina
cinasa que pertenece a la familia AGC (PKA, PKG, PKC) (Ishikura et al., 2005).
Cuando el complejo RhoA-GDI es estimulado por factores intercambiadores de

nucleétidos de guanina (GEF, guanine-nucleotide exchange factors), el GTP
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reemplaza al GDP en la RhoA. Entonces, la forma activa de RhoA (RhoA-GTP) se
disocia del complejo y se transloca del citosol a la membrana (mientras que GDI es
retenido en el citoplasma), donde activa a la ROK (Akata, 2007b). Esta ultima, a su
vez, fosforila a la subunidad de unién a la miosina, la proteina MYPT (myosin
phosphatase targeting protein), la cual inhibe la actividad catalitica de la MLCP. De
este modo, aumenta la fosforilacién de la MLCy (catalizada por la MLCK Ca**-CaM
dependiente) y, por tanto, la contraccion del musculo liso (Kawano et al., 2002;

Wynne et al., 2009).

Otra proteina reguladora de la MLCP es la proteina citosélica CPI-17, la cual
puede ser fosforilada por ROK o por un mecanismo dependiente de PKC (Azam et

al., 2007).

La ruta RhoA/ROK estd implicada en la fase ténica de mantenimiento de la
fuerza contractil en respuesta a varios agonistas, por lo que se han propuesto
diversos inhibidores de esta ruta como potenciales antihipertensivos. De hecho
diversos inhibidores de ROK reestablecen los niveles normales de presion arterial en

varios modelos de rata hipertensa (Sward et al., 2003).

El dcido araquiddnico liberado mediante hidrélisis de fosfolipidos, llevada a
cabo por la fosfolipasa A,, activa a la ROK de manera independiente de RhoA,
contribuyendo asi a aumentar la sensibilidad al Ca?* mediada por ROK (Akata,

2007b).

En un reciente trabajo llevado a cabo por el grupo de Somlyo (Zieba et al.,
2011), se ha descrito un mecanismo de sefializacién mediado por AMPc por el cual
la activacion de Epac daria lugar a una desensibilizacion calcica de la fuerza de
contraccion, de manera dependiente de Rapl e independiente de PKA, a través de

una regulacion a la baja de RhoA.

3.3 Otros mecanismos reguladores

3.3.1 Proteina cinasa Il dependiente de Ca’*-calmodulina

La proteina cinasa Il dependiente de Ca®*-CaM (CaMKIll) es una proteina

. e . . . 2 s
cinasa especifica para serina y treonina regulada por el complejo Ca®*-CaM. Estd
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formada por una familia de cuatro isoformas (a, B, y y 6) con multiples variantes
espliceosomales para cada isoforma. La isoforma & es la predominante en las CMLV
pero la proporcion de las diferentes isoformas varia en funcién del fenotipo celular

(Braun y Schulman, 2005).

En su forma inactiva, un dominio autoinhibidor bloquea el sitio activo de la
molécula, pero la asociacién Ca**-CaM interrumpe esta autoinhibicién y el enzima
se activa. A continuacion tiene lugar una autofosforilacion en las posiciones
treonina 286/287 que desacopla el dominio autoinhibidor, en consecuencia la
cinasa adquiere autonomia que mantiene incluso a bajas concentraciones de [Ca®']..
Ademas, de esta manera se incrementa hasta 1.000 veces su afinidad por la CaM.
Esta capacidad de retencion de la actividad tras haber sido previamente activada
por Ca”* se denomina memoria molecular, proceso que ha sido vinculado a la
plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria. En el musculo liso ocurre algo

similar para prolongar el tono vascular (Kim et al., 2008).

Sin embargo, la CaMKIl fosforila la MLCK cuando la [CaZJ']C es elevada en
respuesta a agentes vasoconstrictores, lo que disminuiria la sensibilidad al Ca** (Kim
et al., 2008; Trebak et al., 2010). Se ha propuesto que esto actuaria como un
mecanismo de regulacidn negativa para evitar altos niveles de fosforilacién de la

MLC (Pfitzer, 2001).

3.3.2 Tirosina cinasas

Las tirosina cinasas (TK) son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo fosfato del ATP al aminodcido tirosina de una proteina. Las TK estdn
asociadas al crecimiento celular, la diferenciacion y la proliferacién, pero también
participan en procesos de sefializacion que dan lugar a la contraccién del musculo
liso vascular (Suenaga y Kamata, 2002). Algunos factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento epidérmico o el PDGF, producen contracciones del musculo
liso vascular. Ademas, los inhibidores de las TK atenuan las respuestas contractiles
inducidas por algunos agonistas de GPCR en diferentes tipos arteriales (Berk vy

Corson, 1997).
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3.3.3 MAP cinasas

Ademds de la PKC hay otras familias de proteinas cinasas activadas por Ca*",

las cinasas activadas por mitégenos (MAPK, mitogen-activated protein kinase), que

también juegan un papel importante en la contraccion vascular (Park et al., 2003).

Las MAPK no estan directamente acopladas a receptores sino que necesitan

efectores para transmitir la sefial del receptor a la ruta correspondiente. Estos

efectores son muy buenos candidatos para el entrecruzamiento con otras rutas

celulares.
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En mamiferos se conocen tres isoformas de la familia de las MAP cinasas:

* C(Cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK, extracelular signal-
regulated kinases). Se activan por agonistas (ET-1, ATIl y fenilefrina) e inducen la
contraccion del musculo liso por un mecanismo dependiente de la produccién
de anidén superodxido (Ding et al., 2007; Do et al., 2009) y de la presencia de
endotelio, ya que el tratamiento con inhibidores de la ruta de ERK;/; inhibe la

generacién de aniéon superoxido pero no el tono espontaneo de la aorta.

* C(Cinasas C-jun (JNK, C-Jun N-terminal kinases). Estan implicadas en procesos
celulares que intervienen en el desarrollo de la aterosclerosis, como la

homeostasis lipidica en macréfagos (Sumara et al., 2005).

* p38 MAP cinasa (p38 MAPK). Esta cinasa estd relacionada con la intensidad
de la contraccién en el musculo liso vascular ya que en CMLV de aorta la
angiotensina Il (Ang Il) aumenta de manera rapida y transitoria la actividad de la
p38 a través del receptor AT1. Esta respuesta es mediada por activacién de la
MAPKAP cinasa 2 (MAP kinase activated protein) y la HSP27 (heat shock protein
27), se reproduce por exposicion de las células al H,0, y disminuye por
pretratamiento de las células con antioxidantes. El tratamiento con SB-230580
(inhibidor de la p38 MAPK) bloquea la activacion de la MAKAP cinasa-2 y de la
HSP27. También disminuye la potencia con la que la Ang Il contrae los anillos de
aorta, lo que sugiere que la ruta de la p38 MAP kinasa modula selectivamente la
accidon vasoconstrictora de la Ang Il en musculo liso vascular (Meloche et al.,

2000).
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Se ha propuesto que las MAPK regulan la miosina indirectamente a través de
la caldesmona. Esta proteina inhibe la actividad ATPasa de la actomiosina
(inhibicion que desaparece cuando la caldesmona es fosforilada por las MAPK) pero
este mecanismo no se ha podido demostrar in vivo. La mayor parte de los trabajos
sugieren que la fosforilaciéon de la caldesmona por las MAPK no participa en los

mecanismos que aumentan la sensibilidad al Ca2+(Someo y Somlyo, 2003).

Las proteinas G pequefias son efectoras de las MAPK también
interconectadas con rutas de sefializacion en las que interviene el AMPc. La ruta de
la PKA y la cascada de las MAPK modulan procesos comunes en la célula, uno de
ellos consiste en la inhibicidn de la ERK;/, mediada por RAF1 y dependiente de PKA.
Pero también se ha encontrado que la PKA puede activar a ERK;, de manera

dependiente de B-RAF (Gerits et al., 2008) (figura 10).

Otra asociacion que da lugar a multiples interconexiones entre las rutas es la
establecida entre la proteina mAKAP, isoforma muscular de las proteinas de anclaje
a la PKA (A-kinase anchoring protein) (ver apartado 4.4), y varios integrantes de las
rutas PKA y MAPK, entre los que se encuentran Epacl, PKA, determinadas isoformas
de PDE y Erk5 (Dodge-Kafka y Kapiloff, 2006). Rapl interacciona con las cinasas
RAF1 y B-RAF, lo que establece un vinculo adicional entre el AMPc y la sefializaciéon

mediada por MAPK (figura 5).

En un trabajo llevado a cabo por Manganiello y colaboradores (Begum et al.,
2011) han estudiado el papel de las isoformas 3A y 3B de PDE en el control de la
proliferaciéon de las CMLV, y han visto que lo hacen fundamentalmente por dos
mecanismos: por inhibicidn de la fosforilacién de Raf-1 mediada por la PKA, lo que
interferiria en la sefializacién llevada a cabo por las MAPK, y por inhibicién de la
progresion del ciclo celular en diferentes fases por modulaciéon de determinadas
proteinas reguladoras, accién llevada a cabo por la PKA y el factor de transcripcion

CREB (cAMP-responsive element binding protein).
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Figura 5. Regulacién de la cascada de MAP cinasas por AMPc-PKA-Epac.
Modificado de Gerits et al., 2008.
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4 Relajacion del musculo liso vascular por AMPc

En el sistema cardiovascular, junto con el Ca** citoplasmatico y el IPs, el
AMPc y el GMPc estan implicados en la regulacién de una gran cantidad de

funciones en practicamente todos los tipos celulares (Maurice, 2005).

En las CMLV, disminuyen el tono vascular y, en las células endoteliales el
AMPc inhibe la migracion y proliferacion de las mismas necesaria para la
angiogénesis (Matsumoto et al, 2003; Netherton y Maurice, 2005). En los
cardiomiocitos, el aumento de AMPc produce un aumento de la contractilidad en
respuesta a una activacién simpdtica (Vandecasteele et al., 2006). En las plaquetas,
el AMPc y el GMPc son los principales inhibidores de la activaciéon de las mismas
(Kim y Liao, 2008). Estas funciones son independientes y estan reguladas por

hormonas o farmacos que actuan por modificacion de los niveles de AMPc o GMPc.

El AMPc fue el primer segundo mensajero descubierto (Rall y Sutherland,
1958). Es sintetizado a partir del ATP por el enzima AC localizado en la membrana
celular (figura 6), mientras que su degradacién es catalizada por las PDE. Controla
diferentes funciones fisiolégicas, como el crecimiento y la diferenciacién celular, la

regulacién de la transcripcién, la apoptosis y la relajacién del musculo liso.

Figura 6. Conversién del ATP a AMPc catalizada por el enzima adenilil ciclasa.

El aumento citosolico de los niveles de AMPc relaja muchos tipos de musculo
liso, incluido el vascular, sin embargo no se conocen con exactitud los mecanismos
por los cuales este segundo mensajero inhibe la contraccion muscular. Estos

mecanismos varian entre los diferentes tipos de vasos sanguineos, entre diferentes
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especies e incluso dependen del estimulo desencadenante de la vasoconstriccidon
previa. Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la relajacién del musculo liso

vascular mediada por AMPc e independiente de endotelio (Morgado et al., 2012):

1) Disminucion de la [Ca2+]i necesaria para la fosforilacién de la MLCy vy el

, . .7 2 .
desarrollo de fuerza contractil, por secuestro y extrusién del Ca”* libre:

* Inhibicion del flujo de entrada de Ca?* en las células posiblemente por

inhibicidn de los VOCC tipo L.

» Aumento de la extrusidn del Ca®* de la célula a través de la PMCA o del NCX

(Raymond y Wendt, 1996).

¢ Estimulacion de la recaptacién de Ca®* por parte de los reservorios
intracelulares, proceso que parece estar mediado por fosforilacion de la
proteina fosfolamban, por parte de la PKA y de la PKG (Raymond y Wendt,
1996; Liu et al., 1997).

* Inhibicién de la liberacién de Ca** del RE, posiblemente por inhibicién de la
produccién de IP; o por inhibicién de la movilizacién de Ca** dependiente de

IPs.

* Reduccién de la sensibilidad de la maquinaria contrdctil, bien por una
disminucién de la sensibilidad a la [Ca*']. de la fosforilacién de la MLCy 0 por

un desacoplamiento entre la contraccién y la fosforilacion de la MLCy.

2) Hiperpolarizacion de la membrana, principalmente por activacion de
canales de K* y reduccién de la entrada de Ca’" a través de los VOCC, inactivacion de

los canales de Na* y/o inactivacién de otros canales.

3) Desacoplamiento de la fuerza de contraccién de la fosforilaciéon de la
MLC,, independientemente de la [Ca2+]i, y regulacién de los filamentos finos. Las
proteinas de unidn a los filamentos finos contribuyen a la actividad contractil de la
célula, pero hay pocos trabajos que las vinculen con los segundos mensajeros. En
este proceso se ha propuesto la intervencion de la HSP20 (heat shock protein) en la

despolimerizacion de la actina y en la inhibicién de la actomiosina.
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4.1 Efectores de la seiializacion del AMPc

La [AMPc]; basal es aproximadamente 10’ M. Una sefial extracelular puede
incrementar este valor 20 veces en pocos segundos (Lim et al., 2008). Cuando la
concentracion de AMPc aumenta se activan tres clases diferentes de dianas

intracelulares con dominios de unidn para el AMPc (figura 7).

(-az+

HRININY

Transcripcion génica

NE

Figura 7. Efectores de la seializacidn del AMPc.

4.1.1 Proteina cinasa dependiente de AMPc

La proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) es la responsable de las
acciones fisioldgicas de numerosas hormonas, neurotransmisores y factores de
crecimiento, y es el principal efector intracelular para el AMPc (Haynes et al., 1992).
La ruta del AMPc/PKA se activa por la union de diferentes ligandos a sus
correspondientes receptores, y la consiguiente transduccién de la sefial por
acoplamiento a las proteinas G, que interaccionan con la AC en la membrana de la

célula, para activar o inhibir la producciéon de AMPc.
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Estructuralmente la PKA es una serina-treonina cinasa holotetramérica,
formada por un dimero de subunidades reguladoras (R) donde cada subunidad R
estd unida a una subunidad catalitica (C). Cuando aumentan los niveles de AMPc
éste se une a sus sitios de union en las subunidades R, lo que da lugar a la liberacion

de las subunidades C (Cheng et al., 2008) (figura 8).

AMPc

®
plnnlte o
ugy

PKA inactiva PKA activa

v

Figura 8. Estructura de la PKA. R: subunidad reguladora. C: subunidad
catalitica.

Existen tres genes que codifican para la subunidad C (Ca, CB y Cy). Cay CB
presentan una alta homologia entre sus secuencias y se expresan ampliamente,
mientras que Cy presenta menor homologia con las otras subunidades y se halla

principalmente en los testiculos (Kim et al., 2007).

Para la subunidad R, se han identificado cuatro genes (Rla, Rlla, RIB, RIIB). Rl
solo se asocia con otras subunidades RI, mientras que RIl sélo se asocia con
subunidades RIl. Rla y Rlla son las isoformas R predominantes en la mayoria de los
tejidos. Las isoformas B se encuentran principalmente en el SNC y en los tejidos
reproductores. Las subunidades Rl predominan en el citosol mientras que las Rll
estan asociadas a la membrana (formas particuladas). Estas diferencias en la
localizacion de las isoformas de la PKA contribuyen a la especificidad de Ia
sefalizacion del AMPc. Las subunidades R poseen en su extremo carboxilo terminal

el dominio de unién del AMPc (CBD) (Cheng et al., 2008).

Se ha visto que algunas hormonas activan una subunidad R determinada, lo

que contribuiria a explicar las diferencias encontradas entre los efectos causados

52



REVISION BIBLIOGRAFICA

por la activacién de las isoformas citosélicas (efectos globales) y los derivados de la

activacion de las isoformas particuladas (efectos locales) (Pidoux y Taskén, 2010).

Las subunidades R (fundamentalmente las isoformas particuladas) estan
recluidas en localizaciones diferenciadas dentro de la célula debido a su anclaje a las
proteinas AKAP (ver apartado 4.4). Esta unién contribuye a aumentar la
especificidad asi como a la regulacién espacial y temporal de la ruta AMPc-PKA

(Pidoux y Taskén, 2010).

Una vez producida la uniéon del AMPc a las subunidades R, tiene lugar la
liberacion de las subunidades C, que catalizan la transferencia de un grupo fosfato
del ATP a un residuo de serina o treonina de su proteina sustrato, entre los que se
encuentra el factor de transcripcion nuclear CREB. Para ello, la PKA se transloca al
nucleo y fosforila el factor CREB en una serina 133, lo que permite la estimulacion

de la transcripcion génica (Johannessen y Moens, 2007).

La activacidn cruzada de la PKG por el AMPc también influye en su accion
vasodilatadora, de hecho, cada nucledtido ciclico puede activar ambas cinasas: PKA
y PKG. La PKG puede ser activada por AMPc aunque para ello necesita una [AMPc]
10 veces mayor que la necesaria para ser activada por GMPc. De la misma manera,
la PKA también es susceptible de ser activada por GMPc. En el musculo liso la
[AMPc] basal es del orden de 10 veces mayor que la [GMPc];. Asi un aumento de la
[AMPc]; podria activar ambas cinasas, mientras que un aumento de la [GMPc];
activaria solamente a la PKG (Lincoln y Cornwell, 1990; Rembold, 1992; Akata,
2007a; Morgado et al., 2012).

4.1.2 Proteinas EPAC

Aunque inicialmente todos los efectos del AMPc fueron atribuidos a la PKA,
hoy en dia se conocen otras dianas intracelulares con dominios de unién para el
AMPc. Asi, en los ultimos afios se ha demostrado la existencia de una nueva clase
de proteinas implicadas en la transduccion de la sefial mediada por el AMPc. Se
trata de las denominadas cAMP-GEF (cAMP-specific guanine nucleotide exchange
factors), también conocidas como Epac (exchange proteins directly activated by

cAMP) (de Rooij et al., 1998). Se conocen dos isoformas de estas proteinas: Epacl o
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cAMP-GEF |, y Epac2 o cAMP-GEF Il. Ambas estan presentes en la mayoria de los
tejidos, pero con diferentes niveles de expresion. Epacl es muy abundante en los
vasos sanguineos, en los rifiones, tejido adiposo, ovario y Utero, mientras que Epac2
se expresa preferentemente en el SNC, glandula adrenal y pancreas (Métrich et al.,

2009; Schmidt et al., 2013).

Estructuralmente las dos proteinas Epac estan formadas por los siguientes

dominios (Schmidt et al., 2007) (figura 9):

* AMPc-B: es el dominio de unién de AMPc de alta afinidad, homdlogo al que
estd presente en la PKA (Cheng et al., 2008). Esta situado en el extremo
amino terminal. La Epac2 posee un dominio adicional de baja afinidad por
el AMPc (AMPc-A), de funcién bioldgica desconocida.

* DEP (dishevelled, Egl-10, pleckstrin): es el dominio responsable de la
asociacion a la membrana.

* REM (ras-exchanger motif): dominio que se cree que interacciona con el
dominio GEF.

* RA: dominio de asociacion a las GTPasas de la familia Ras.

* CDC25: es un dominio GEF autoinhibidor situado en el extremo carboxilo

terminal. Promueve el intercambio GDP/GTP en su principal efector Rap1.

DEP AMPc-B REM RA CDC25
AMPc-A
Region reguladora Region catalitica

Figura 9. Representacion esquematica de la organizacién de los dominios de
las proteinas Epac. Modificado de Schmidt et al., 2007.
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In vitro, las dos isoformas de Epac unen AMPc practicamente con la misma
afinidad que la PKA (Kd 2,8 umol It para la Epacl; 2,9 umol It para la PKA). Sin
embargo, la CEso del AMPc es del orden de 30 umol I para la Epacl frente a 1 umol
I'* para la PKA. Esta diferencia es un reflejo de la cooperatividad positiva entre los
dos sitios de unién de AMPc en la PKA vy, en la practica, se traduce en que la PKA se
activa con pequefios aumentos de AMPc mientras que son necesarias mayores

[AMPc] para activar las Epac (Purves et al., 2009).

La proteina Rap1l es el principal efector conocido hasta el momento de las
proteinas Epac. Su localizacién es ubicua: se puede encontrar en la membrana
plasmatica, en compartimentos intracelulares y en la regiéon perinuclear. Rap1 es
una pequefia proteina citosdlica con actividad GTPasa, perteneciente a la
superfamilia Ras de proteinas G, que actla como un interruptor celular en la
transduccion de sefiales. Las GTPsas se inactivan con la uniéon de GDP y se activan
cuando unen GTP. Su actividad es regulada por las proteinas activadoras de GTPasa
(GAP, GTPase activating proteins), las cuales promueven la forma que une GDP, y
las proteinas con actividad GEF, que promueven la forma de unién de GTP. Epac

actla como un GEF para Rap1 (Roscioni et al., 2008).

Otra proteina susceptible de ser activada por Epacl es R-Ras, conocida por
modular la adhesién celular mediada por integrinas. Koopman y sus colaboradores
(Koopman et al., 2003) han descrito que R-Ras produce alteraciones en el Ca®'

celular por disminucién del contenido de Ca”* del RE en células CHO.

Hay descrito un vinculo entre la estimulacién de algunas isoformas de PLC y
la activacion de GTPasas pequefias, que se realiza a través de factores GEF y GAP,
que promueven la formacion de las formas de unién a GTP (activas) y GDP
(inactivas), respectivamente. Ada-Nguema et al. (2006) han propuesto que la
isoforma € de la PLC es un efector de R-Ras, lo que tendria su efecto en la
homeostasis del Ca** celular. Dado que Epac es capaz de modular tanto R-Ras como
la PLC-¢, la sefializacidn calcica mediada por Epac converge a nivel de esta isoforma

de PLC (Bunney y Katan, 2006; Roscioni et al., 2008).

En miocitos cardiacos, para que tenga lugar la CICR inducida por la

estimulacion de los B-adrenoceptores, son necesarias tanto la actividad hidrolitica
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del PIP, de la PLCg, como la actividad GEF de Rap1, accién también llevada a cabo
por la isoforma € de la PLC. Ello requiere la activacion de Rapl por las proteinas

Epac (Oestreich et al., 2009) (figura 10).

-

ampe A

Epac — > Raply2

Figura 10. Papel de las proteinas Epac en la movilizacién de Ca** mediada por
AMPc. Modificada de Holz et al., 2006.

Existe un papel, hasta hace poco desconocido, de las proteinas Epac en la
regulacion de canales idnicos dependiente de AMPc. Un ejemplo de ello es Ila
inhibicién de los canales de K dependientes de ATP (Karp) en células B pancreaticas,
donde Epac 1 y 2 interaccionan con la subunidad SUR1 del canal. A través del
mecanismo Epac-Rap-PLC-e y posterior hidrdlisis del PIP, disminuiria Ia
concentracion del inositol necesaria para la activaciéon del Karp (Holz et al., 2006;

Roscioni et al., 2008).

En el musculo liso, los estudios realizados sugieren que la Epac desempefia
un papel destacado en la regulacién del tono vascular (Schmidt et al., 2007). A pesar
de ello el conocimiento sobre la funcién de las Epac en las CMLV es muy limitado.

Algunos trabajos preliminares sugieren que la activacion de las Epac puede inhibir la
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vasoconstriccidn de los anillos de aorta toracica de rata y disminuir la movilizacién
de Ca*" (Grandoch et al., 2007; Schmidt et al., 2007), procesos supuestamente
mediados por R-Ras. Zieba et al (2011) han propuesto que la activacion de la Epac
en el musculo liso produce una disminucién de la sensibilidad al Ca** de la fuerza de
contraccion por un mecanismo independiente de PKA y dependiente de Rapl a
través de una regulacion a la baja de la proteina RhoA. En las células endoteliales se
ha demostrado que la ruta Epac-Rapl aumenta la funcionalidad de la barrera

endotelial (Schmidt et al., 2007).

En funcidn de su abundancia relativa, su distribucién y localizacién, asi como
del ambiente celular, Epac y PKA pueden actuar de manera independiente, de
forma sinérgica o de forma opuesta, en la regulacion de una funcién celular
especifica (Cheng et al., 2008). Por ejemplo, en células de tiroides (modelo
prototipico para la mitogénesis mediada por AMPc) se ha visto que tanto la PKA
como la Epac son necesarias para la accion mitogénica de la tirotropina (TSH).
Ambas rutas actlan de manera sinérgica para que el AMPc ejerza una eficiente
respuesta proliferativa (Hochbaum et al., 2008). Otro ejemplo de sinergia es la
accion conjunta entre la PKA y ambas isoformas de las proteinas Epac, para modular
la respuesta inflamatoria, a través de Rapl y ERK1/2, en el musculo liso de las vias
respiratorias (Roscioni et al., 2009). En las CMLV, Epac y PKA actuan de manera
sinérgica por un mecanismo independiente de Rap1, para inhibir la proliferacion de

las mismas (Hewer et al., 2011).

4.1.3 Canales idnicos activados por nucleétidos ciclicos

Los canales activados por nucleétidos ciclicos son canales catidnicos no
selectivos que se abren por la union directa de AMPc o GMPc al canal. Su activacion
esta directamente acoplada al flujo de entrada de cationes extracelulares al
citoplasma y a la despolarizacion de la membrana plasmatica (Biel y Michalakis,
2009). Inicialmente fueron identificados en los fotorreceptores de la retina y en las

neuronas sensoriales olfatorias.

Se han identificado dos familias, pertenecientes a la superfamilia de canales

activados por voltaje (aunque su dependencia del voltaje es pequefia). Ambas
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presentan alta similitud de secuencias y difieren en su modo de activacién (Kaupp y

Seifert, 2002):

a. Canales activados por nucledtidos ciclicos (CNG, cyclic nucleotide-gated).

Son proteinas de membrana, altamente especializadas, que abren un poro
permeable a iones en respuesta a la unidon de nucleétidos ciclicos. Se expresan
ampliamente en diferentes tipos de musculo liso, incluido el vascular. Aunque su
funcién no es del todo conocida se ha podido establecer su participacion en la

contraccion del musculo liso vascular inducida por Tx-A; (Leung et al., 2010).

b. Canales modulados por nucledtidos ciclicos activados por hiperpolarizacion

HCN).

Aunque los canales HCN (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-
modulated) se activen por voltaje, y los canales CNG sean, en principio,
independientes de voltaje, ambos son activados por nucledtidos ciclicos y poseen
estructuras similares. Sin embargo realizan diferentes funciones fisioldgicas (Craven

y Zagotta, 2006).

Existe un tercer grupo de canales, denominados canales de K" Eag-like, que
estructuralmente son muy similares a los CNG y a los canales de K* dependientes de
voltaje. Se activan por voltaje y son muy sensibles a la concentracion extracelular de
Mg2+, pero se desconoce la relevancia fisiolégica del dominio de unién de
nucledtidos ciclicos (CNBD, cyclic nucleotide binding domain) y de los nucledtidos
ciclicos en estos canales (Ludwig et al., 2000). Se han caracterizado tres subfamilias
de estos canales: Eag, Erg (eag-related gene) y Elk (eag-like K* channel). Algunos
estudios indican que el AMPc no modula estos canales directamente (Brelidze et al.,

2009).

En el musculo liso de diferentes érganos del sistema gastrointestinal se ha
visto, mediante estudios de electrofisiologia, que las corrientes Erg contribuyen al
mantenimiento del potencial de reposo. Un bloqueo farmacoldgico de las corrientes
mediadas por estos canales despolarizaria la membrana e induciria contracciones
espontaneas, presumiblemente, debido a un aumento de la [Ca*]; producido por la

apertura de canales VOCC (Schwarz y Bauer, 2004).
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4.2 GMPc

Diferentes compuestos, exdgenos y enddgenos, entre los que se encuentran
toxinas, hormonas y neurotransmisores, producen respuestas celulares mediadas
por el GMPc (Lucas et al., 2000). Los mecanismos bioquimicos por los que tienen
lugar estas respuestas incluyen la sintesis de GMPc por las guanilil ciclasas, la

interaccion con sus diferentes dianas y su degradacién por las PDE.

La PKG es el principal mediador intracelular del GMPc en el musculo liso
vascular, ya que cataliza la fosforilacién de proteinas que regulan la actividad
contractil de las CMLV, algunos de estos sustratos son comunes con la PKA y otros
son especificos para la PKG. La familia de la PKG esta formada por dos genes: prkgl
y prkg2 que codifican para la PKGI (isoforma mayoritaria en el musculo liso) y PKGII
respectivamente. La PKGI, a su vez, estd formada por dos isoformas: PKGla y PKGIB,
que difieren en su dominio de cremallera de leucina del extremo N terminal (Surks,
2007). Ambas isoformas se expresan en el musculo liso y contribuyen a la relajacion

del mismo.

La ruta NO/GMPc/PKG participa en el control del fenotipo de las CMLV, ya
que en miocitos frescos, se ha visto que el GMPc inhibe los aumentos de Ca®*
(efecto que no se ha podido reproducir en miocitos en cultivo, donde ocurre una

regulacién a la baja de la expresiéon de la PKG) (Surks, 2007).

Muchos de los mecanismos implicados en la relajacion del musculo liso, en los
que participa la ruta del NO/GMPc/PKG, son comunes a aquellos descritos para la
ruta del AMPc-PKA y se pueden resumir en los siguientes tres puntos (Lincoln et al.,

2001):

1) Disminucion de la [Ca*']. y la consiguiente desfosforilacion de la MLC por
secuestro y extrusion de [Ca?']. libre por varios mecanismos:

* Inhibicion directa de los VOCC por fosforilaciéon de una proteina fosfatasa.

* |Inhibicion del acoplamiento receptor-proteina G.

* Hiperpolarizacién de la membrana plasmatica debido a un aumento de la

actividad de los canales BK¢,, bien por una activacién directa del canal por la
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PKG o por aumento de la actividad espontdanea de los canales STOC

(spontaneous transient outward currents).

* Regulacién del IPsR de musculo liso. Varios estudios han puesto de

manifiesto que la PKG fosforila directamente este receptor e impide la

liberacién de Ca®* del RE. La proteina IRAG (/Ps-receptor associated PKGI
substrate) es necesaria para la fosforilacién del receptor.

e Activacién de la recaptacion del Ca®* por los reservorios intracelulares (por

fosforilacidn de la proteina fosfolamban y activacion de la SERCA).

 Aumento de la extrusién de Ca** (por estimulacion de la PMCA y del NCX).

2) Disminucién de la sensibilidad al Ca**. La PKG ejerce efectos opuestos a la
inhibicién de la MLCP por parte de la ruta Rho/cinasa Rho, ya que se une a la
subunidad de unién a la miosina (MBS) de la MLCP y de esta manera activa la
subunidad catalitica de la fosfatasa. Otros trabajos sugieren que la ruta GMPc/PKG
interfiere con la activacion dependiente de Rho de la cinasa Rho, posiblemente, por

fosforilacién de Rho.

3) Regulacion de los filamentos finos. VASP (vasodilatory-reqgulated
phosphoprotein) y HSP20 son dos proteinas de unidon a los filamentos finos,
potencialmente dianas de la PKG y, posiblemente involucradas en la regulacion de

la contraccion del musculo liso.

4.3 CanalesdeK"

Los canales de K situados en la membrana plasmética son fundamentales
para mantener el potencial de membrana, el principal determinante del tono
vascular, también regulado por la permeabilidad de la membrana a los iones K,
Ca®*, Na' y CI" (Morgado et al., 2012). Otros sistemas de transporte de iones que
contribuyen a la regulaciéon del tono vascular son la bomba Na’/K" y el
transportador de aniones. Debido a la estrecha relacidon entre el potencial de
membrana y el tono arterial, pequefios cambios en el potencial de membrana estan
asociados con grandes cambios en el diametro arterial. Estos canales, junto con el
incremento de los nucleétidos ciclicos, son los principales mecanismos responsables

de la vasodilatacién en condiciones fisioldgicas en el musculo liso vascular (Akata,
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2007b).Tras una activacion de los canales de K* se produce una entrada de K* a
través de la membrana plasmatica, por lo que se hiperpolariza y disminuye el flujo
de Ca”* a través de los VOCC, dando lugar a una reduccién en la entrada de Ca** y

consecuentemente a la vasodilatacion.

. . s . 2 s 4. FORT]
Factores fisiolégicos como la [Ca“"],, las proteinas G, los nucleétidos ciclicos, el
pH o las proteinas cinasas alteran la actividad de los canales de K. La alteracién de
la actividad de los canales de K" puede explicar modificaciones en el tono vascular

observadas en algunas patologias como la hipertensién o el shock.

En el musculo liso vascular existen, al menos, 4 tipos distintos de canales de
K*, distribuidos y regulados por distintos factores dependiendo del tipo de vaso

sanguineo (Ko et al., 2008).

4.3.1 Canales de K* voltaje-dependientes

Los canales de K* voltaje-dependientes (K,) se encuentran en gran cantidad de
tejidos. Se abren en respuesta a una despolarizacion del potencial de membrana, asi
permiten un flujo de entrada de K' a la célula que da como resultado una
repolarizacion y el retorno al potencial de reposo de la membrana. Si la
despolarizacion se vuelve sostenida, algunos subtipos de canales pueden

inactivarse.

Una pequeiia despolarizacion en las CMLV da lugar a un flujo de entrada de

2+ , 2+ 4. . s o . s .
Ca® a través de canales de Ca“ tipo L y activacién de la maquinaria contractil, lo
que indica que la funcién de los Ky es limitar la despolarizacidon de la membrana y

mantener el tono vascular en reposo (Brayden, 2002).

Estos canales se inhiben por el Ca* y Mg2+ intracelular y se pueden bloquear
farmacoldgicamente por la 4-aminopiridina (4-AP), sin afectar, a las dosis de trabajo
mas habituales, a las corrientes a través de canales BKc,, que también se activan por
despolarizacion, o a los K. En cambio si afectan a los Karp. Otros compuestos que
afectan a las corrientes de K como el Ba*, glibenclamida (GLIB) e iberiotoxina no

afectan a las corrientes Ky.
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4.3.2 Canales de K* Ca**-dependientes

Los K¢, estan presentes, practicamente, en todas las células excitables.
Concretamente en el musculo liso vascular se activan por despolarizacidon de la
membrana y por el [Ca®']. (Ledoux et al., 2006). Se clasifican en funcién de la

conductancia en:

a. De gran conductancia, BKca

El canal de K* dependiente de Ca** de gran conductancia (BKc,) es el canal de
K* més abundante en las CMLV. Se activan por cambios en la concentracion
intracelular de Ca®* y por despolarizacién, y contribuyen al mantenimiento del

potencial de membrana en pequefios vasos miogénicos (Ko et al., 2008).

Algunos vasodilatadores enddégenos como la adenosina, el NO o la PGl,,
actlan en parte por activacién de los canales BKc,. En las arterias coronarias, la
adenosina probablemente actua por incremento del AMPc y activacion de la PKA.
En cambio, el NO actua por incremento en el GMPc y activacidon de la PKG. Por el
contrario, su inhibicion estd detrds de la respuesta contractil a la ATIl o de la

estimulacion de receptores de Tx-A,.

Estos canales se pueden bloquear farmacolégicamente con los compuestos
tetraetilamonio, caribdotoxina e iberiotoxina (estos dos ultimos son blogueantes

selectivos).

b. De conductancia intermedia, 1K

Son poco importantes en el mdusculo liso de aorta de rata.

Farmacoldgicamente se inhiben con caribdotoxia y tetraetilamonio.

c. De pequefia conductancia, SK

Se encargan de mediar la hiperpolarizacién producida por el EDHF y producir
la consiguiente vasorrelajacién en varios lechos arteriales (Murphy y Brayden,
1995), aunque sus propiedades, en el musculo liso vascular, todavia no estan bien

definidas. Son sensibles a la apamina y al tetraetilamonio.
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4.3.3 Canales de K* ATP-dependientes

Los canales de K" ATP-dependientes (Karp) son un tipo de ROCC y estdn
ampliamente distribuidos en varios tipos celulares y vasos sanguineos. Se inhiben
por exposicion en la cara interna de la membrana plasmatica al ATP, y su
sensibilidad al mismo puede alterarse por cambios en el ratio ADP/ATP o el pH

intracelular. En su activacién también participan el AMPc y las proteinas G.

La apertura de estos canales produce hiperpolarizacién de la membrana,
disminucién en el flujo de Ca’* a través de canales de Ca** tipo L y vasorrelajacion
del musculo liso. Fisiolégicamente la activacidn tonica de estos canales contribuye a

disminuir la resistencia vascular en reposo.

Los Kate pueden ser inhibidos selectivamente por compuestos con estructura
sulfonilurea como la glibenclamida (Wang et al., 2007) o no selectivos como el TEA.
Los vasodilatadores farmacolégicos, cromakalim y minoxidilo, actdan por activacion

de estos canales.

En las células de musculo liso arterial de rata los Karp estan expuestos a una

activacion mediada por la PKA y dependiente de la situacién espacial de las AC y los
. . . 2+

Katp. Se ha descrito que estos canales, al igual que las AC sensibles al Ca®” (3,5 6),

se localizan dentro de la célula en caveolas. La interaccidn con la proteina caveolina

podria estar mediada por la subunidad formadora de poro del canal, la proteina

Kir6, conocida por su interaccidon con varias moléculas de sefializacion asociadas a

caveolas (Sampson et al., 2004).

4.3.4 Canales de K" rectificadores de entrada

Los canales de K" rectificadores de entrada (Ki;) son abundantes en el musculo

liso de los vasos de resistencia de pequeiio didmetro. Se activan por
. . . . L . 2+ + .

hiperpolarizacién y pueden inhibirse por iones como el Ba®" y el Cs’, mientras que

otros bloqueantes de canales de K" apenas les afectan.

En las células de musculo liso vascular los Ki; median corrientes de entrada
(inward) a potenciales de membrana negativos con respecto al potencial de
equilibrio del K" (Ex), asi como pequefias corrientes de salida (outward) a

potenciales de membrana positivos con respecto a Eg (Hibino et al, 2010).
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Los K; se activan por incrementos en el K" extracelular. Cuando esto sucede se
produce una gran hiperpolarizacién y consecuentemente la vasodilatacién. En los
vasos de resistencia y en las células endoteliales estos canales probablemente
contribuyen al mantenimiento del potencial de membrana en reposo (Ko et al.,,

2008).

4.4 Proteinas AKAP

Las proteinas de anclaje a la PKA (AKAP, A-kinase-anchoring proteins) son un
grupo de, al menos, 50 proteinas estructuralmente diferentes que comparten la
funcidn de unirse a la subunidad reguladora de la PKA y recluirla en localizaciones
diferenciadas dentro de la célula. De esta manera contribuyen a la regulacion
espacial y temporal de la ruta AMPc-PKA y al mantenimiento de su especificidad
(Pidoux y Tasken, 2010). También unen otros componentes de sefalizacién como

PDE, fosfatasas y otras cinasas.

Las AKAP aseguran la especificidad en la transducciéon de sefales ya que
aproximan enzimas a sus efectores y sustratos. El control temporal se consigue
porque situan la PKA en pequenos pools de AMPc diferenciados y la dirigen a sus

sustratos especificos.

Las AKAP se unen al dominio N terminal de la subunidad R de la PKA a través
de una secuencia de 14-18 aminoacidos, formando una hélice anfipatica comun
para todas las AKAP caracterizadas. La mayoria de las AKAP tienen afinidad en el
rango nanomolar por las subunidades RIl de la PKA (particulada y confinada en
estructuras subcelulares y compartimentos a los que se ancla mediante AKAP),
mientras que la afinidad por la Rl (bioquimicamente soluble y de localizacién

citoplasmatica) es del rango micromolar.

Las proteinas AKAP denominadas dual-specific son capaces de anclar los dos

tipos de PKA.
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5 Regulacion de los niveles de AMPc y compartimentacion

de la senal

La regulacion de las concentraciones intracelulares de AMPc ([AMPc];) es uno
de los mecanismos mds destacados en el control de las funciones celulares. El
descubrimiento de las multiples isoformas del enzima responsable de su sintesis
(adenilil ciclasa) puso de manifiesto, ademds de una compleja regulaciéon por GPCR,
numerosos puntos de interaccion con diferentes rutas de sefalizacién. Por otra
parte, los mecanismos que limitan la difusién del AMPc son importantes para
generar respuestas especificas a estimulos concretos. En el interior celular las
fosfodiesterasas (PDE) estan distribuidas en sitios clave para controlar la intensidad

y la duracién de la sefializacién mediada por AMPc.

En los ultimos afios se han empezado a conocer los detalles de la localizacién
de los enzimas involucrados en las rutas de sefializacion del AMPc en diferentes
compartimentos de la célula, asi como su asociacion o integracién en complejos
macromoleculares, ricos en componentes de sefializacion y en sus reguladores. La
localizaciéon celular de estos complejos de sefializacién y la interaccién con otras
moléculas dara lugar a diferentes respuestas funcionales. De esta manera se
mantiene un estrecho control de los eventos dependientes de AMPc y una
minuciosa organizacién espacio-temporal (Morgado et al., 2012; Ostrom et al.,

2002; Stangherling y Zaccolo, 2012; Willoughby y Cooper, 2007).

5.1 Adenilil ciclasas

El principal control en la biosintesis del AMPc a partir del ATP tiene lugar con
la activacion del enzima AC. Estructuralmente las AC pertenecen a la superfamilia
ABC (ATP-binding cassette), entre los que se encuentran la proteina CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), la glucoproteina P y el receptor de
sulfonilureas (SUR) (Cooper, 2005). La proteina CFTR, que forma un canal de CI',
también se expresa en el musculo liso de aorta de rata (Robert et al., 2004). El gen

que la codifica esta mutado en la fibrosis quistica.
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De igual forma que sucede en el caso de los transportadores ABC, las AC
pueden existir en estados de organizacion como dimeros o tetrameros e incluso
pueden oligomerizar con otros elementos reguladores para dar lugar a la formacién
de grandes complejos heteromultiméricos. Esta forma de organizacion
proporcionaria una estrecha asociacién con elementos que forman parte de los

canales de entrada de Ca** (Willoughby y Cooper, 2007).

La estructura general de las AC comprende: el NH, terminal, el primer
dominio transmembrana (TM1), el primer lazo citoplasmatico (Cla y Clb), el
segundo dominio transmembrana (TM2) con dominios extracelulares de N-
glicosilacion y el segundo lazo citoplasmatico que contiene los dominios C2a y C2b.
Cla y C2a son dominios de unién al ATP que dimerizan para formar la region
catalitica. Los dominios Clb y C2b estdn menos conservados (Willoughby y Cooper,

2007) (figura 11).

™1 ™2

N COOH

H,N A Cib 22 C2b

Figura 11. Estructura de las adenilil ciclasas. Modificado de Willoughby y
Cooper, 2007.

En mamiferos se conocen al menos nueve isoformas ancladas a la membrana
y una isoforma soluble. Las isoformas adheridas a la membrana son glucoproteinas
de aproximadamente 120 kDa, que poseen actividad enzimatica regulada por la
union de las proteinas G activadoras o inhibidoras (Cooper, 2005). Asimismo,
difieren en su distribucidon tisular, en las propiedades bioquimicas y en la

sensibilidad a diferentes moléculas reguladoras, como las subunidades a y By de las
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proteinas G, la PKA (inhibe la actividad de las AC5 y AC6), PKC, CaMKIll y el Ca**
(directamente o a través de su uniodn a la CaM). En funcion de su regulaciéon cada

isoforma se distribuye en dérganos o tejidos de una manera especifica (Gros et al.,

2006) (tabla 1).

Todas las AC identificadas son estimuladas por Gas, sin embargo, la expresién
de un GPCR especifico y de las AC en un dominio subcelular concreto podria dar
lugar a las diferencias encontradas en la sensibilidad a la estimulacién por Gas. En
cuanto a la regulacién por Gai, la mayoria de las isoformas de AC son inhibidas por
esta proteina (ver tabla 1) y las que no lo son (AC2, AC4 y AC7) es porque los
receptores acoplados a Gai estdn ausentes de los tejidos donde esas isoformas se
expresan de manera mayoritaria (pulmén e higado) (Wettschureck y Offermanns,

2005).

Tabla 1. Clasificacidon de las adenilil ciclasas y su regulacién. Estimulacion,
inhibicién o sin efecto se representan por 1, { o - respectivamente
(Willoughby y Cooper, 2007).

Respuesta a otras moléculas de sefalizacion

Isoforma Expresion G.a Ga Gpgy Prgtelnas RGS ca*
cinasas
J CaMK IV ,
AC1 Cerebro 0 N2 N2 2 RTK 2 (Via CaM)
AC2 Pulmon, 2 5 1 1 PKC >
cerebro
Epitelio ™ (?)(CaMin
AC3 . 0 J > J CaMK I NY .
olfatorio, vitro)
AC4 Amplia T > T 1 PKC >
Corazon, M PKC (a)
ACS5 cuerpo T N2 - {4 PKA \ N2
estriado N RTK
. 4 o1 PKC
Corazon,
AC6 rifién, amplia i v i L PKA v v
M RTK
AC7 Amplia T > > 1 PKC (8) >
AC8 Cerebro, 2 N S PKC 2 (via CaM)
pancreas
ACY Test|cu‘los, " v N L PKC \l, (V|a'
amplia calcineurina)
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Las CMLYV, incluidas las RASMC, expresan diferentes isoformas entre las que
destacan los subtipos 3, 5y 6 (Ostrom et al, 2002; Nelson et al., 2011) que, ademas,
presentan una distribucion preferentemente caveolar. La AC8 se expresa
débilmente, pero se ha descrito una regulacién al alza en su expresion cuando
existe una transformacién de la CMLV hacia un fenotipo proliferativo (Gueguen et
al., 2010. A pesar de tener una capacidad similar para elevar la [AMPc];, las distintas
isoformas de AC desempenan funciones diferentes en la regulacién de la
proliferaciéon o de la contractilidad en las CMLV (Gros et al., 2006), lo que es
indicativo de que elevan el AMPc en diferentes subcompartimentos celulares, o que

interaccionan de manera selectiva con diferentes efectores/reguladores.

El hecho de que algunos tipos de AC estén reguladas por Ca®*, directamente o
indirectamente a través de la CaM, hace que este modo de regulacién sea
importante como una forma de integrar las actividades de ambos mensajeros
(Willoughby y Cooper, 2007). En células no excitables las AC sensibles al Ca** se
localizan en lugares préximos a los componentes especificos de la CCE, mientras

gue en las células excitables no hay dependencia exclusiva de las AC de la CCE.

Las AC reguladas por ca* presentan una alta selectividad por la entrada de
Ca’* procedente de la activacion de canales SOCC. En un trabajo llevado a cabo por
el Dr. Cooper y sus colaboradores se ha visto que en células pancredticas y en
neuronas de hipocampo hay una estrecha vinculacién entre la AC8 y la proteina
AKAP79, que disminuye la activacién de la AC8 por la entrada de Ca** a través de
dichos canales. Dicho efecto regulador de AKAP79 sobre la AC8 es mediado por
reclutamiento de la PKA. Esta interaccién proteina-proteina reduce la produccion de
AMPc, y proporciona un mecanismo de retroalimentacién negativa para compensar
una excesiva activacién de la AC8 producida por aumento de Ca** (Willoughby et al,,

2012b).

Otro ejemplo de coordinaciéon entre las sefiales calcicas y del AMPc lo
encontramos en un trabajo llevado a cabo por el mismo grupo de investigacion, en
el gue han puesto de manifiesto la existencia de microdominios de sefializacion de
AC8 y Orail. Esto explica como los canales SOCC se pueden reclutar para maximizar

la eficiencia de la interconexion entre ambos mensajeros (Willoughby et al., 2012a).
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Entre los farmacos activadores de la AC destaca la forskolina, compuesto con
estructura diterpenoide ampliamente utilizado en investigaciéon con el fin de

incrementar los niveles de AMPc en preparaciones de membranas, células o tejidos.

Su principal mecanismo de actuaciéon es por activacion de la AC entre las
regiones Cla y C2a, mediante una estimulacion por Gas (Dessauer et al., 1997;
Seamon y Daly, 1986), pero también interacciona con otras proteinas, como
transportadores de glucosa y canales idnicos por mecanismos que no
necesariamente implican variacién en los niveles de AMPc (Insel y Ostrom, 2003)

(figura 12).

™1 ™2

Figura 12. Estructura de la forskolina e interaccién con el enzima adenilil ciclasa.

5.2 Fosfodiesterasas

Las PDE son una familia de enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace 3’-5’
fosfodiéster de nucledtidos ciclicos, como el AMPc y el GMPc, enlaces que se
establecen en los acidos nucleicos entre la pentosa de un nucledtido y el grupo
fosfato de otro. Estas enzimas tienen como misién finalizar la sefializacién mediada
por los nucledtidos ciclicos y su actividad se modula finamente en coordinacién con

las AC y GC a través de efectores y rutas de retroalimentacién para mantener los
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niveles éptimos de nucledtidos ciclicos (Keravis y Lugnier, 2012). La importancia de
las PDE como reguladoras de la sefializacién intracelular se corrobora al utilizarlas
como objetivos farmacolégicos en enfermedades como el asma, la enfermedad
pulmonar obstructiva crdnica, la insuficiencia cardiaca, la ateroesclerosis periférica

y disfuncién eréctil.

Las PDE estan comprendidas en 11 familias genéticas (Bender y Beavo, 2006;
Tilley y Maurice, 2002;) derivadas de 21 genes. Algunos de estos genes tienen
multiples promotores con distintas caracteristicas reguladoras y multiples variantes
espliceosomales, que contribuyen a su diversidad, lo que les permite una

distribucién especifica dentro de la célula y en los diferentes tejidos.

Las PDE poseen un dominio regulador, normalmente localizado en el extremo
NH, terminal, y un dominio catalitico en el COOH terminal (de aproximadamente
250 aminoacidos) donde, ademas, las PDE4 poseen una serie de caracteristicas
reguladoras. Presentan alta similitud en las secuencias aminoacidicas de sus
dominios C, hecho que no se traduce en una similitud funcional (Francis et al.,

2011).

Ademas, poseen dominios proteicos que contribuyen a la regulacidon y se
encuentran en el dominio C, entre los que destacan los dominios GAF (cGMP-
binding PDEs, Anabaena adenylyl ciclase and Escherichia coli Fhla)y UCR (upstream
conserved regulatory). Los dominios UCR regulan directamente la funciéon de las
PDE4, ademds de interaccionar con proteinas heterdlogas. En algunas PDE de
mamiferos las GAF participan en: 1) interacciones proteina-proteina 2)
interacciones proteina-PDE 3) unidn de nucleétidos ciclicos. Algunas PDE también
contienen regiones modificadas para facilitar su insercién en las membranas

(Francis et al., 2011) (figura 13).

El mecanismo propuesto para explicar la especificidad del enzima por el
nucledtido ciclico es el de la conmutacion de la glutamina (glutamine switch) (Zhang
et al., 2004). Segun esta teoria, en las PDE de las que se conoce su estructura parece
gue existe un residuo invariante de glutamina que establece la unién del anillo de
purina al lugar activo (binding pocket). La conformacidn de los enlaces de hidrégeno

del grupo amino del residuo de glutamina seria la responsable de la unidon a la
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guanina (GMPc) o a la adenina (AMPc). En las PDE que pueden hidrolizar tanto
GMPc como AMPc, las glutaminas pueden rotar libremente, y por ello conmutan

entre ambas orientaciones.

La mayoria de las PDE conocidas se encuentran como homodimeros, excepto
la PDE1 y la PDE6 que, en condiciones fisiolégicas, se encuentran como
heterotetrdmeros. Por ejemplo, la PDE1 en presencia de Ca®* contiene dos
subunidades de CaM que interaccionan con dos subunidades cataliticas idénticas

(Francis et al., 2011).

Dominioregulador
-NH,
Dominio catalitico J— - m— CaZ'- calmodulina PDE1
{conmutacién de la glutamina) /,:’,_-_-_ Dominias GAF PDE2, 5,6, 10y 11

"
. — DominiosUCR  PDE4
— Dominio PAS PDES

K Desconocido PDE3, 7y 9
-COOH

Figura 13. Estructura de las fosfodiesterasas. Modificado de Menniti et al., 2006.

Las células del sistema cardiovascular expresan numerosas familias de PDE.
Concretamente, en el musculo liso vascular, predominan las isoformas 1, 3, 4 y 5,
entre las cuales, la PDE3 muestra gran afinidad por los dos substratos (AMPc y
GMPc), mientras que PDE4 solo tiene alta afinidad para el AMPc (Bender y Beavo,
2006; Komas et al., 1991). Segun un trabajo llevado a cabo por el grupo del Dr.
Maurice (Rose et al., 1997) los subtipos 3 y 4 representan el 70% del total de la

actividad fosfodiesterasa en la aorta de rata.

Sin embargo, por experimentos realizados en la aorta de rata sin endotelio y
en ausencia de Ca** extracelular, la PDE1 y la PDE3 parecen tener un papel
destacado como moduladoras de la contractilidad del musculo liso. La enzima PDE3

también esta implicada en la regulacién de la contraccién del musculo cardiaco,
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ademas del musculo liso vascular. Ello ha servido de base para el desarrollo de
farmacos inhibidores de la PDE3 para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca,
como la amrinona y milrinona. En cambio la PDE4 y 5 no parecen ser tan relevantes
en las mismas condiciones, puesto que sus inhibidores especificos (rolipram y
zaprinast) son inefectivos en la relajacién de anillos desprovistos de endotelio

(Noguera et al., 2001).

Las PDE se clasifican en base a su secuencia aminoacidica (estructura
primaria), sus propiedades reguladoras y a la especificidad por el sustrato (hay PDE
AMPc-especificas, GMPc-especificas y PDE de accién dual) (Tilley y Maurice, 2002)
(tabla 2):

Tabla 2. Clasificacién de la familia de fosfodiesterasas. Modificado de Keravis y
Lugnier, 2012.

Familia Sustrato Propiedades Inhibidores especificos
PDE1  AMPc, GMPc Ca**-CaM dep Nimodipino
PDE2 AMPc, GMPc Activada por GMPc EHNA
PDE3 AMPc, GMPc Inhibida por GMPc cilostazol, milrinona,
PDE4 AMPc Insensible a GMPc rolipram, roflumilast
PDE5 GMPc Fosforilada por PKA/PKG zaprinast, sildenafilo
PDE6 GMPc Activada por transducina zaprinast, sildenafilo
PDE7 AMPc Insensible a rolipram BRL 50481, I1CI242
PDES8 AMPc Insensible a rolipram PF-04957325

Insensible a IBMX’

PDES GMPc Insensible a IBMX BAY-73-6691
PDE10 AMPc, GMPc Inhibida por AMPc Papaverina
PDE11 AMPc, GMPc Especificidad dual Desconocido

*IBMX es un inhibidor de PDE no selectivo

Aunque el AMPc se elimina principalmente por hidrélisis, llevada a cabo por
las PDE, existen proteinas de transporte de la membrana plasmatica, con la

estructura de las proteinas de resistencia a farmacos (MRP, multidrug-resistance
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protein) capaces de extrudir nucleétidos ciclicos (Shayo et al., 1997). Estas proteinas
pertenecen a la superfamilia de las proteinas ABC y la mayoria funcionan como
transportadores para aniones organicos y farmacos (acidos biliares y agentes
guimioterdpicos como analogos de nucledsidos). En algunos tipos celulares como
adipocitos, células epiteliales, neuronas, fibroblastos o células musculares
esqueléticas este mecanismo de extrusidon es significativamente importante (Hofer

y Lefkimmiatis, 2007).

5.3 Compartimentacion de la seiializacion del AMPc

El concepto de compartimentacion de segundos mensajeros y moléculas de
sefializacion surgié de la observacidon en células cardiacas de que no todas las
sefiales que generan AMPc ejercen los mismos efectos funcionales (Buxton vy
Brunton, 1983). Esta regulacidn espacio-temporal o compartimentacidén consiste en
la diferente localizacién, propiedades y selectividad de los enzimas implicados en las
rutas de los nucleétidos ciclicos, asi como su diferente velocidad de sintesis y
degradacion, en regiones especificas de la membrana plasmatica o del citosol
(Vandecasteele et al, 2006) (figura 14) De esta manera se explican los distintos
mecanismos de transducciéon de sefiales desencadenados por el AMPc (Baillie, 2009;
Morgado et al., 2012): incrementos pequefios y localizados pueden desencadenar
eventos diferentes dependiendo de la zona en la que éstos tengan lugar (Cooper,

2005; Houslay et al., 2007).

El desarrollo de las técnicas de FRET y de imaging, en células vivas, ha
permitido visualizar los microdominios que presentan altas concentraciones de
AMPc, dificiles de capturar con las técnicas bioquimicas tradicionales (Dipilato vy

Zhang, 2010).

El control temporal y espacial de la sefializacion mediada por AMPc es llevado
a cabo principalmente por los enzimas AC y PDE (Zaccolo et al, 2002). La
organizacion de las AC en dominios se puede explicar desde varios puntos de vista:
1) es una manera de organizar componentes que potencialmente pueden
interactuar si estdn muy préximos; 2) la provision de un microdominio que estd

aislado de las fluctuaciones metabdlicas en la actividad celular; y 3) proteger el
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resto de la célula de la hiperactividad de la sefializacion del AMPc, por ejemplo
mediante la formacion de una barrera de PDE para limitar la difusion del AMPc

(Willoughby y Cooper , 2007). Otros elementos de sefializacién que forman parte de

los microdominios son:
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* Proteinas AKAP: el reclutamiento de la PKA en compartimentos se consigue
mediante la asociacidn con las proteinas AKAP. Ello permite dirigir las acciones

de la PKA a sus sustratos particulares y mantener pools localizados de

actividad cinasa (Dodge-Kafka y Kapiloff, 2006; Gros et al., 2006).

* CaM: el reclutamiento y disponibilidad de CaM es determinante para la

actividad de las AC (Willoughby y Cooper, 2007).

* Epac: en cardiomiocitos de ratas neonatas se ha descrito la presencia de un

complejo multiproteico de respuesta al AMPc entre Epacl, mAKAP, PKA y la

isoforma D3 de la PDE4 (Dodge-Kafka et al., 2005).
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Figura 14. Complejos multiproteicos de sefializacion mediada por AMPc.
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Los receptores acoplados a proteinas G y sus componentes de sefializacidén
asociados no estan dispersos al azar a lo largo de la membrana celular, sino que en
varios modelos celulares se ha visto que la expresidon de los BAR y las AC esta
aumentada en los dominios de la membrana plasmatica denominados caveolas
(Ostrom et al., 2002). Las caveolas concentran AC y elementos reguladores como
proteinas G, receptores y canales de entrada de Ca?* (canales TRP y CNG) y PDE.
También se han encontrado las isoformas de AC sensibles al Ca** (1, 3, 5, 6 y 8)
(mientras que las formas insensibles estan excluidas) y sus proteinas asociadas.
Aunque la localizacién de las balsas lipidicas puede en parte explicar el
acoplamiento selectivo de los GPCR a las AC, la capacidad de las AC para regular vias
de sefializacion descendentes, como la PKA o ERK, requiere de mecanismos
adicionales para generar especificidad, como los que se detallan a continuacién

(Dessauer, 2009):
* Intercambiador sodio-hidrégeno 1

Las AC dependientes de Ca®* son objeto de regulacién debido a cambios en el
pH. La acidificacién y la alcalinizacidn, respectivamente, disminuyen e incrementan
la actividad de las AC y alteran la sensibilidad al Ca®. La hiperactividad del
intercambiador Na'-H" 1 (NHE1) en las balsas lipidicas genera un microdominio

privilegiado que protege las AC sensibles al Ca”* de cambios locales en la acidez.
* Canales TRPC

Algunos subtipos de canales TRP contribuyen a la CCE activada por
tapsigargina en CMLV (Potier y Trebak, 2008). Se ha descrito que estos canales
forman parte de grandes complejos macromoleculares, por ejemplo, el TRPC1 se
localiza en las caveolas donde parece estar asociado con el subtipo 3 del IP;R y Gag
(Lockwich et al., 2000). Esto demuestra que los microdominios caveolares
proporcionan un entorno Optimo para el ensamblaje de moléculas clave de la
sefializacion calcica y para la coordinacién de las interacciones moleculares que

permiten la activacién de la CCE.
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* Canales de K*

En las RASMC se ha visto que existe una compartimentacién funcional entre
los canales Karp y las AC. En este trabajo sugieren que existe una compartimentacion
funcional entre los canales Katp ¥ las AC en caveolas de la superficie de los miocitos

(Sampson et al., 2004).
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6 Técnicas de medicion del AMPc

Uno de los grandes problemas encontrados hasta la fecha para el estudio de
la funcion del AMPc ha sido la carencia de un método de medida que permitiese la
determinacién continua de los niveles de este nucleétido en las células vivas. Los
métodos tradicionales se basaban en la extraccion del AMPc de las muestras o
tejidos por métodos que implicaban la lisis celular y una medicion, por tanto, en el
“punto final”. Mediante radioinmunoensayo (RIA) el marcaje con [3H]adenina
permite el marcaje radiactivo del pool intracelular de ATP, que posteriormente se
convertird en [°HJAMPc, asi, el AMPc marcado se determina por contaje de
centelleo. Pero éste y otros ensayos in vitro sdlo proporcionan informacion acerca
de la cantidad total de AMPc en la célula, y no tiene en cuenta conceptos que han

surgido en las ultimas décadas como la compartimentacion, que asume diferentes

concentraciones de AMPc en diferentes partes de la célula (Nikolaev y Lohse, 2006).

Ya que en la célula coexisten diferentes pools de AMPc, las diferentes sondas
de las que se disponen se complementan para analizar la sefializacion por AMPc en
diferentes partes de la célula. La combinacién de diferentes puntos de vista nos

dara una idea mas precisa de los cambios en el AMPc intracelular.

En los ultimos afios ha habido un auge espectacular de nuevas técnicas que
permiten el seguimiento de la [AMPc]; en tiempo real (Willoughby y Cooper, 2008).
Estas técnicas, basadas en métodos fluorescentes y electrofisioldgicos, utilizan los
tres efectores del AMPc conocidos: la PKA, los canales activados por nucledtidos

ciclicos y las proteinas Epac.

6.1 Métodos basados en la disociacion de la PKA

FLCRhR (Flicker) es un sensor de FRET desarrollado en la década de los 90
(Adams et al., 1991). Fue el primer método fluorescente, y el primer gran avance,
para la monitorizacion de cambios en el AMPc espacio-temporales. Consiste en el
marcaje con fluoresceina (FL) y rodamina (Rh) de las subunidades catalitica (C) y
reguladora (R) de la PKA. En ausencia de AMPc ambas subunidades forman un

holoenzima tetramérico en el que se puede observar una gran sefial de FRET entre
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la FL y la Rh. Cuando las moléculas de AMPc se unen a la subunidad reguladora, la
subunidad catalitica se disocia y disminuye la sefial de FRET. Esta técnica, utilizada
con éxito para diferentes aplicaciones, permitidé por primera vez la evidencia visual
de la compartimentacién del AMPc en neuronas. En rodajas de cerebro de raton se
empled para demostrar que los receptores 5-HT; de serotonina activan la
produccién de AMPc en neuronas taldmicas. En miocitos ventriculares se empleé en
combinacidn con patch-clamp para la medida simultadanea de AMPc y de corrientes a

través de canales de Ca** tipo L (Goaillard et al., 2001).

Sin embargo sus limitaciones han impedido su expansién. El marcaje de
proteinas es inestable y dificil de conseguir. Deben ser microinyectadas en las
células en cantidades del rango micromolar y ésto puede interferir con las cinéticas

reales del AMPc.

Con la apariciéon de la tecnologia de la GFP (green fluorescent protein o
proteina fluorescente verde) se desarrollé una propuesta alternativa mas adecuada,
y en lugar del par de fluoréforos originariamente utilizados se emplearon dos

proteinas variantes de la GFP.

La GFP es una proteina fluorescente de 26,9 kDa aislada de la medusa
Aequoria victoria. La GFP original de la medusa posee dos picos de excitacién: uno
menor, a 475 nm, y uno mayor, a 395 nm. Su pico de emisién esta a 509 nm, en la
zona verde del espectro. El aislamiento del gen que codifica para esa proteina
permitio6 su empleo como marcador. El descubrimiento y desarrollo de esta
tecnologia les valio a los investigadores Martin Chalfie, Osamu Shimomura y Roger

Y. Tsien el Premio Nobel de Quimica del afio 2008.

Mediante mutaciones y modificacion de sus residuos se ha disefiado una gran
cantidad de derivados de la GFP que mejoran sus caracteristicas espectrales. Dos
clases de variantes espectrales de esta proteina se emplean en FRET: CFP (cyan

fluorescent protein) e YFP (yellow fluorescent protein).

Con estos sensores codificados genéticamente se ha conseguido visualizar

microdominios con alta concentracion de AMPc durante la estimulacion B-
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adrenérgica en miocitos cardiacos. Estos microdominios se localizaron en el sitio de

las proteinas AKAP donde se ancla la PKA.

Los indicadores modificados genéticamente no requieren microinyeccién. Se
pueden expresar en distintos tipos celulares mediante transfecciéon con dos
constructos de ADN que codifican para las subunidades R-CFP y C-YFP, pero esta

técnica no estd exenta de problemas (Rich y Karpen, 2002):

* Estos constructos estdn formados por dos grandes proteinas quiméricas
que se deben expresar al mismo nivel para formar un tetramero funcional. La
subunidades R o C marcadas con CFP e YFP se pueden reasociar con
subunidades enddgenas, y por tanto no marcadas, y ésto puede dar lugar a

errores en la cinética del AMPc.

* La sobreexpresion de la subunidad catalitica de la PKA puede tener

consecuencias para la célula (por ejemplo, apoptosis).

* La PDE4 se activa por fosforilacion dependiente de la PKA. Si ésta se activa

puede dar lugar a una hidrélisis del AMPc que falsearia los resultados.

* La disociacion de la PKA ocurre en multiples pasos, es un proceso
cooperativo a través de cambios conformacionales antes de que las
subunidades C se liberen, lo que se traduce en una cinética del sensor mas

lenta que la real.

La sefial de FRET que tiene lugar con sensores basados en la PKA refleja la
compleja disociacion de la PKA en lugar de cambios rapidos en la concentracién de

AMPc.

6.2 Métodos que emplean canales CNG

Son canales catidnicos no selectivos formados por 4 subunidades con una
region intracelular reguladora de unién para AMPc/GMPc (Rich et al., 2001). Se
pueden transfectar células con ADN codificante para la subunidad a del canal
CNGA,, donde forman canales homomultiméricos integrados en la membrana

plasmatica. Cuando aumenta el AMPc se produce una apertura rapida del canal y
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ésto se puede monitorizar por electrofisiologia o por imaging de Ca**. Se han creado

mutantes de estos canales para incrementar la selectividad y afinidad por el AMPc.

Debido a su localizacidn, estos sensores miden AMPc exclusivamente en la
membrana plasmatica. En comparacién con la PKA estos sensores no tienen
actividad catalitica y no desarrollan desensibilizacion. No son dependientes del
voltaje y responden rdpidamente al AMPc. Sin embargo la activaciéon de estos
canales permite el flujo de Ca®*, lo que puede dar lugar a interferencias en la

medida.

El empleo de estos canales como sondas ha reafirmado el concepto de la
compartimentacion. Ha demostrado la existencia de pools de AMPc en la
membrana plasmatica en células de glioma y en células embrionarias humanas de
rifidn (HEK293). La activacién de la sintesis de AMPc en células HEK293 por
prostaglandinas induce un aumento transitorio de AMPc en la membrana
plasmatica, mientras que en el citosol se observa un aumento sostenido. Se ha
demostrado también que los cambios de AMPc en la membrana estan regulados
por un feedback negativo via PKA y PDE, confirmando asi que la hidrélisis del AMPc
por estas enzimas desarrolla gradientes “difusos” de AMPc y juega un papel
fundamental en la formacién de pools de AMPc localizados (Rochais et al., 2004). El
empleo de estos canales sélo informa acerca del AMPc en compartimentos
submembranales, por lo tanto para registrar cambios en el citosol es necesario el

empleo de otras sondas de AMPc.

Ademds el flujo de Ca*" a través de estos canales puede conllevar una
inhibicién de las AC sensibles al AMPc y afectar a su produccidn. La visualizacion de
compartimentos locales de AMPc mediante el sensor de PKA o de CNGC
probablemente se deba al hecho de que estos sensores se localizan por si mismos
en la célula en los sitios donde hay microdominios. Seria interesante confirmar la
existencia de pools de AMPc locales empleando un sensor que se distribuya
uniformemente en la membrana pero que detecte aumentos localizados en el
AMPc. Lo mas probable es que tales sefiales pasen desapercibidas debido a la

distribucion uniforme del sensor.
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6.3 Sensores basados en las proteinas Epac

El sensor de la Epac consiste en un dominio de unién del AMPc regulador y
otro catalitico, que contribuye a la unién de la guanina a la pequefia proteina G
Rap1l vy asi activarla. Dos laboratorios independientes crearon sensores similares que
comprenden la propia proteina Epacl o un mutante de ésta cataliticamente inactivo
(y sin el dominio de unidén a la membrana) fusionado entre CFP e YFP (DiPilato et al.,
2004; Ponsioen et al., 2004). La unién del AMPc a estos sensores induce un cambio
conformacional que resulta en una disminucidon del FRET entre los fluoréforos
(figura 15). Las afinidades de estos sensores por el AMPc son menores que en el
caso de los basados en la PKA, lo que permite la visualizacion de mayores
concentraciones de AMPc (la presencia de una meseta en el registro del sensor de
la PKA era indicativo de su saturacion) pero probablemente también su incapacidad

para detectar menores concentraciones.
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Figura 15. Representacidn esquematica de un sensor para el AMPc basado en
la técnica de FRET. La eficiencia de la transferencia de energia entre CFP e YFP
depende de la concentracion de AMPc. Modificado de Nikolaev y Lohse, 2006.
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En comparacion con el sensor de la PKA, el de la Epac ha mostrado cinéticas
mas rapidas, lo que sugiere que la activacién de la Epac ocurre mas rapido que la

disociacion del complejo de la PKA.

Por estudios cristalograficos se ha visto que los cambios conformacionales
inducidos por el AMPc en los CNBD de la Epac y de la PKA ocurren a nivel de un
Unico dominio de unién (single binding domain) y no necesariamente requiere de
otras partes de la proteina. En base a ésto se crearon distintas pruebas con un Unico
CNBD de Epac 1, Epac 2 y PKA. Estos sensores de AMPc (camps) estan desprovistos
de todos los dominios cataliticos y de interaccién, conteniendo un solo CNBD
fusionado entre YFP y CFP. Estos dominios mostraron un descenso del FRET
dependiente del AMPc y afinidades entre 0,9 y 2,4 uM, permitiendo la medida de
AMPc en el rango de concentraciones fisiolégicas. Estos sensores se distribuyen
uniformemente en el citosol. La ausencia de los dominios cataliticos y de
interaccion hace que sean inertes para la célula. Han demostrado cambios rapidos
en el AMPc tras la estimulacién de las células con agonistas de receptores acoplados
a proteinas Gs. La activacién de los Epac-camps in vitro y en células intactas es
mucho mas rapida que en aquellos basados en el tetramero de la PKA, permitiendo

asi alcanzar mayor resolucién temporal (Nikolaev y Lohse, 2005).

La sonda Epac-camps se puede aplicar satisfactoriamente para monitorizar
variaciones en la sintesis y en la hidrélisis del AMPc. Esto le hace ser un buen
candidato para el estudio de los mecanismos moleculares de la compartimentacion

del AMPc, ya que la sonda se distribuye uniformemente en el citosol.
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En base a los antecedentes expuestos, en esta Tesis Doctoral nos hemos planteado

abordar los siguientes objetivos:

Profundizar en el conocimiento del mecanismo vasodilatador de la forskolina,
un activador del enzima adenilil ciclasa que incrementa la concentracion

intracelular de AMPc.

Definir los mecanismos mediante los cuales tiene lugar la interconexién de las
~ . .7 2 s . . .
rutas de sefializacién del Ca“" y del AMPc, asi como su implicacién en la

contractilidad vascular.

Para ello hemos llevado a cabo los siguientes estudios:

Determinacion de diferentes canales y rutas de sefializacion implicados en la
respuesta vasodilatadora inducida por la forskolina y el AMPc en la aorta de
rata: papel del enzima PDE4, de los canales de K, de diversos canales de Ca®*
transmembrana, de la ruta de la p38 MAPK, efecto del AMPc sobre la liberacidn
de Ca** de reservorios intracelulares. Ademds, se evalud la participacion de las

proteinas Epac y PKA, activadas por el AMPc, en dichos mecanismos.

Estudio, mediante técnicas de microscopia de fluorescencia, del efecto de la
forskolina y del AMPc sobre la [Ca®"); basal y sobre la respuesta cdlcica inducida

por agonistas.

Puesta a punto de la técnica de FRET para la determinacién de los niveles de
AMPc en tiempo real mediante el empleo de sondas intracelulares en miocitos

vasculares.

Determinacion de la expresion de proteinas efectoras del AMPc en miocitos
vasculares y modificacion de su expresidon en respuesta a determinados

tratamientos.

Estudio preliminar de los canales implicados en la interconexién de la ruta

AMPc-Ca®* mediante la técnica de patch-clamp.
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MATERIAL Y METODOS

1 Seleccion y mantenimiento de los animales

Para llevar a cabo los experimentos descritos en esta memoria, hemos
utilizado ratas albinas macho (Rattus norvegicus) de la variedad Wistar Kyoto
(WKY), suministradas por el Animalario del Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia. La edad de los animales oscilé entre 6 meses y 1 afio, y el

peso entre 200y 300 g.

Se ha elegido esta cepa por su frecuente utilizacion en experimentos
farmacoldgicos cardiovasculares, lo que propicia la existencia de un gran nimero de
datos experimentales en la bibliografia. Ademas, nuestro grupo de investigacion

posee una dilatada experiencia de trabajo con este tipo de animales.

Todos los procedimientos de manipulacion y sacrificio de los animales de
experimentacién llevados a cabo en este trabajo han sido aprobados por el Comité
de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela y el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Galicia de acuerdo con las directrices espafolas y europeas

vigentes.

2 Experimentos de contractilidad en aorta aislada

La técnica de érgano aislado permite eliminar las respuestas de tipo hormonal
y reflejo que aparecen in vivo, al tiempo que se consigue cuantificar la cantidad de
farmaco que accede a la biofase. Ademads, se pueden conocer y modificar las
condiciones de incubacion del preparado tisular en los distintos protocolos
experimentales. Esto da lugar a un estudio mas preciso y simplificado del

mecanismo de accion de los farmacos.

Las ratas WKY fueron sacrificadas mediante inhalacién de CO, y posterior
exanguinacién. A continuacién, se practicd una toraco-laparotomia media v,
después de separar el corazdon y los pulmones, se localizdé la aorta descendente

procediéndose a su diseccién desde el diafragma hasta el cayado adrtico.

La aorta fue depositada inmediatamente en una placa de Petri con solucién

Krebs bicarbonato normal (KBN, composicién en mM: NaCl 119; KCI 4,7; CaCl,.2H,0
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1,5; MgS0,4.7H,0 1,2; KH,PO,4 1,2; NaHCO;3 25; EDTA-Na; 0,03; acido I-ascdrbico 0,6;
glucosa 11; pH 7,4) a 37 °C y burbujeada con gas carbégeno (95% 0,/5% CO,) para
proceder a la limpieza de sangre, tejido conectivo y tejido adiposo circundante con
la ayuda de pinzas y tijeras. Para la extraccién del endotelio se efectud un raspado
de la luz arterial con hilo grueso de algoddn. A continuacidn se cortd la aorta en

segmentos cilindricos de aproximadamente 4 mm de longitud.

Una vez preparados los anillos, fueron introducidos en un bafio de 6rganos
con 10 mL de solucion KBN con burbujeo constante con gas carbdgeno y mantenida
a 37 2C mediante una camara externa en la que se establece un circuito cerrado de

agua termostatizada.

A través del lumen de cada segmento arterial se insertaron dos pinzas de
acero inoxidable: una se fija al bano de érganos y la otra se conecta a un
transductor. Los anillos se someten a una tension de 2 g y a un periodo de
estabilizacién de 1 h, con intervalos de lavado y reajuste de la tensidén de reposo a 2

g cada 10 min.

En funcion del protocolo a seguir, en algunos experimentos se sustituyo la
solucién KBN por solucién Krebs libre de Ca%*, que posee idéntica composicién que
el KBN pero carece de CaCl, y contiene ademds EGTA ([4cido etilenglicol-bis-(B-
aminoetil éter) N,N,N°,N -tetracético] 0,5 mM), o por solucién Krebs despolarizante
sin Ca%"; se trata de una solucidn con elevada cantidad de KCl (55 mM) en la cual,
para mantener la isotonicidad del medio se disminuye la concentracién de NaCl en

cantidad equivalente (hasta 64 mM).

Estas soluciones fueron preparadas a partir de concentrados conservados a 4
°C. La glucosa fue afiadida a la solucién el mismo dia del experimento y el pH fue
ajustado a 7,4 con HCl 1M y/o NaOH 1M y burbujeo constante con gas carbdgeno
(95% O,y 5% CO,).

Basandonos en trabajos previos (Furchgott y Zawadzki, 1980) la presencia o
ausencia de endotelio funcional se comprobd evaluando los efectos vasorrelajantes

de la acetilcolina (ACh 1 uM) sobre las contracciones toénicas inducidas por
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fenilefrina (PHE 1 uM). La ausencia de efecto vasorrelajante a la ACh demostré la

total eliminacidn del endotelio funcional.

Para la visualizacion y registro de las contracciones se utilizaron dos equipos

informatizados que constan de:

* Transductores Dynamometer UF1 (Pioden Controls LTD, Canterbury, Reino
Unido).

* Amplificadores de 16 canales (PowerLab/16s) y de 8 canales (MacLab/8sp).

* Software: Chart v.3.6.3 y Chart v.4.1.2 (PowerLab/MacLab, ADInstruments
Pty Ltd).

3 Cultivos celulares

3.1 Cultivo primario de miocitos de aorta de rata

Los miocitos, o células musculares lisas de aorta de rata (RASMC) fueron
cultivadas siguiendo el protocolo previamente descrito por nuestro laboratorio

(Orallo, 1997).

Los miocitos fueron aislados a partir de aortas toracicas de ratas WKY macho
(8-10 semanas) obtenidas por el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.
Tras la extraccion, cada aorta fue depositada en una placa de Petri estéril con
solucion tamponada HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) suplementada con
penicilina G (100 U/mL), estreptomicina sulfato (100 pg/mL) y anfotericina B (0,25
ug/mL), donde se procedié a la limpieza del tejido graso y conectivo circundante.
Posteriormente se elimind la capa endotelial mediante raspado con un hilo de
algoddn estéril que se hizo pasar a través del lumen de la arteria. Todo el trabajo de
extraccidon de las células se realizdé en una cabina de flujo laminar horizontal que

garantiza la esterilidad del proceso.

A continuacidn se realizé una digestidn ligera del tejido con colagenasa B (2
mg/mL) en la solucion HBSS suplementada con antibidtico-antimicdtico durante 6
minutos a 37 2C con agitacidn continua. Seguidamente, la arteria se deposité en una
placa con solucion HBSS y antibidtico-antimicético para separar mecanicamente las

capas media y adventicia mediente el empleo de pinzas quirurgicas, con la ayuda de
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una lente binocular. La tlnica media obtenida fue cortada con un escalpelo en
pequefios fragmentos, que fueron sometidos a una segunda digestion, a 37 eC

durante 60-90 min, utilizando colagenasa B (2 mg/mL) y elastasa (3-3,5 U/mL).

Tras la digestidon, las células fueron dispersadas mecanicamente con una
pipeta Pasteur. La suspension celular fue filtrada a través de una malla de 60 uM vy
diluida con medio de cultivo completo: Medio Eagle modificado de Dulbecco y
medio F12 de Ham (DMEM/F12 1:1), suplementado con suero fetal bovino (FBS)
inactivado por calor himedo a 56 2C durante 30 min (10%), acido L-(+)-ascérbico (50
M), L-prolina (10 uM), penicilina G (100 U/mL), estreptomicina sulfato (100 pg/mL)
y anfotericina B (0,25 ug/mL). A continuacion se centrifugd la suspension a 160 g
durante 12 min. El pellet de células obtenido fue resuspendido en medio de cultivo
completo. Se tomaron alicuotas de esta suspensidon celular para realizar un
recuento y un estudio de viabilidad en un hemocitometro (cdmara de Neubauer),

mediante la técnica de exclusidn con azul de tripano.

Seguidamente, las células fueron sembradas en frascos de cultivo (flasks) de
25 cm’ de superficie a una densidad aproximada de 20.000 células/cm?® y se
mantuvieron en cultivo a 37°C en un ambiente saturado de humedad y un 5% de

CO, en un incubador. El medio de cultivo se renové de forma rutinaria cada 2-3 dias.

Una vez en confluencia (cuando la capa de células ocupa el 90-95% de la
superficie del flask), los cultivos en monocapa fueron subcultivados sucesivamente
(1-10 pases) en una superficie 3 veces mayor. Para ello las células fueron tratadas,
tras aspirar el medio de cultivo, con una solucion de tripsina-EDTA al 5% (v/v)
durante 10 min a 37 °C. Tras comprobar la protedlisis de la matriz extracelular, la
suspension celular resultante fue diluida (1:1) en medio de cultivo, centrifugada a
160 g durante 12 min, y el pellet obtenido resuspendido en medio de cultivo

suplementado y sembrado en nuevos flasks de 75 cm? de superficie.

Las células RASMC procedentes de los correspondientes subcultivos fueron
congeladas regularmente con el fin de poder utilizarlas con posterioridad. Para ello
se sembraron en flasks de 75 cm? (~3x10° células/mL) y una vez confluentes fueron
tripsinizadas y resuspendidas en 1 mL de medio de congelacion. El medio empleado

para este fin fue el mismo medio completo empleado en los cultivos al que se le
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afiadio dimetilsulféoxido (DMSO) al 10%. Las suspensiones celulares se conservaron

en diferentes criotubos en nitrégeno liquido (-195 2C).

La  caracterizacién  celular se realizd mediante técnicas de
inmunofluorescencia directa utilizando un anticuerpo monoclonal anti a-actina de
musculo liso conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC: Aex = 495 nm, Aeny =
520 nm) para reconocer de forma especifica a las células musculares lisas y 4’,6-
diamidinofenilindol (DAPI: Aex = 355 nm, Aen = 460 nm), un fluorocromo selectivo de
acidos nucleicos, para facilitar la visualizacion de los nucleos celulares. Las
preparaciones fueron visualizadas utilizando un microscopio confocal en los

Servicios Generales de la USC (RIADIT, Edificio CACTUS, Santiago de Compostela).

3.2 Cultivo de células A7r5

Ademads de las RASMC obtenidas por cultivo primario, para la realizacién de
este trabajo también se emplearon células A7r5, una linea de miocitos vasculares
procedentes de aorta embrionaria de rata, comercializadas por American Type

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EE. UU.; Ref: CRL-1444).

El medio de cultivo, asi como las condiciones de crecimiento y de congelacién

fueron las mismas que las empleadas para los miocitos de cultivo primario.

4 Técnicas de fluorescencia

En este trabajo se empled la microscopia de epifluorescencia (imaging) para
medir los cambios producidos en la [Ca2+]i y en la [AMPc]; en miocitos aislados de

aorta de rata (A7r5 y RASMC).

A continuacion se detallan las bases tedricas de la técnica y los protocolos

empleados en el presente trabajo.

4.1 Descripcion del fendmeno de fluorescencia

La fluorescencia es un fendmeno que consta de tres etapas: excitacién,

pérdida de energia y emision. Durante la excitacién la molécula absorbe un fotén
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procedente de una fuente externa (una ldmpara fluorescente o un ldser, por
ejemplo) y en consecuencia pasa de un estado fundamental a un nivel energético
superior o estado excitado. A continuacion, la molécula pasa al modo vibracional
(menor energia que el estado excitado), disipandose energia en forma de calor
(etapa de relajaciéon y pérdida de energia). Posteriormente, la molécula tiende a
pasar de nuevo al estado fundamental a través de un proceso mediante el cual
emite energia en forma de luz (etapa de emision). Durante este proceso se produce
una pérdida de energia, ya que la longitud de onda del fotén emitido (Aem) €s
siempre mayor que la longitud de onda del fotdn absorbido (Aex) por la molécula. A
esta diferencia en las longitudes de onda se la conoce como desplazamiento de
Stokes. Por tanto, la diferencia en las energias o longitudes de onda proporciona
sensibilidad a las técnicas de fluorescencia, pues permitird la deteccidn selectiva de

la longitud de onda de emisién aislada de la longitud de onda de excitacién.

Los fluoréforos o sondas fluorescentes, en general, son moléculas
poliaromaticas o heterociclicas, es decir, que poseen enlaces capaces de absorber y
de emitir fotones. La mayoria de las moléculas objeto de estudio en biomedicina no
son fluorescentes, por ello, serd necesaria la union, covalente o no, a un fluoréforo

para que adquieran la propiedad de emitir luz.

4.2 Descripcion del microscopio de fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es similar a un microscopio optico
convencional, a excepcion de que la luz de excitacidn (proveniente de una ldmpara
halégena) es refinada mediante un monocromador antes de incidir sobre la muestra
(figura 16). Ademas, en el camino 6ptico de un microscopio de fluorescencia hay un
espejo dicroico que refleja la luz de excitacién pero deja pasar la luz emitida. La luz
emitida por la muestra (reflejada y fluorescente) atraviesa un filtro de emisidon que

criba la longitud de onda de emision (Aem) Optima para el fluoréforo.

El equipo utilizado en este trabajo consta de una lampara de xenén de 75 W
(XBO 75W/2), acoplada a un monocromador (P130/MLE/400 Optoscan, Cairn
Research Ltd; Faversham, Reino Unido) que permite seleccionar la longitud de onda

de excitacion (Ae). La luz generada es transmitida por un cable de fibra dptica a un
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microscopio invertido de fluorescencia (Axiovert 135, Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemania) donde es reflejada por un espejo dicroico (= 400 nm 6 =500 nm) hacia las
muestras (células aisladas o grupos de 2-5 células dispersas) a través de un objetivo
de fluorita (Plan-Neofluar, 63X/1,25 aceite, Carl Zeiss). La luz emitida por las
muestras es enviada a través del espejo dicroico (aisla longitudes de onda) hacia el
modulo de deteccidn, que consta de un filtro de emision de 510 + 20 nm y de una
camara CCD (Rolera XR Monofast 1394 refrigerada; Qlmaging®, Surrey, Canada)
capaz de digitalizar la informacién luminica. Las imagenes obtenidas son registradas
y almacenadas para su andlisis posterior mediante el programa MetaFluor 7.1

(Universal Imaging Corporation, West Chester, PA, EE. UU.).

c——————————1 Muestra

Obletlvo

Filtro de emision

Monocromador

Limpara

Filtrode excitacian

Camara CCDJ
Ocular

[ ] Detector

Figura 16. Esquema general de un microscopio de fluorescencia.

4.3 Medida de calcio mediante fura-2

Las medidas de la [Ca2+]i en célula uUnica se llevaron a cabo empleando la
. 2 .
sonda fura-2. Este fluorocromo al unirse al Ca”* muestra un desplazamiento en su

espectro de absorcion entre 300 y 400 nm cuando se monitoriza a 510 nm. De ese
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modo, mediante una excitacién dual (Aex = 340 y 380 nm) se obtienen dos imagenes
de emision diferentes y con la relacién entre ambas se puede calcular la
concentraciéon de Ca** en la regién seleccionada (de ahi la denominacién sonda

ratiométrica).

Em=510nm

29,8 pM Ca?* libre

Fluorescencia (excitacion)

Longitud de onda {nm)

Figura 17. Espectro de excitacion del fura-2 en medios con diferentes
concentraciones de Ca** (0-3,98 uM). Fluorescent Ca** indicators excited with
UV light-Section 19.2. Disponible en la Web: <http://www.b2b.invitrogen
.com> [Consulta: 5-2-13].

Para estos experimentos las células A7r5 o RASMC fueron sembradas a baja
densidad (~1500 células/cm?) en placas Petri de 35 mm de didmetro con fondo de
vidrio de 0,1 mm de grosor, que permite la transmision de la luz de excitacion y de
emision. Las células se mantuvieron en cultivo de 2 a 4 dias antes de su utilizacién, y
al menos 24 h antes de su utilizacién se sustituyé el medio de crecimiento por uno

con baja concentracion de FBS (1%).

Para la carga de las células con fura-2 se empled fura-2 acetoximetiléster
(fura-2 AM), que puede atravesar por difusion la membrana celular. Una vez en el
interior, el fura-2 AM es transformado por accién de las esterasas intracelulares en
fura-2, que no atraviesa la membrana, quedando de esta manera retenido en el
citoplasma celular. La solucién de carga se prepardé el mismo dia del experimento en

solucion externa normal (SN, composicién en mM: NaCl 140; KClI 5; CaCl,.2H,0 2;
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MgCl, 2; HEPES 10; glucosa 11; pH 7,4) a partir de la correspondiente solucion stock,
de manera que la concentracion final fuese 2,5 uM. Las células fueron incubadas
con 1 mL de esta soluciéon durante 60 min a 37 2C. Transcurrido este tiempo se
realizaron dos lavados de la placa con SN para eliminar los restos de la sonda que no

difundieron al interior celular.

Una vez en el microscopio las muestras fueron excitadas alternativamente a
340+ 10 nm y 380 + 10 nm durante un tiempo de exposicién de 100 ms para cada A.
La luz fue reflejada empleando el espejo dicroico de 400 nm vy la fluorescencia
emitida fue filtrada con el filtro de 510 + 20 nm. Con este protocolo se adquirieron
dos o cuatro imagenes (en funcidn de la intensidad de fluorescencia obsevada para
cada experimento) de emision de fluorescencia para cada A, con las que el
programa informatico realiza una media. Las imagenes asi obtenidas son registradas

cada 2 0 5 sy almacenadas para su posterior analisis.

En funcién del protocolo a seguir, en algunos experimentos se sustituyd la SN
por una solucién libre de Ca** (SOCa**; composicién en mM: NaCl 140; KCl 5; MgCl,
2; EGTA 10; HEPES 10; glucosa 11; pH 7,4). Los farmacos (o los vehiculos para los
correspondientes experimentos control) fueron afadidos en volumenes de 1 a 10
pL a un volumen final de 2 mL de solucién externa. Todos los experimentos se
llevaron a cabo a t2 ambiente (~20 2C) para minimizar la compartimentacion y la

extrusion de la célula de la sonda.

Las soluciones SN y SOCa** fueron preparadas a partir de concentrados
conservados a 4 °C. La glucosa fue afiadida a la soluciéon el mismo dia del

experimento y el pH fue ajustado a 7,4 con HCl 1M y/o NaOH 1M.

4.4 Estudios de FRET

4.4.1 Purificacién de ADN plasmidico

Los constructos de ADN que codifican para proteinas sensibles al AMPc
utilizados en este trabajo fueron disefados por los Drs. Martin Lohse y Viacheslav O.
Nikolaev, en el Instituto de Farmacologia y Toxicologia de la Universidad de

Wirzburg (Alemania). Para ello se utiliz6 como molde ADN complementario de
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Epacl humano y Epac2 murino. Las variantes de GFP se amplificaron con primers

estandares de pEYFP y pECFP y fueron clonadas en un vector pcDNA3 para la

expresion transitoria en células de mamiferos (figura 18).

Hind I

EYFP

Hind 111

EYFP

EcoRI EcoR!
PcDNA3-YFP-epacl-CFP € 1E5'°7a_°E1316) pPcDNA3-YFP-epac2b-CFP (EZE;S_CEL?’)
Xbal Xbal
EYFP EYFP
Notl Notl

Figura 18. Mapa de restriccion de los plasmidos Epacl-camps y Epac2-camps.

Los plasmidos se amplificaron mediante la transformacién de bacterias
competentes de Escherichia coli en el departamento de Microbioloxia e

Parasitoloxia de la USC, bajo la supervision del profesor Manuel Veiga Aneiros.

Tras la amplificacion se procedido a la extraccion y purificaciéon del ADN
plasmidico empleando un sistema de columnas de intercambio idnico, el kit
comercial Plasmid Midi Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN obtenido fue cuantificado mediante lectura de la absorbancia a 260 nm (ratio

A260/A280).

4.4.2 Transfeccion de los miocitos vasculares con Epac-camps

La introduccion del vector en los miocitos se realizé mediante dos técnicas, tal

y como se detalla a continuacién:

* Transfeccidon por electroporacion

La electroporacion es una técnica ampliamente utilizada en biologia molecular
para transportar moléculas a través de las membranas celulares. En nuestro caso
utilizamos la electroporacién para la introduccion de material genético externo en

las células mediante un plasmido. Esto se realiza mediante un aumento de la
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conductividad eléctrica y de la permeabilidad de la membrana plasmatica causada
por la aplicacion de un campo eléctrico. Cuando el voltaje que atraviesa la
membrana plasmatica excede su rigidez dieléctrica se forman poros transitorios en
las bicapas lipidicas, a través de los cuales momentaneamente pueden penetrar
compuestos extracelulares. La fuerza del campo eléctrico aplicado, la duracién de la
exposiciéon al mismo, el nimero de pulsos, la concentracién de plasmido y la
concentracion celular en la suspensién celular son parametros criticos que
comprometen la viabilidad celular y la eficiencia de la transfeccion (Canatella et al.,

2001; Iversen et al., 2005).

Estos experimentos fueron realizados en el Instituto de Investigacions e
Analises Alimentarias de la USC, bajo la supervision del profesor José Leiro Vidal.
Mediante un electroporador (BioRad Gene Pulser IlI; Pulse Controller Plus;
Capacitance Extender plus; BioRad Laboratories) se aplic6 un campo
electromagnético a la suspension celular con el pldsmido, contenida en una cubeta

de plastico con electrodos en los costados.

Para estos experimentos se utilizaron células A7r5 postconfluentes. Dos dias
antes de la electroporacion se disgregaron las células con solucién de tripsina-EDTA
de la misma manera descrita en el apartado 3.1, y posteriormente se realizd un
recuento celular con azul de tripano. Se resuspendieron aproximadamente 1x10°
células en 800 uL de DMEM/F12. Se eligié este volumen en base al tamafio de la
hendidura de las cubetas de electroporacién disponibles (0,4 cm de separacion;
Gene Pulser® Cuvette; Bio-Rad Laboratories). A la suspensién anterior se le
afiadieron 20 pL del plasmido Epacl-camps o Epac2-camps e inmediatamente se
transfirié la mezcla a la cubeta de electroporacién. Los pardmetros empleados en
un pulso fueron los siguientes: un voltaje de 450 V, maxima capacitanciay 725 Q de

resistencia.

El contenido de la cubeta fue resuspendido inmediatamente en DMEM/F12
suplementado con FBS al 10%, y fue sembrado en placas Petri de 35 mm de
diametro con fondo de vidrio de 0,1 mm de grosor. Los experimentos de imaging-

FRET se llevaron a cabo al menos 48 h post-transfeccion.
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* Transfeccion por lipofeccion

La lipofeccion es una técnica empleada para la introduccién de material
genético en la célula mediante el empleo de liposomas, que son vesiculas que
pueden atravesar facilmente la membrana celular. Las principales ventajas de esta
técnica son su alta eficiencia, su capacidad para transfectar todo tipo de acidos
nucleicos en un amplio rango de tipos celulares, su facilidad de uso, su

reproducibilidad y su baja toxicidad.

En la lipofeccion normalmente se emplea un lipido cargado positivamente
para formar un agregado con la carga negativa del material genético. La
lipofectamina (Lipofectamine™ 2000) es un reactivo de transfeccién que permite
transfectar ADN plasmidico (ADNp) en cultivos celulares in vitro mediante
lipofeccion. Este reactivo contiene subunidades lipidicas que pueden formar
liposomas con los plasmidos en un ambiente acuoso. Los liposomas que contienen
el ADN se pueden fusionar con la membrana plasmatica de las células, lo que facilita

el acceso del acido nucleico al citoplasma.

En nuestros experimentos, los miocitos fueron transfectados siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante para células adherentes. El dia previo a la
transfeccion se sembraron 1x10° células por pocillo en placa de 24 en 500 pL de

medio de cultivo celular sin antibidticos.
Para cada pocillo se preparé la siguiente mezcla de transfeccion:

a) 0,8 pug de ADNp diluidos en 50 pL de Opti-MEM® (ratio ADN/lipofectamina
0,8:2).

b) 2 L de lipofectamine™ 2000 diluidos en 50 pL de Opti-MEM®. Se
incubaron durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se afiadid la mezcla a Ia

solucion preparada en el apartado a y se incubd durante 20 min.

Cada pocillo fue incubado con 100 mL de la mezcla anterior entre 18 y 48
horas a 37 2C antes de comprobar la expresién génica. El medio fue renovado cada

4-6 h con medio de cultivo completo para la recuperacion de las células.
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4.5 Determinacion de AMPc en célula viva

El FRET (transmision de energia de resonancia, del inglés fluorescence
resonance energy transfer) es un mecanismo de transferencia de energia entre
cromdforos, descrita por Theodor Forster en 1914. Se basa en que la excitacion de
un cromoéforo puede transferirse a otro cercano (menos de 10 nm), generalmente

cuando ambos se situan en la misma molécula (apartado 6 Revisidn Bibliografica).

Para estos experimentos se utilizaron células transfectadas con el plasmido
Epacl-camps o Epac2-camps segun corresponda, sembradas en placas Petri de 35
mm de didmetro con fondo de vidrio de 0,1 mm de grosor, que permite la
transmisién de la luz de excitacién y de emisidn. Las células A7r5 se mantuvieron en

DMEM/F12 suplementado con FBS al 10% 48 h post-transfeccién.

La microscopia de fluorescencia en células aisladas se llevd a cabo en el
mismo equipo que los experimentos de deteccion de Ca’* con fura-2. Las muestras
fueron excitadas a 436 nm mediante un filtro (436 = 10 nm) durante 100 ms a una
frecuencia de 1 Hz. La luz fue reflejada mediante un espejo dicroico (455 nm) vy la
emision se registré a 535 nm (Fyrp: 535 + 30 nm) y a 480 (Fcrp: 480 + 40 nm). La

fluorescencia de fondo de Fygp y Fcrp fue sustraida.

Se tuvo especial cuidado para asegurarse de que la distribucidén de la sonda y
los niveles de fluorescencia fuese similar en todas las células examinadas. El ratio de

FRET se calculé como el cociente de YFP corregido sobre la emision CFP (Fyrp/Fcrp).
5 Cuantificacion y determinacidn de proteinas

5.1 Cuantificacion de proteina en las muestras

Para los experimentos de expresion proteica, se cultivaron las células A7r5 y
RASMC hasta su confluencia, y se trataron durante 24 h con los correspondientes
farmacos o el vehiculo control. Transcurrido ese tiempo se procedié a la obtencién
de los lisados celulares en una solucion Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS)
sin Ca** y Mg2+ junto con un céctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini
Protease inhibitor tablet, Roche). Con el fin de favorecer la lisis celular y la

degradacion del ADN se homogeneizaron las células con la ayuda de una jeringa.
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La cantidad de proteina total presente en los lisados celulares se determind
mediante el sistema Protein Assay (Bio Rad; Ref: 500-0006), basado en el método
de Bradford (Bradford, 1976). Se trata de un ensayo colorimétrico basado en el
cambio de absorbancia que experimenta el colorante azul de Coomasie, el cual en
un medio acido cambia del color rojo al azul tras su unién a proteinas. Esta unidn se
puede cuantificar mediante una lectura de la absorbancia a 595 nm en un lector
multifuncional de placas (Fluostar Optima™, BMG Labtech, GmBh Offenburg,
Alemania). Para cuantificar la proteina se realizé una curva patrén con diferentes
cantidades de seroalbumina bovina deslipidizada (BSA) diluida en el tampdn en el
que se disuelve la muestra. La concentracion de proteina se calculd por

interpolacion en la curva patrén obtenida con BSA.

5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

La expresion de las proteinas objeto de estudio se determind mediante
separacion electroforética en geles de policarilamida en presencia de dodecil
sulfato soédico (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) al 10%, y posterior transferencia a membranas de nitrocelulosa
empleando procedimientos estandarizados de western blot, tal y como se detalla a

continuacion.

Las proteinas de las muestras fueron reducidas y desnaturalizadas por
calentamiento a 100 2C durante 5 minutos. Los lisados celulares se diluyeron en
tampdn de carga, cuya composicién fue la siguiente: SDS 2,4%; solucién de Laemmli
(azul de bromofenol 0,001%; glicerol 10%,; tris-HCl 62,5 mM; pH 6,8) 23% y B-

mercaptoetanol 0,05%.

La composicion de los geles de poliacrilamida fue la siguiente: poliacrilamida
(acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%) en tris-HCI 0,37 M 10%; SDS 0,1%; persulfato
amonico (PSA) 0,25%; TEMED 0,06%; pH 8,8 para el gel de desarrollo. Se dejo
polimerizar durante 1 h aproximadamente antes de afadir el gel concentrador
(composicidn: poliacrilamida en tris-HCl 0,125 M 4%; SDS 0,1%; PSA 0,1% y TEMED
0,001%; pH 6,8).
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Para el montaje se emplearon dos placas de vidrio con dos separadores sobre
un soporte formador de geles (Multiple Gel Caster, Hoefer®, San Francisco, EE. UU.).
Para la electroforesis se utilizdé el sistema Mighty Small Il for 89 cm gels (Ref:
SE260-10A-75. Hoefer® San Francisco, EE. UU.) siguiendo el método de Laemmli
(Laemmli, 1970). Las electroforesis fueron realizadas a 120 V durante 1 hora y
media, en tampdn de electrodos (Tris-HCl 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; pH
8,3).

Para la determinacion de los pesos moleculares de las proteinas estudiadas se
utilizé el reactivo Page Ruler™ Plus prestained protein ladder (referencia #5SM1811,
Fermentas/Thermo Fisher Scientific), que abarca un amplio rango de pesos

moleculares (10-250 kDa).

5.3 Electrotransferencia y Western blot

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas mediante
un sistema comercial denominado iBlot ™ Dry Blotting System que consiste en una
unidad eléctrica de transferencia (iBlot ™ Gel Transfer Device. Ref: IB1001EU.
Invitrogen Corporation. Carlsbad, California, USA) que permite una transferencia
rapida (7 minutos) y en seco de las proteinas. Para ello dispusimos de un kit
comercial desechable (IBlot™ Gel Transfer Stacks nitrocellulose, regular. Invitrogen
Ref: IB3010-01), que posee una membrana de nitrocelulosa integrada, un electrodo
de cobre y el anodo y catodo apropiados, en una matriz de gel que permite la

transferencia de proteinas.

Una vez finalizada la transferencia se bloquearon los sitios activos remanentes
de las membranas con tampdn TBS (composicion en mM: Tris-HCI 50; NaCl 150 pH

7,4) con 0,2% de tween-20y 3% de BSA, durante 30 min a t2 ambiente.

La adicién del anticuerpo primario (PKA-Rlla policlonal de conejo o Epac
monoclonal de ratén, proporcionados por Santa Cruz Biotechnology) fue hecha en
solucién de bloqueo a la dilucion recomendada por el proveedor del anticuerpo
(1:200 y 1:100 respectivamente), y las membranas fueron incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 3

lavados de 5 min de las membranas con tampdn TBS con 0,2% de tween-20.
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A continuacién se realizd una segunda incubacién con un anticuerpo
secundario correspondiente al primario (policlonal anti-conejo o monoclonal anti-
ratdn, diluciones 1:1000 y 1:750 respectivamente) conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) durante 1 h en agitacién en tampdn TBS con 0,2% de tween-20. Este
doble marcaje permite amplificar enormemente la sefal. Transcurrido este tiempo
se procedid al lavado de las membranas con tampdn TBS conteniendo 0,2% de

tween-20y 3% de BSA (3 lavados de 5 min).

El revelado de las membranas se efectué con una cdmara CCD de captura de
luminiscencia (Fluo-Chem FC2 Multilmage Il; Alpha Innotech, San Leandro, CA, EE.
UU.) y mediante el empleo de un sustrato quimioluminiscente (ECL) para la
peroxidasa de rabano (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate.
Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.), que permite la deteccidn de cantidades de
proteinas en el rango de picogramos. Las imagenes obtenidas se guardaron en
formato TIF y la expresidn de las proteinas se cuantificd por densitometria mediante

un programa informatico (Fluo-Chem FC2 Tool; Alpha Innotech).

6 Amplificacion por retrotranscripcion-PCR

6.1 Extraccion del ARN

Para los experimentos de retrotranscripcion y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) las células fueron tratadas con el fdrmaco correspondiente o con
diluciones adecuadas del vehiculo (DMSQ) en el caso de los controles, durante 24 h.
A continuacion se aislé el ARN total de los cultivos celulares empleando un sistema
de columnas de intercambio iénico (NucleoSpin RNA II; Macherey-Nagel GmbH and
Co KG, Alemania). Este proceso de aislamiento consta de varias etapas. En primer
lugar, se realizé la separacién de los acidos nucleicos en fase alcohdlica. Luego la
retencion de los dacidos nucleicos en una columna de intercambio idnico. A
continuacién se realizé una digestion enzimatica del ADN y posterior lavado de la
columna con disolventes compatibles para eliminar el ADN. Por ultimo se eluyo el
ADN en condiciones de baja fuerza idnica con agua libre de RNasas y se midio la
concentracidén por espectrofotometria (relacién 260/280). EI ARN total aislado se

distribuyd en alicuotas de 1,75 ug que se conservaron a -80 2C.
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6.2 Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa

La técnica de la retrotranscripcién seguida de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) fue empleada en el presente trabajo para caracterizar la
presencia de ARN codificante para PKA-Rlla, Epac 1, Epac 2 y B-actina en células
musculares lisas (A7r5 y RASMC). Estas proteinas son parte de la maquinaria
enzimatica y estructural de las células vasculares, por lo que debe existir una
coherencia entre los niveles de ARN codificante para dichas proteinas y sus niveles
de expresién. Todos los experimentos de RT-PCR para estudiar la expresidn de estas
proteinas fueron realizados en el laboratorio del prof. José Leiro Vidal, en el

Instituto de Investigacion e Andlises Alimentarias de la USC.

Mediante las herramientas informaticas Clustal W2 'y Primers

(www.yeastgenome.org) se disefiaron cebadores (primers) especificos para

secuencias de aproximadamente 20 nucleétidos comunes a un mismo gen de dos

especies diferentes (en nuestro caso Rattus norvegicus y Homo sapiens).

En la tabla 3 se indican las secuencias de los cebadores empleados en la PCR,
asi como los tamarfios de los correspondientes fragmentos amplificados y su Tm

(temperatura a la cual la doble hélice del ADN se disocia en dos hebras sencillas).

Tabla 3. Secuencia de cebadores empleados en PCR. S: primer sentido;
A: primer antisentido.

Gen Secuencia del primer Tm (2C) Tamaiio (pb)

S: 5’-TTGACCAAGGAGATGATGGA -3’
PKA-RIla 60 596
A: 5'- TCTTCATGATGTCCATGCAGG-3’

S: 5’- ATCGGCAGTGCTGCTCTG-3’
Epacl 60 392
A: 5’-TCTTTGAACCACACAGCAAGG-3’

S: 5’-TATGGTGTTATGGAAACGGG-3’
Epac2 60 649
A:5’- ACCTTCTTCCCCCTGGTTAAA-3’

S: 5'- TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3’
B-actina 58 360
A: 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3’
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La composicion de la mezcla de reacciéon para la RT (25 pL de volumen final a
pH 8,4) fue la siguiente: ARN total 1,75 pg; iniciadores aleatorios (hexameros de
ADN) 0,5 pug; retrotranscriptasa recombinante M-MLV-RT 1000 U;
desoxirribonucledtidos trifosfatos (dANTP) 10 mM; tampodn 5X de retrotranscripcion
5 plL e inhibidores de RNasa 40 U/uL. La RT se llevé a cabo en un termociclador
(Mastercycler  Personal; Eppendorf, Hamburgo, Alemania) empleando
procedimientos estandarizados (1h a 37 2C). La composicién de la mezcla de PCR
(25 uL; pH 8,4) fue: tampdn de reaccion (MgCl, 1,5 mM; KClI 50 mM; Tris-HCl 10
mM); dNTP 0,16 mM de cada uno; 0,4 uM de cada iniciador; 1 U de Tag ADN

polimerasa (Roche®) 1U y 1 uL del producto obtenido en la RT.

La PCR fue llevada a cabo en un termociclador automatico con las siguientes
condiciones: una fase de inicio de 5 minutos a 94 2C, después 35 ciclos de 30 s a 94
9C, 45 segundos a la t2 de alineamiento (Tm — 5 2C) y 90 segundos a 72 °C, a
continuacién una fase de extension de 7 min a 72 °C y finalmente la temperatura

fue fijada a 4 2C hasta la recogida de los productos de la PCR.

Las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 2%,
preparado en tampdn Tris-borato-EDTA (TBE) (composicion en mM: Tris-base 45
mM; H3BO3 45 mM; EDTA 1 mM; pH 8) tefiido con bromuro de etidio (0,05 pL/mL).
Las bandas fueron visualizadas con un sistema de adquisicién de imagenes dotado
con una lampara ultravioleta (Fluo-Chem FC2 Multilmage IlI; Alpha Innotech). La
intensidad de las bandas se midié por densitometria con el programa Fluo-Chem

FC2 Tool (Alpha Innotech).

7 Estudios de patch-clamp

La técnica de patch-clamp es una de las técnicas electrofisiolégicas
disponibles mds potentes, puesto que permite aislar y medir corrientes eléctricas
especificas (configuracion de voltage-clamp) de células aisladas, asi como
potenciales de accion (configuracion de current clamp). Se fundamenta en la
capacidad conductora de las células cuando hay variaciones en el potencial de

membrana. Este modelo experimental fue disefiado en 1978 por los investigadores
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Neher y Sakmann, y modificado posteriormente por Hamill y colaboradores (Neher
et al., 1978; Hamill et al.,, 1981) para estudiar canales idnicos. Por este motivo
fueron galardonados con el premio Nobel de Medicina en 1991. La técnica consiste
en la formacion de un sello de alta resistencia (giga seal) entre la célula y una
micropipeta que contiene una solucién electrolitica. A su vez, la micropipeta esta
conectada a un amperimetro, lo que permite el control del voltaje o el control de la
corriente en la porcion de membrana sellada. Asi se pueden determinar las
corrientes idnicas puesto que, ademads del voltaje, también se conoce la resistencia

gue opone la pipeta al paso de la corriente.

Todos los experimentos de electrofisiologia fueron realizados en el Centro de
Investigacdo em Ciéncias da Saude (Universidade da Beira Interior, Covilh3g,

Portugal) bajo la supervisién de los profesores Ignacio Verde y Elisa Cairrdo.

7.1 Equipo utilizado

El equipo de voltage-clamp consta de un amplificador modelo Axopatch 200B
(Axon Instruments, EE. UU.) controlado por un ordenador. El amplificador estd
conectado, a su vez, a un osciloscopio. Las corrientes de membrana se registraron
con la ayuda del programa Pclamp8 (Axon Instruments, EE. UU.). Las corrientes se
midieron a una frecuencia de 10 kHz y filtradas a 0,1 kHz utilizando el convertidor

analégico-digital Digidata 1322A (Axon Instruments, EE. UU.) (figura 19).

Ordenador y programa
pdamp 8
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analdgico-digital
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™ L BE CHIE
mip BNt

Amplificador Axopatch 200B

/ Cimara de registra / O

Micromanipulador

Obletivo

Figura 19. Esquema basico de un equipo de patch-clamp.
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Las pipetas de patch-clamp se fabricaron a partir de capilares de vidrio
borosilicatado (Harvard Apparatus, Edenbridge, Reino Unido) de 1,5 mm de
didametro externoy 1,17 mm de diametro interno, con un estirapipetas programable
(Narishige PC-10). La resistencia de la punta, una vez llena la pipeta de solucién

interna, fue de 2-4 MQ.

7.2 Configuraciones de patch-clamp

En la presente tesis doctoral la técnica electrofisioldgica utilizada fue la de
fijacion de voltaje (voltage-clamp) en la configuracion de célula entera (whole-cell) o
en la configuracion de parche perforado (perforated-patch) para medir la corriente
de Ca** tipo L (Icat) Y la corriente de K™ (I¢) en células A7r5. Ambas configuraciones

coinciden en los primeros pasos de ejecucion, teniendo cada una de ellas pasos

Presion negativa Presion positiva
_— Whole \ —mMMM— Outside
cell out

Figura 20. Configuraciones de patch-clamp.

diferenciales concretos (figura 20).

Presion positiva
Inside A Cell
out attached

nistatina, etc

Anfotericina B

7.2.1 Protocolo experimental para la obtencion de la configuracion de célula

entera

Una vez que el cultivo ha alcanzado un 80-90% de confluencia, se procedié a

la tripsinizacion de las células A7r5 mediante procedimientos estandarizados, y se
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esperd un tiempo aproximado de una hora (periodo de estabilizacién de las células)
antes de proceder al registro de las corrientes de membrana. Los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente (21-25 2C) y la temperatura no varié mas de 1 2C

en cada experimento.

Se deposité una alicuota de la suspension celular con solucién externa en una
placa Petri de 35 mm, situada en la pletina de un microscopio invertido (Leica
DMIL). Una vez que las células se adhirieron a la base de la placa, se eligié una
célula con la morfologia adecuada. Por otro lado, se intodujo en la placa un
electrodo de plata conectado a su vez con el resto del equipo. Posteriormente, se
introdujo la pipeta (rellenada con solucién interna), con una ligera presién positiva,
en el liguido de perfusion (solucién externa) y la diferencia de potencial existente
entre el exterior y el interior de la pipeta se ajusté a cero de manera manual. Con la
ayuda de un micromanipulador se acerco la punta de la pipeta a la superficie de la

célula.

Una vez que la pipeta estd proxima a la célula se aspiré levemente para
conseguir la adhesién entre la pipeta y la membrana de la célula, y de esta manera
la formacién de un sello de alta resistencia o giga seal (resistencia 10 a 100 GQ). Asi
obtenemos la configuracion de on-cell patch o cell attached, la cual sélo permite el
estudio de las corrientes en la porcion del parche de la membrana delimitada por

los bordes de la pipeta.

Una vez alcanzada la configuracion de cell-attached se aplicd presidn negativa
para producir la rotura del sello y asi obtener la configuracion de whole-cell o célula
entera. En esta configuracion el interior de la pipeta entra en contacto directo con
el citoplasma, permitiendo asi estudiar la corriente que pasa a través de todos los
canales de la membrana celular. La I, basal fue medida 3-5 min después de la
ruptura del sello para permitir el equilibrio entre la solucién de la pipeta y el liquido
intracelular, asi como la estabilizacion de las corrientes. Las corrientes no fueron
compensadas por la capacitancia y fugas. Las células se mantuvieron a un potencial

de -80 mV y despolarizadas rutinariamente a 0 mV cada 8 s durante 500 ms.
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7.2.2 Protocolo experimental para la obtencion de la configuracion de parche

perforado

En este caso el sello de alta resistencia se consigue sin aplicar presion positiva
a la pipeta. Una vez conseguido el sello, no se lleva a cabo la ruptura, puesto que la
pipeta contiene en su interior anfotericina B (150 pg/mL), capaz de abrir pequefios
poros en la porciéon de la membrana donde se formé el sello, que permitiran el
acceso eléctrico. Estos poros, selectivos para cationes monovalentes, hacen mas
dificil la pérdida de componentes citoplasmaticos fundamentales para la activacion

de las corrientes.

Una vez conseguida la configuracion de cell attached se esperd un periodo de
tiempo de entre 10 y 35 min para conseguir la misma conexion eléctrica entre la
célula y la pipeta que la obtenida en el caso de la configuracién de whole-cell. El
registro electrofisiolégico se llevd a cabo 35-40 minutos después de haber

conseguido el sello de alta resistencia.

7.3 Soluciones

Las soluciones utilizadas para el registro electrofisioldgico de corrientes han
de ser similares en su composicion ionica, tanto al medio citosélico como al medio
externo que rodea a la célula. Asi, durante el experimento la solucion interna se
introduce en el interior de la micropipeta, y la solucién externa bafa la superficie

celular.

7.3.1 Soluciones externas

La composicion de la solucidn externa utilizada para el registro de la Ica,L fue la
siguiente (mM): NaCl 124; HEPES 5; tetraetilamonio (TEA) 10; glucosa 6; CaCl2 5; KCI
4,7; pH 7,4 (ajustado con NaOH).

La composicién de la solucidn externa utilizada para el registro de la Ix en la
configuracion de parche perforado fue la siguiente (mM): NaCl 134,3; HEPES 5; KClI
5,4; glucosa 6; CaCl, 1; pH 7,4.
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Las células se perfundieron con las diluciones apropiadas de los fdrmacos en
solucién externa, mediante un tubo capilar de 250 uM de diametro interno, cuya

apertura se situd en la proximidad de la célula a un flujo constante de 20 puL/min.

7.3.2 Soluciones internas

La composicion de la solucidn interna para el registro de Ica. en la
configuracion de célula entera fue la siguiente (mM): HEPES 10; EGTA 5; CsCl 119,8;
MgCl,.6H,0 4; TEA 10; CaCl,.2H,0 0,062; NaATP 3,1; NaGTP 0,42; pH 7,3 (ajustado
con CsOH).

La composicion de la solucién interna para el registro de la Ik en la
configuracion de parche perforado fue la siguiente (mM): HEPES 10; EGTA 0,1; CaCl,
0,062; NaATP 3,1; NaGTP 0,42; MgCl, 4; KCI 126,5; Glucosa 10; pH 7,3 (ajustado con
CsOH). Para la configuracién de parche perforado se le anadié a la solucidn de la

pipeta anfotericina B (150 pg/mL).

8 Enzimoinmunoensayo

La medida del contenido intracelular de AMPc se evalué mediante un kit
comercial de enzimoinmunoensayo especifico para AMPc (Amersham cAMP Biotrak
Enzymeimmunoassay system). Consiste en un ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA, enzyme-linked immunosorbent-assay), basado en una competicion
entre el AMPc no marcado y una cantidad fija de AMPc marcado con peroxidasa por
un numero limitado de sitios de unidn a un anticuerpo especifico para el AMPc

(figura 21).

| Peroxidasa de AMPc |
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<Anti ampd =
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Incubacion Incubacién 6 min

Figura 21. Principio del enzimoinmunoensayo.
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Para estos experimentos se utilizaron células RASMC entre los pases 7 y 11
sembradas el dia anterior al experimento a una densidad de 50.000 células/pocillo
(siguiendo el procedimiento de recuento descrito en el apartado 3.1) en una placa
de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano, y se mantuvieron durante toda la

noche en un incubador a 37 eC saturado de humedad y con un 5% de CO,.

El dia del experimento las células fueron incubadas durante 20 min en
presencia de los farmacos objeto de estudio. Cada tratamiento se realizé por
cuadruplicado. A continuacién se procedid a la lisis celular segin las

recomendaciones del fabricante del kit para células adherentes.

La placa suministrada con el kit contiene un anticuerpo especifico policlonal
para AMPc, inmovilizado en el fondo del pocillo, sobre el cual se anadieron
soluciones estandares con concentraciones conocidas de AMPc y las muestras
objeto de estudio (procedentes de las células lisadas con anterioridad). Tras este
paso se incubd la placa con un antisuero (anticuerpo anti-AMPc de conejo).
Transcurrido el periodo de incubacidn y posterior lavado para eliminar uniones
inespecificas se anadidé un anticuerpo policlonal especifico para AMPc conjugado
con peroxidasa. A continuacion, se efectud un lavado para eliminar cualquier union
enzima-anticuerpo, se anadié una solucion de sustrato del enzima a los pocillos y se
incubé durante 30 minutos en oscuridad para que se desarrollase coloracion
proporcional a la concentracion de AMPc unido en el paso inicial. Finalmente, se
afiadio H2S02 1M para detener la reaccién de coloracion y se determind la
absorbancia a 450 nm en un lector multifuncional de placas (Fluostar Optima™,

BMG Labtech, GmBh Offenburg, Alemania).
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9  Farmacos y reactivos

Los farmacos y reactivos empleados en los experimentos fueron: acetilcolina
(ACH), acido L-(+)-ascérbico, acido flufenamico (FFA), anfotericina B, antibidtico-
antimicotico (composicion por mL: 10000 U de penicilina, 10 mg de estreptomicina
y 25 pg de anfotericina B), apamina (APA), azul de tripano (solucién al 0,4%),
anticuerpo anti-a-actina de musculo liso conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), PB-mercaptoetanol, caribdotoxina (CHTX), colagenasa,
dimetilsulféxido (DMSO), EGTA, elastasa pancréatica porcina, fenilefrina (PHE),
forskolina (FSK), glibenclamida (GLIB), KT5720, Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS),
HEPES, L-prolina, milrinona, nifedipina (NIF), Dulbecco’s phosphate buffered saline
(PBS) sin Ca** y Mg?*, rolipram (ROL), sal célcica de ionomicina (ION), sal sédica de
N®, 2’-O-dibutiril 3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina (db-cAMP), sal sodica de 8-
(4-clorofeniltio)-3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina (pCPT-cAMP), sal sddica de
tetraetilamonio (TEA), sal trietilamdnica de Rp-3’,5’-monofosfato ciclico de
adenosina (Rp-cAMPs), SB 203580, seroalbumina bovina deslipidizada, SKF-96365,
tapsigargina  (TP), TMB-8  (hidrocloruro de  8-(dietilamino)octil-3,4,5-
trimetoxibenzoato),  tritdnX-100, tween-20, arginina-vasopresina  (AVP),
hidrocloruro de verapamilo (VRP), 4’-6-diamidinofenilindol (DAPI), 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) y 8-(4-clorofeniltio)-3',5-monofosfato ciclico de 2'-O-
metiladenosina monosddico hidratado (pCPT-2’-O-Me-cAMP), todos ellos

suministrados por Sigma-Aldrich.

El marcador de pesos moleculares de proteina para SDS-PAGE (PageRuler™

Plus Prestained Protein Ladder) es de Fermentas (Ontario, Canada).

DMEM/F-12, suero fetal bovino (FBS), tripsina-EDTA al 5%, Lipofectamine™
2000; Opti-MEM® | Reduced Medium Serum, fura-2 AM y fluo-4 AM proceden de

Invitrogen (Paisley, Reino Unido).

N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato amodnico (PSA) vy

dodecilsulfato sddico (SDS) fueron suministrados por Merck.

La acrilamida, N,N’-bis-metilenacrilamida y el reactivo de Bradford fueron

suministrados por Bio-Rad Laboratories.
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La enzima retrotranscriptasa de ratéon (M-MLV-RT), los iniciadores aleatorios y
los inhibidores de RNasa (RNasin® Plus) utilizados en la retrotranscripcion proceden

de Promega (Madison, Wi, EE. UU.).

La seroalbumina bovina fraccién V (BSA), el coctel de inhibidores de proteasas
CompleteMini® protease inhibitor tablet, el marcador de peso molecular de ADN
(DNA molecular weight XIV) y la enzima Taq polimerasa fueron suministrados por

Roche (Manheim, Alemania).

El anticuerpo monoclonal anti-Epac y el anticuerpo policlonal anti-PKA-RIla

proceden de Santa Cruz Biotechnology, Inc (California, EE. UU.).

El sustrato quimioluminiscente para el revelado de las membranas de western
blot, SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate, es de Thermo Scientific

(Rockford, IL, EE. UU).

Las diluciones apropiadas de los farmacos anteriores se prepararon cada dia
inmediatamente antes de su uso en la solucidn fisiologica correspondiente a partir
de las siguientes soluciones stock concentradas y almacenadas a -20 2C: apamina
(500 uM), caribdotoxina (100 uM), db-cAMP (100 mM), fenilefrina (1 mM), pCPT-
cAMP (10 mM), 8-pCPT-2’-0-Me-cAMP (10 mM), Rp-cAMPs (10 mM), SKF-96365 (10
mM), TMB-8 (10 mM), vasopresina (1 mM) y verapamilo (1 mM) en agua
desionizada. Acido flufenamico (100 mM), forskolina (10 mM), glibenclamida (10
mM), IBMX (100 mM), ionomicina (1 mM), KT5720 (1 mM), milrinona (5 mM),
nifedipina (10 mM), rolipram (100 mM), SB-203580 (10 mM) y tapsigargina (1 mM)
en DMSO. La concentracion final de DMSO no excedié en ningun caso del 0,01%
(v/v). En los experimentos de electrofisiologia, las soluciones stock de forskolina (10
mM) e IBMX (100 mM) se prepararon en etanol absoluto. La concentracién final de

etanol no excedié del 0,01%.

Debido a la fotosensibilidad de las sondas fluorescentes (fura-2 y Epac-camps)
y de algunos farmacos (KT5720, nifedipina y anfotericina-B), todos los experimentos

en los que se emplearon estos compuestos fueron realizados en la oscuridad.

El resto de los compuestos quimicos, incluyendo las sales utilizadas en la

preparacion de las diferentes soluciones fisioldgicas, fueron de grado analitico.
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10 Expresion y analisis estadistico de los resultados

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con el programa Origin™ 7.0

(Microcal Software, Inc. Northampton, MA, EE. UU.).

Excepto donde se especifique de otro modo, los resultados mostrados en el
texto y en las figuras se expresaron como el valor medio + el error estandar de la
media (e.e.m.). Las diferencias significativas entre dos medias (p < 0,05 o p <0,01)
fueron determinadas utilizando el test t de Student de dos colas para datos
apareados o no apareados, o el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido del

test post hoc de Bonferroni’s, segln procediese.

En los experimentos llevados a cabo en anillos de aorta precontraidos, las
respuestas de relajacion se expresan como el porcentaje de la contraccién mdaxima
(Emax = 100%) producida por la fenilefrina. Para la forskolina se calculd la
concentracién inhibitoria 50 (Clsg), concentracién a la cual se produce el 50% de

relajacion de la contraccion inducida por el agente vasoconstrictor.

En los experimentos de fluorescencia en célula Unica, la intensidad de
fluorescencia emitida por las células individuales se calculé a partir del nimero de
pixeles incluidos en regiones delimitadas manualmente (ROI, regions of interest)
mediante el programa Metafluor 7.1. La compensacién de la fluorescencia de fondo
se realizd por la substraccidn de la iluminacion medida en un area de la imagen sin
células. Los valores de fluorescencia del fura-2 se expresan como unidades
arbitrarias de fluorescencia, y el valor basal fue normalizado a cero para cada
experimento. Los incrementos del [Ca*]; se muestran en términos de incremento

del ratio de fluorescencia (AF340/380 nm)-

Para el calculo de los resultados en los experimentos de sefalizacidn célcica se
utilizaron Unicamente los datos obtenidos a partir de células que respondian con
.7 2 . s . . . .
una elevacién de la [Ca“’]; en respuesta al ionéforo ionomicina (1 pM) al final de los

experimentos.

En los experimentos de FRET, los cambios en la [AMPc]; se estimaron como

cambios en la intensidad de FRET (intensidad de la emisidn de fluorescencia emitida
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por YFP a 535 nm sobre la emisién de CFP a 480 nm). Los cambios en el ratio de

FRET se expresaron como variaciones normalizadas en el ratio YFP/CFP.

En los experimentos de western blot, la cuantificacion de las bandas
antigénicas se realizé por densitometria con el programa Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Inc., CA, EE. UU.). Los valores fueron normalizados con respecto a
la banda control. El peso molecular fue calculado de acuerdo con los estdndares de

peso molecular que se corrieron junto con las muestras para cada membrana.

En los ensayos de PCR, se utilizé el valor de la intensidad de las bandas de B-
actina (lg-actina) Mmedido por densitometria correspondientes a una misma muestra
para normalizar los valores de las intensidades de las bandas, teniendo en cuenta
qgue la expresidon de B-actina no se ve modificada por los tratamientos llevados a
cabo en este trabajo. El ratio lpka-riie/lIp-actina €S, POr tanto, una magnitud normalizada
y permite comparar los niveles de expresion de PKA-Rlla de muestras diferentes
para un mismo cultivo celular. Los resultados obtenidos mediante la RT-PCR se

expresaron como la media = e.e.m. de al menos 3 experimentos independientes.

En los experimentos de enzimoinmunoensayo, el calculo de la concentracién
de AMPc se hizo a partir de la curva patrén construida con las cantidades conocidas
de estandares de AMPc (de 12,5 a 1600 fmol de AMPc por pocillo), y se expresaron

como concentracion de AMPc en fmol/pocillo.

En los experimentos de electrofisiologia, las amplitudes de las Ic,. fueron
automadticamente calculadas entre el pico maximo de corriente y el plato estable al
final de cada pulso cada 8 segundos. Las variaciones de la I, inducidas por los
tratamientos se expresan como % de la I, basal. Las variaciones de la Ik se
expresan como % de la Ix basal obtenida por despolarizacién en ausencia de

tratamiento.
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RESULTADOS

1 Efectos de los incrementos de AMPc sobre la

contractilidad vascular

1.1 Efectos de la forskolina, dibutiril AMPc y rolipram sobre la

contraccion con fenilefrina

Los anillos aislados de aorta de rata desprovistos de endotelio no
manifestaron actividad contrdctil espontanea. La adicién de fenilefrina (1 uM) en un
medio con 1,5 mM de Ca** produjo una contraccién sostenida de dichos anillos. La
tensidn maxima alcanzada fue de 1,99 + 0,04 g (n = 239). Este efecto contractil se
mantuvo sin cambios significativos de tension en los anillos control durante al
menos 90 min. En los controles, diluciones equivalentes del vehiculo (DMSO)
empleado en los experimentos no provocaron efectos significativos en las

contracciones inducidas por la fenilefrina.

La adicién acumulativa de forskolina (10 nM-10 uM) relajé las contracciones
inducidas por fenilefrina (1 uM) en anillos de aorta de rata sin endotelio con una
Clsp = 87,9 nM (n = 12) (figura 22). En base a este resultado, se eligid la
concentracion de 0,1 uM de forskolina para los sucesivos experimentos. Con esta
concentraciéon la relajaciéon de los anillos fue de 44,0 + 2,9%, n = 19; p < 0,01

respecto al vehiculo.

El db-cAMP (50 uM) también relajé la contraccion inducida por la fenilefrina

(1 uM) un 49,9+ 2,7% (n = 21; p < 0,01 respecto al vehiculo; figura 23).

La administracién de rolipram (100 uM) no provocé un descenso significativo
de la contraccion inducida por 1 uM fenilefrina (porcentaje de relajacion: 4,1 +
0,8%, n = 22; p > 0,05). En presencia de rolipram (100 uM), la relajacién inducida
por la forskolina (0,1 uM) o el db-cAMP (50 uM) fue potenciada de modo
significativo (58,3 + 4,3%, n = 6; 72,6 + 6,2%, n = 6, respectivamente; p < 0,05y p <

0,01 con respecto a los resultados obtenidos en ausencia de rolipram) (figura 23).
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Figura 22. Curva acumulativa concentracidn-relajacién de la forskolina en
anillos de aorta de rata sin endotelio precontraidos con fenilefrina (1 uM).
Cada punto representa la media + e.e.m. de 12 experimentos.
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Figura 23. Efecto del rolipram sobre la relajacién inducida por forskolina (FSK)
y db-cAMP de las contracciones inducidas por fenilefrina (1 uM) en anillos de
aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media %
e.e.m de al menos 6 valores; ™ p < 0,01 respecto al vehiculo control; * p < 0,05
y ** p < 0,01 con respecto a los resultados en ausencia de rolipram.
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En otra serie de experimentos en medio con Ca®* (1,5 mM), la preincubacién
de los anillos durante 10 min con db-cAMP (50 puM y 100 pM) disminuyod
significativamente la magnitud de la contraccién de la fenilefrina (1 uM) (valores
maximos de tension (g): 1,10 £ 0,24 y 0,38 + 0,1, n = 5 respectivamente; p < 0,01
respecto al control en ambos casos). Por otro lado, la preincubacién durante 10 min
con forskolina (0,1; 1 y 10 uM) disminuyd significativamente la respuesta contractil
inducida por la fenilefrina (valores maximos de tension (g): 1,15+ 0,11, n=5; 0,74
0,12, n=5;0,22 £ 0,04, n = 10; p < 0,01 respecto al control en los tres casos) (figura
24).

Control
22 - R db-cAMP (50 puM)
2o ] _ B2 db-cAMP (100 M)
o] [T Fsk (0,1 pm)
1.8 [T FSK (1 pum)
16 ([T FsK (10 pm)
1.4 ] *k
] * %k
™ 124 [ I
p .
2 104
c B *
(I} 4
— 0.8
0.6
1 *%
0.4 I
4 * %
0.0

Figura 24. Efecto de la preincubacion con db-cAMP y forskolina (FSK) sobre la
contraccién inducida con fenilefrina (1 pM) en anillos de aorta de rata
desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media + e.e.m de al menos
5 valores. ** p < 0,01 con respecto al control.

1.2 Efecto de la inhibicion de la p38 MAP cinasa sobre la
vasorrelajacion inducida por forskolina y dibutiril AMPc

En los anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio, la administracién de
SB-203580 (10 uM) no produjo ningun efecto significativo sobre la contraccién

sostenida inducida con fenilefrina (1 uM). En estas condiciones, la relajacion

inducida por la subsiguiente administracion de forskolina (0,1 M) se vio potenciada
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de modo significativo (porcentaje maximo de relajacién: 62,3 +1,9%, n=8; p <0,01;

figura 25).

El efecto relajante inducido por db-cAMP (50 uM) también fue potenciado de
forma significativa en presencia de SB-203580 (10 uM) (porcentaje maximo de
relajacion: 83,4 + 7,3%, n = 9; p < 0,01; figura 28) (ver registro representativo en

figura 26).
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Figura 25. Efecto del SB-203580 sobre la relajacidn inducida por forskolina
(FSK) y db-cAMP de la contraccién con fenilefrina (1 uM) de los anillos de aorta
de rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media + e.e.m de
al menos 8 valores; ** p < 0,01 con respecto al control correspondiente.
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Figura 26. Registro representativo de la respuesta contractil inducida por
fenilefrina (PHE) y efectos e la posterior adicién de SB-203580 y db-cAMP en
un anillo de aorta de rata sin endotelio.
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1.3 Efecto de diversos bloqueantes de canales de K' sobre la

relajacion inducida por forskolina o dibutiril AMPc

La administracion de apamina (0,5 uM), de una combinacion de caribdotoxina
(0,1 uM) y apamina (0,5 uM) o de glibenclamida (10 uM) no modificé
significativamente la respuesta contractil de la fenilefrina (1 uM) (variacién de la
contraccion maxima: 14,04 + 2,2%, n=4; 13,8 +3,9%,n=10y 5,1 + 1,5%, n = 10

respectivamente; p > 0,05 en los tres casos).

El efecto vasorrelajante de la forskolina (0,1 uM) no se vio modificado de
forma significativa en presencia de apamina (porcentaje de relajacion: 50,2 £ 1,9%,
n =4; p> 0,05 respecto al control) ni de una combinaciéon de caribdotoxina y
apamina (porcentaje de relajacion: 38,2 £ 4,0%, n = 12; p > 0,05 respecto al control).
El efecto vasorrelajante del db-cAMP (50 uM) tampoco se vio afectado por el
tratamiento con caribdotoxina (0,1 uM) y apamina (0,5 uM) (porcentaje de
relajacion: 47,8 + 7,1%; n = 8, p > 0,05 respecto al control correspondiente; figura

28).

El pretratamiento con glibenclamida (10 uM) aumentoé significativamente el
efecto vasorrelajante de la forskolina (0,1 uM) (porcentaje de relajacion: 70,7 +
4,6%, n = 10; p < 0,01; figura 28 y registro representativo en figura 27) y del db-
cAMPc (50 uM) (porcentaje de relajacién: 96,75 + 2,45%, n = 4; p < 0,01 respecto al

control).
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Figura 27. Registro representativo de la respuesta contractil inducida por

fenilefrina (PHE) y efectos de la posterior adicién de glibenclamida (GLIB) y
forskolina (FSK) en un anillo de aorta de rata sin endotelio.
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Figura 28. Efecto de caribdotoxina (CHTX), apamina (APA) y glibenclamida
(GLIB) sobre la relajacién inducida por forskolina (FSK) y db-cAMP en anillos de
aorta de rata desprovistos de endotelio precontraidos con fenilefrina (1 uM).
Cada barra representa la media + e.e.m de al menos 4 valores; ** p < 0,01 con
respecto al correspondiente control.

1.4 Efecto de inhibidores de canales de Ca** tipo L sobre la

vasorrelajacion inducida por forskolina

Los inhibidores de los canales de Ca** tipo L, nifedipina (1 uM) y verapamilo (1
KUM), relajaron parcialmente la contraccién de los anillos inducida por la fenilefrina
(1 uM) (porcentaje de relajacidon: 46,2 + 2,6%, n = 12 para la nifedipina y 39,0

2,2%, n = 12 para el verapamilo; p < 0,01 respecto al vehiculo en los dos casos).

Una vez estabilizada la relajacion por nifedipina o verapamilo, la subsiguiente
administracién de forskolina (0,1 uM) relajé casi completamente la contraccion
remanente (porcentaje de relajacidén respecto a la contraccion inicial con fenilefrina:
46,5 £+ 5,8%, n =6y 51,3 £ 1,8%, n = 6 en presencia de nifedipina y verapamilo,

respectivamente; p > 0,05 con respecto a los controles) (figura 29).
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Figura 29. Efecto de nifedipina (NIF) y verapamilo (VRP) sobre la relajacion
inducida por forskolina (FSK 0,1 uM) de la contraccidn por fenilefrina (1 uM) en
anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la
media £ e.e.m de al menos 6 valores.

1.5 Efecto del acido flufenamico y del SKF-96365 sobre la

vasorrelajacion inducida por forskolina

La administracion de acido flufenamico (100 puM) sobr la contraccidn estable
inducida por fenilefrina (1 uM) produjo una relajacién del 26,9 + 7,7% (n = 8; p <
0,01 respecto al vehiculo). Es estas condiciones, la relajacion de la forskolina (0,1
uM) fue potenciada de forma significativa (59,3 + 11,4%, n = 4; p < 0,05 con

respecto a los controles en ausencia de acido flufenamico (figura 30).

Por su parte, el SKF-96365 (30 uM) relajo significativamente la contraccién
estable inducida por fenilefrina (1 uM) (87,1 + 8,2%, n = 3; p < 0,01 respecto al
vehiculo). La subsiguiente administracién de forskolina (0,1 uM) relajé
completamente la contraccidn residual tras la administracion de SKF-96365 (datos

no mostrados).
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Figura 30. Efecto del acido flufenamico (FFA) sobre la relajacion inducida por
forskolina (FSK 0,1 uM) de las contracciones inducidas por fenilefrina (1 uM) en
anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la
media = e.e.m de, al menos, 4 valores; * p < 0,05 con respecto al control.

1.6 Efecto de los inhibidores de la PKA sobre la vasorrelajacion

inducida por forskolina

En otra serie de experimentos se evalud la implicacion de la PKA en el efecto
inhibidor de la forskolina sobre la contracciéon inducida por fenilefrina. La
administracion de KT5720 (0,5 uM), inhibidor selectivo de la actividad de la PKA, no
modificd significativamente la contraccién de los anillos de aorta de rata con
fenilefrina (1 uM) (variacion de la contraccion maxima: 8,0 £ 1,6%, n = 6; p > 0,05).
El efecto vasorrelajante de la forskolina (0,1 M) no se vio modificado en presencia
del inhibidor (porcentaje de relajacion: 34,6 + 6,9%, n = 6; p > 0,05 con respecto al

control correspondiente; figura 31).

La adicién de KT5720 (0,5 uM) tampoco modificé significativamente la
relajacién observada en los anillos tratados con rolipram (100 uM) y forskolina (0,1
uM) (49,7 £ 11,3%, n = 6; p > 0,05 frente a 58,3 + 4,3%, n = 6 en los controles; figura
31).
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Figura 31. Efecto del KT5720 sobre la relajacion inducida por forskolina (FSK
0,1 uM) de la contraccidn con fenilefrina (1 uM) en presencia o en ausencia de
rolipram (ROL) en anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada
barra representa la media + e.e.m de, al menos, 6 valores.

Al igual que se describid en el apartado 1.1 de esta seccidn, la contraccion
originada por la fenilefrina fue significativamente menor tras la preincubacion
durante 10 min con forskolina (10 uM) (0,21 + 0,04 g, n = 10; p < 0,01 respecto al
control sin forskolina). Este efecto de la forskolina no fue modificado de forma
significativa por la presencia conjunta de Rp-cAMPs (10 uM) y KT5720 (0,5 uM),
ambos inhibidores selectivos de la PKA (valor de la contracciéon (g): 0,10 £ 0,01, n =

4; p > 0,05 respecto al control en ausencia de los dos inhibidores) (figura 32).
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Figura 32. Efecto de la preincubacién con Rp-cAMPs y KT5720 sobre el efecto
inhibidor de la contraccion con fenilefrina (1 uM) causado por la forskolina
(FSK) en anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada barra
representa la media + e.e.m de, al menos, 4 valores; ** p < 0,01 con respecto
al control.

1.7 Efecto de los activadores de las proteinas PKA y Epac sobre la

contraccion con fenilefrina

El pCPT-cAMP (100 uM), activador selectivo de la PKA, produjo una relajacién
significativa de los anillos de aorta precontraidos con fenilefrina (1 uM) (porcentaje

de relajacién: 61,4 + 10,2%, n = 6; p < 0,01 respecto al vehiculo).

El activador selectivo de las proteinas Epac, 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 puM),
provocd una relajacién significativa de los anillos de aorta precontraidos con
fenilefrina (1 uM) (porcentaje de relajacién: 14,9 + 1,3%, n = 5; p < 0,01 respecto al

control).

La adicidon conjunta de 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 uM) y de 8-pCPT-cAMP
(100 uM) produjo una relajacion significativa de los anillos del 75,8 £ 0,3%, n = 6; p
< 0,05 con respecto a los anillos tratados uUnicamente con el activador de PKA

(figura 33).

128



RESULTADOS

8-pCPT-2'-O-Me-cAMP (100 uM)
KXY pCPT-cAMP (100 puM)
RXX 8-pCPT-2'-0-Me-cAMP (100 uM) + pCPT-cAMP (100 pM)

100

90

70 [

60

50

40 4

% Relajacion

30

204

Figura 33. Efecto de 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, pCPT-cAMP y una combinacion de
ambos sobre la contraccion por fenilefrina en anillos de aorta de rata
desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media £ e.e.m de al menos
6 valores * p < 0,05 con respecto al tratado con 8-pCPT-cAMP.

1.8 Implicacién de la liberacién de Ca** intracelular en los efectos

vasodilatadores del AMPc

1.8.1 Efecto de la forskolina y dibutiril AMPc sobre la contraccién con fenilefrina

en medio libre de Ca**

Tras un periodo de 20 min en ausencia de Ca”** extracelular, la fenilefrina (1
KUM) indujo una contraccion transitoria de los anillos de aorta de rata (valores
maximos de tension (g): 0,57 + 0,03, n = 46) que retornd a valores basales en ~6
min. La preincubacion de los anillos, durante 10 min, con diferentes dosis de
forskolina y con db-cAMP (100 uM) produjo una disminucion significativa de la

contraccién de la fenilefrina en medio libre de Ca®* (tabla 4; figura 34).
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Tabla 4. Valores maximos de tension (g) alcanzados por la fenilefrina en
presencia de diferentes tratamientos con forskolina (FSK), IBMX y db-cAMP.
*p<0,05y ** p <0,01 respecto al vehiculo (DMSO).

Fenilefrina (1 pM)

Vehiculo 0,57 £0,03 ( n = 46)
Forskolina (0,1 uM) 0,26 +0,01** (n=4
Forskolina (1 uM) 0,09 + 0,01** (n = 4)
Forskolina (10 uM) 0,04 £ 0,02** (n=4)

Forskolina (10 uM) + IBMX (100 uM) 0,05 + 0,00** (n = 4)

Db-cAMP (100 pM) 0,43 +0,09* (n = 4)
[—Jcontrol
[TTITI FSK (0,1 um)
([T FsK (1 um)
(T FSK (10 pm)
: K (10 uM)/IBMX (100 pM)
0.6 I E== db-cAMP (100 M)
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0.5
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=
TUC_: 0.3 )
c T
A

0.2

%

0.1+ + *ok

ok

Figura 34. Efecto de la preincubacidn con forskolina (FSK), forskolina e IBMX y
db-cAMP sobre la contraccion por fenilefrina (1 uM) en anillos de aorta de rata
desprovistos de endotelio en medio libre de Ca*". Cada barra representa la
media + e.e.m de al menos 4 valores. * p < 0,05y ** p < 0,01 con respecto al
correspondiente control.
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Tras un lavado de 45 min en medio con 1,5 mM Ca** extracelular (para
rellenar los reservorios intracelulares de Ca®') seguido de un nuevo periodo de 20
min en ausencia de Ca®* extracelular, la fenilefrina (1 pM) indujo una segunda
contraccion de los anillos (valor maximo de tension (g): 0,40 + 0,02, n = 24) que

representa un 85,5 + 4,9% (n = 24) de la primera contraccion.

Esta segunda contraccién, inducida por fenilefrina, fue reducida
significativamente por por pretatamiento durante 15 min con forskolina (0,1 uM) (%
respecto a la primera contraccion: 49,3% + 7,6%, n = 12; p < 0,01 respecto al
vehiculo). Similares resultados se obtuvieron con db-cAMP (50 uM) (60,8 £ 5,4%, n =

12; p < 0,01 respecto al vehiculo).

1.8.2 Efecto del TMB-8 sobre la accion vasodilatadora de la forskolina

En un medio extracelular con 1,5 mM Ca2+, la contraccion inducida por
fenilefrina (1 uM) fue completamente inhibida en presencia de TMB-8 (100 uM) y
parcialmente reducida (~50%) en presencia de TMB-8 (30 uM).

En presencia de TMB-8 (30 uM), la aplicacidon de forskolina (0,1 uM) relajé de
forma significativa la contraccién inducida por fenilefrina (1 uM) (porcentaje
maximo de relajacién: 74,5 + 10,1%, n = 8; p < 0,01) con una potencia superior a la

observada en los controles en ausencia de TMB-8.

La preincubacién con TMB-8 (30 uM) durante 10 min en medio libre de Ca**
redujo un 38,3% la contraccion de la fenilefrina (tension maxima (g): 0,35+ 0,01, n =

6; p < 0,05 con respecto a los controles sin TMB-8).

En presencia de TMB-8 (30 uM), la aplicacién de forskolina (0,1 uM) relajé de
forma significativa la contraccién inducida por fenilefrina (1 uM) (porcentaje
maximo de relajacién: 74,5 + 10,1%, n = 8) con una potencia superior a la observada

en los controles en ausencia de TMB-8 (p < 0,01).

1.8.3 Efecto de los activadores de las proteinas PKA y Epac sobre la contraccién

con fenilefrina en medio libre de Ca**

En medio libre de Ca®" se preincubaron los anillos de aorta de rata, durante 10

min, con pCPT-cAMP (100 uM) y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 uM). La adicién de
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estos compuestos no modificé la tensidon basal de los anillos. El tratamiento con
estos compuestos disminuyd significativamente la magnitud de la contraccion
transitoria de la fenilefrina (1 uM) (tensién maxima pCPT-cAMP (g): 0,14 + 0,07, n =
4; p < 0,01 respecto al control; 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP: 0,21 + 0,09, n = 4; p < 0,01)
(figura 35).

[—Icontrol
06 PCPT-cAMP (100 pM)
o I KN 8-pCPT-2'0Me-cAMP (100 uM)

0.5 o

0.4 -

0.3
] * %k
0.2 [

0.1

Tensidn (g)

0.0

Figura 35. Efecto de la preincubacién con pCPT-cAMP y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
sobre la contraccidon por fenilefrina (1 uM) en anillos de aorta de rata
desprovistos de endotelio en medio libre de Ca**. Cada barra representa la
media + e.e.m de al menos 4 valores. ** p < 0,01 con respecto al
correspondiente control.

1.9 Implicacién de la activacion de canales de Ca®* operados por

deplecidn en los efectos vasodilatadores del AMPc

1.9.1 Efecto de forskolina y dibutiril AMPc sobre la contraccion por reentrada de

Ca’* tras deplecion de reservorios con fenilefrina y tapsigargina

Tal y como se describid en el apartado 1.8.1, la adicién de fenilefrina (1 uM)
en medio libre de Ca** indujo una contraccién transitoria de los anillos. Tras 15 min
de lavado con medio libre de Ca®*, una segunda administracién de fenilefrina (1 uM)

no provoco cambios significativos en la tension de los anillos (datos no mostrados).
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Despues de 15 min de lavado con medio libre de Ca®* para eliminar la
fenilefrina presente en los banos de drganos, la reintroduccion de una solucion que
contiene 1,5 mM de Ca®* en el medio externo provocd una respuesta contractil
lenta y sostenida (valor maximo de tension (g): 1,28 + 0,19, n = 8) (registro
representativo en figura 36). Dicha contraccién fue disminuida de forma
significativa por la preincubacién durante 10 min con forskolina (0,1 uM) (tensidn
maxima (g): 0,9 + 0,08, n = 9; p < 0,01 con respecto al control), forskolina (1 uM)
(0,58 + 0,29, n = 4; p < 0,01 con respecto al control), forskolina (10 uM) (tensiéon
maxima (g): 0,27 * 0,04, n = 10; p < 0,01) y forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM)
(tension maxima (g): 0,06 + 0,08, n = 4; p < 0,01) (figura 37A).

De manera similar, la preincubacién con db-cAMP (50 uM y 100 uM)
disminuyé significativamente la respuesta contractil por reentrada de Ca** (0,94 +
014 g, n =9 vy 036 + 009 g n =05, p < 0,01 con respecto al control,

respectivamente) (registro representativo en figura 36) (figura 37B).

DCa*PHE {1 pM} DCa?* Ca (1,5 mM}

E

Tens!én {g)
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tih, min, 5}

0Ca® PHE 0Ca®™ db-cAMP Ca (1,5 mM}

Tensién [g)
8

320 1540 XBd [0 A0 SM0 SR 10640 IS0 123 13140 14000 1830 15640
tfh, min, s}

Figura 36. Registro representativo de la contracciéon de un anillo de aorta sin
endotelio con fenilefrina (PHE) en medio libre de Ca® y posterior contraccidn
por reintroduccién de Ca®* en el medio (figura superior). Disminucién de la
contraccién por reentrada de Ca®* tras preincubacion con db-cAMP (100 pM)
(figura inferior).
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Figura 37. Efecto de la forskolina (FSK) y forskolina e IBMX (A) y del db-cAMP
(B) sobre la contraccién inducida por reentrada de Ca®* tras la deplecion de
reservorios con fenilefrina (1 pM) en medio libre de Ca*" en anillos de aorta de
rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media + e.e.m de al
menos 4 valores; * p < 0,05y ** p < 0,01 con respecto al control.

En medio libre de Ca®" la aplicacién de tapsigargina (1 uM) no provocd
respuesta contractil los anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Tras el
tratamiento con tapsigargina la posterior reintroduccion de Ca** (1,5 mM) en el

medio indujo una respuesta contractil sostenida (tensién maxima (g): 0,38 £ 0,07, n

=7).

Esta contracciéon fue inhibida de modo significativo por la aplicacion de
forskolina (0,1 uM) y db-cAMP (50 uM) (porcentaje maximo de inhibicién: 84,6 +
7,0%; n=5y78,4+6,5 n=5; p<0,01 respecto al control, respectivamente) (tabla
5).
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Tabla 5. Efecto de la forskolina y el db-cAMP en la contraccion inducida por
reintroduccion de Ca** en el medio tras la deplecién de los reservorios
intracelulares de Ca®* con tapsigargina (TP 0,5 uM) en medio libre de Ca*', en
anillo de aorta de rata sin endotelio ** p < 0,01 respecto al control.

Ca®* tras TP (0,5 pM)
Control 0,38+0,07g(n=7)
Forskolina (0,1 uM) 0,06 0,005 g ** (n = 5)
Db-cAMP (50 uM) 0,08 £ 0,003 g ** (n = 5)

1.9.2 Efecto de los inhibidores de la PKA sobre la contraccion por reentrada de

Ca®" tras depleci6n con fenilefrina

La aplicacion de forskolina (10 pM) en medio libre de Ca®*, previamente a la
reintroduccién de una solucién 1,5 mM de Ca”, produjo una disminucién de la
contraccion por reentrada de Ca®" de los anillos de aorta (valor de la contraccion (g):
0,27 £ 0,04, n = 10; p < 0,01 con respecto al control sin forskolina). Este valor no fue
modificado significativamente por el pretratamiento con Rp-cAMPs (10 pM)
(tensidon maxima (g): 0,32 £ 0,09, n = 4; p > 0,05) ni por una mezcla de Rp-cAMPs (10
uM) y KT5720 (0,5 uM) (tensidon maxima (g): 0,16 £ 0,07, n = 4) (figura 13).

[ control
EHH Rp-cAMPs (10 uM)

0.50 4 RIZ Rp-cAMPs (10 pM)/KT5720 (0,5 uM)

0.45
0.40 +
0.35

0.30 [

0.25 +

0.20 W

0.15 +

Tension (g)

0.10 +

0.05

0.00

Figura 38. Efecto de Rp-cAMPs y KT5720 sobre la inhibicién inducida por la
forskolina (10 uM) de la contraccidn por reentrada de Ca** tras la deplecién de
reservorios con fenilefrina (1 uM) en medio libre de Ca** en anillos de aorta de
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rata desprovistos de endotelio. Cada barra representa la media + e.e.m de al
menos 4 valores.

1.9.3 Efecto de activadores de las proteinas Epac y PKA sobre la contraccidn por

reentrada de Ca®* tras deplecion con fenilefrina

La contraccién inducida por reintroduccién de Ca** (1,5 mM) fue reducida de
forma significativa en presencia de pCPT-cAMP (100 uM) (tensién maxima (g): 0,40
+ 0,11, n = 4; p < 0,01 respecto al vehiculo) o de 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 uM)

(tensiéon maxima (g): 0,52 £ 0,01, n = 4; p < 0,05 respecto al vehiculo) (figura 39).

16— [_Icontrol
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Figura 39. Efecto de pCPT-cAMP y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP sobre la contraccion
por reentrada de Ca®" tras la deplecién de reservorios con fenilefrina (1 M) en
medio libre de Ca** en anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada
barra representa la media + e.e.m de al menos 4 valores; * p < 0,05y ** p <
0,01 con respecto al control.

1.10 Experimentos en medio despolarizante

1.10.1 Efecto de la forskolina y el rolipram sobre la contraccién inducida con CaCl,

En medio despolarizante sin Ca%*, la adicién de CaCl, (1,5 mM) provocé una
contraccion sostenida de los anillos de aorta (ver registro representativo en figura
40A). El valor maximo de tension (g) fue: 1,77 + 0,10, n = 24. Esta contraccién fue
relajada significativamente por forskolina (0,1 uM) (porcentaje de relajacién: 28,1 +

4,8%, n = 12). El tratamiento durante 10 min con rolipram (100 uM) anterior a la
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adicion de la forskolina no modificé significativamente el porcentaje de relajacion

(27,9 +3,1%, n=12; p > 0,05 respecto al control sin rolipram).

En medio despolarizante sin Ca**, la preincubacién con forskolina (0,1 pM)
(tensiéon maxima (g): 0,92 + 0,22, n = 4; p < 0,05 con respecto a los controles),
forskolina (0,1 uM)/IBMX (100 uM) (0,05 + 0,05, n = 4; p < 0,01 con respecto a los
controles) y db-cAMP (100 uM) (1,06 £ 0,0, n = 4, p < 0,01 con respecto a los
controles) disminuyd significativamente la magnitud de la contraccion producida
tras la adicién al medio de 1,5 mM CacCl; (ver registro representativo en figura 40)

(figura 41).
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Figura 40. (A) Registro representativo de la contracciéon de un anillo de aorta
sin endotelio en medio despolarizante sin Ca’* y posterior contracciéon por
reintroduccién de Ca*" en el medio (B) Disminucién de la contraccién por
reentrada de Ca’* tras preincubacion con forskolina (C) db-cAMP y (D)
forskolina/IBMX.
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Figura 41. Efecto de la preincubacién con forskolina (FSK), forskolina e IBMX y
db-cAMP sobre la contraccién inducida con CaCl, (1,5 mM) en medio
despolarizante en anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Cada
barra representa la media + e.e.m de al menos 4 valores. * p < 0,05y ** p <
0,01 con respecto a los controles.

1.10.2 Efecto de la nifedipina y el SKF96365 sobre la contraccidon inducida con

CGC|2

En medio despolarizante sin Ca?*, la contraccién inducida por la adicién de
CaCl, (1,5 mM) fue relajada significativamente por nifedipina (1 uM) (porcentaje de
relajaciéon: 98,24 + 1,02%, n = 6; p < 0,01 respecto al vehiculo) y por SKF-96365 (30
UM) (porcentaje de relajacion: 97,88 + 2,11%, n = 6; p < 0,01 respecto al vehiculo)

(no se muestra figura).
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2 Efectos sobre la homeostasis calcica

2.1 Efecto de los agentes que incrementan el AMPc y de activadores

de las proteinas PKA y Epac sobre la [Ca**]; basal

2.1.1 Medio con Ca**

En medio 1,5 mM de Ca2+, el valor medio del ratio 340/380 nm, indicativo de

la [Ca*"]; en células A7r5 fue de 0,47 + 0,01, n = 20.

En este medio, la aplicacién de forskolina (1, 10 uM) y forskolina (10
uM)/IBMX (100 pM) produjo un incremento de la [Ca®'] (expresado como
incremento del ratio de fluorescencia 340/380: AFz40/330) de 0,09 + 0,01, n = 13; 0,05
+0,01,n=13y0,25 + 0,07, n = 15 respectivamente. En los tres casos el porcentaje
de respuesta celular fue del 100% (figura 1) y las diferencias fueron significativas
respecto a los valores basales (p < 0,01). Para forskolina (1 y 10 uM) ademas, se
encontraron diferencias significativas respecto al valor maximo de aumento de Ca*,
obtenido con forskolina (10 uM)/IBMX (100 pM) (p < 0,01) (ver registro

representativo en figura 42).

La preincubacion de las células con db-cAMP (50 uM, n =8y 100 uM, n = 6) no
modificd significativamente la [Ca®'] basal (p > 0,05). Una dosis mayor de db-cAMP
(300 uM) produjo respuesta en ~44% de las células (0,046 + 0,010, n =13; p < 0,05
con respecto al valor basal y al maximo aumento de la [Ca?'] obtenido con

forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM) (figura 43).

El tratamiento con pCPT-cAMP (100 uM, n = 11) o con 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
(100 pM, n = 8) no modificé significativamente la [Ca*']; (p > 0,05). Sin embargo, el
tratamiento conjunto con pCPT-cAMP (100 uM) y con 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100
KM) incrementd de forma significativa la [Ca2+]i (AF340/380 = 0,15 £ 0,01, n = 8; p <

0,01 con respecto a los valores basales) (figura 43).
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Figura 42. Registro representativo de las variaciones en la [Ca®']; (expresado
como AFz4g/350) en dos células A7r5 en medio con Ca* en respuesta al
tratamiento con forskolina (FSK) y posterior adicion de vasopresina (AVP) e
ionomicina (ION).
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Figura 43. Efecto del tratamiento con forskolina (FSK), forskolina/IBMX, db-
cAMP y pCPT-cAMP/pCPT-2’-O-Me-cAMP sobre los niveles de Ca** basales
(expresado como AF340/350) en células A7r5 en medio con Ca®. Cada barra
representa la media * e.e.m de, al menos, 6 valores; * p < 0,05y ** p < 0,01
respecto al control; ¥ p < 0,05 y * p < 0,01 respecto al maximo aumento
obtenido con forskolina (10 uM)/IBMX (100 puM).
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2.1.2 Medio libre de Ca**

En condiciones basales, el valor medio del ratio de fluorescencia (340/380) en

células A7r5 en medio libre de Ca** fue de 0,44 + 0,01, n = 20.

La administracion de forskolina (0,1; 1 y 10 uM); forskolina (10 uM/IBMX 100
UM y db-cAMP (300 uM) produjo un incrementro de dicho ratio en un porcentaje
variable de células A7r5. Los valores de AF340/350 corregidos por el % de células que
presentan dicho aumento es: 0,27 + 0,02; para forskolina (0,1 uM) (n = 30; 6,6% de
respuesta celular); 1,28 + 0,21 para forskolina (1 uM) (n = 24; 54,1% de respuesta);
2,56 + 0,71 para forskolina (10 uM) (n = 21; 38,1% de respuesta); 2,54 + 0,69; para
forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM) (n = 12; 66,6% de respuesta) y 2,57 + 1,97 para
db-cAMP (300 uM) (n = 26; 30,7% de respuesta) (figura 44). Una dosis inferior de
db-AMPc (100 uM) no produjo aumentos significativos (n = 14).

El tratamiento con pCPT-cAMP (100 uM, n = 20) o con 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
(100 pM, n = 12) no modific significativamente los niveles de Ca** basales (p >
0,05). Sin embargo, el tratamiento conjunto con pCPT-cAMP (100 uM) y con 8-pCPT-
2’-OMe-cAMP (100 uM) incrementd de forma significativa la [Ca2+]i (AF340/380 = 1,33

10,4, n=13; p <0,05 con respecto a los valores basales) (figura 44).
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Figura 44. Efecto del tratamiento con forskolina (FSK), forskolina /IBMX y db-
cAMP sobre los niveles de Ca®* basales en células A7r5 en medio libre Ca®".
Cada barra representa la media + e.e.m de entre 4 y 13 valores; * p < 0,05 con
respecto al maximo aumento obtenido con db-cAMP.
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2.2 Efecto de los agentes que incrementan el AMPc y de activadores

de las proteinas PKA y Epac sobre la respuesta a vasopresina

2.2.1 Medio con Ca**

En medio con Ca?* (2 mM), la vasopresina (1 pM) produjo un incremento
transitorio del ratio 340/380 que tuvo lugar en los primeros 5 s tras la aplicacion del
agonista (AFsa0/380 = 0,99 £ 0,09, n = 26), seguido de un descenso del ratio, que se

estabilizo al cabo de 3-5 min.

La preincubacion de las células durante 30 min con forskolina (1 y 10 uM) o
con forskolina (10 uM)/IBMX (100 pM) inhibié significativamente la respuesta
calcica de la vasopresina, tanto la fase de pico como la fase de meseta. Esta
respuesta no fue modificada significativamente por forskolina (0,1 uM) (tabla 6)

(figura 45A).

Este efecto inhibidor de la forskolina fue reproducido por el db-cAMP (300
UM), pCPT-cAMP (100 uM) (ver registro representativo en figura 46) y 8-pCPT-2’-O-
Me-cAMP (100 uM) (tabla 6) (figura 45B).

Tabla 6. Efecto de la forskolina (FSK), forskolina e IBMX, db-cAMP, pCPT-cAMP
y 8-pCPT-2’-0-Me-cAMP sobre la respuesta célcica de la vasopresina (AVP 1
M) (expresada como AFs4g/380) en células A7r5 en medio con Ca*. * p<0,05y
** p < 0,01 respecto al correspondiente control.

Pico AVP Meseta AVP N

(AF340/380) (AF340/380)
Control 0,99 £ 0,09 0,3+0,04 26
FSK (0,1 uM) 1,27 +£0,16 0,26 £ 0,04 16
FSK (1 uM) 0,056 + 0,088** 0,07 £0,01** 13
FSK (10 uM) 0,066 + 0,03** 0,04 £0,01** 9
FSK (10 uM)/IBMX (100 xM) 0,372 +0,11%* 0,14+ 0,04* 11
db-cAMP (300 uM) 0,47 £ 0,05** 0,15+ 0,02** 20
pCPT-cAMP (100 uM) 0,59 +0,08** 0,08 + 0,008** 11
8-pCPT-2’-0-Me-cAMP (100 puM) 0,58+0,11* 0,16 + 0,05* 8
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Figura 45. (A) Efecto de la preincubacién con forskolina (FSK) y forskolina e
IBMX sobre el incremento maximo de Ca** (AF340/380) inducido por vasopresina
(AVP 1 pM) en medio con Ca* en células A7r5. (B) Efecto de la preincubacion
con db-cAMP, pCPT-cAMP y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP sobre el incremento
maximo de Ca* (AF340/380) inducido por vasopresina (AVP 1 uM) en medio con
Ca’* en células A7r5. Cada barra representa la media + e.e.m. de 8-12 células. *
p <0,05y ** p <0,01 respecto al control correspondiente.
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Figura 46. Efecto de la preincubacién durante 30 min con pCPT-cAMP sobre la
respuesta célcica (expresada como AFs43s0) inducida por vasopresina en
medio con Ca** en células A7r5. Cada barra representa la media * e.e.m. de al
menos 11 células. * p < 0,05y ** p < 0,01 respecto al control.

2.2.2 Medio libre de Ca**

En medio libre de Ca** la vasopresina (1 pM) produjo un incremento del ratio
de [Ca2+]i en células A7r5 (AFs40/380 = 0,55 £ 0,03, n = 59), que retornd a los niveles
basales aproximadamente a los 3-5 min. El pico maximo se produjo en los primeros
5 s tras la adicidén del agonista. Esta respuesta fue significativamente menor (p <
0,01), tanto el pico inicial como la fase de meseta, que la obtenida en un medio con

Ca?* 2 mM (ver figura 47).
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Figura 47. Registro representativo de las variaciones en la [Ca®']; (expresado
como AF340/350) de la respuesta a vasopresina (AVP 1 pM) en medio 2 mM de
Ca’"y en medio libre de Ca®* en células A7r5. Cada barra representa la media +
e.e.m. de, al menos, 26 células. ** p < 0,01 respecto a los datos obtenidos en
medio 2 mM de Ca**.

La preincubacién de las células durante 30 min con forskolina (0,1; 1y 10 uM)
y forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM) inhibié significativamente la respuesta célcica
de la vasopresina (AFs40/380 = 0,15 £ 0,03, n = 19 para forskolina (0,1 uM); 0,05 +
0,02, n = 10 para forskolina (1 uM); 0,18 £ 0,03, n = 8 para forskolina (10 uM) vy
0,008 + 0,006, n = 8 para forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM); p < 0,01 con respecto

al control en ausencia de tratamiento).

Este efecto inhibidor de la respuesta a vasopresina fue reproducido por db-
cAMP (300 uM), pCPT-cAMP (100 uM) y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 pM) (AF340/380 =
0,19 £ 0,05, n = 12 para el db-AMPc; 0,16 + 0,05, n = 10 para el pCPT-cAMP; 0,21 £
0,09, n = 7 para el pCPT-2’0-Me-cAMP; p < 0,01 con respecto al control en los tres
casos) (figura 48).
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Figura 48. Efecto de la preincubacidon con forskolina; forskolina e IBMX, db-
cAMP, pCPT-cAMP y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP sobre el incremento maximo de
Ca** (AF340/380) inducido por vasopresina en medio libre de Ca® en células A7r5.
Cada barra representa la media £ e.e.m. de, al menos, 8 células. ** p < 0,01
respecto al control.

2.3 Efecto de los agentes que incrementan el AMPc y de activadores
de las proteinas PKA y Epac sobre la reentrada de Ca** inducida por

vasopresina

En células A7r5, tras inducir una deplecién de reservorios intracelulares de
Ca®" con AVP en medio libre de Ca**, como se describe en el apartado anterior, la
reintroduccién de medio conteniendo 2 mM de Ca** provocd un incremento de la
[Ca™];, que se corresponde con la denominada entrada de Ca’* activada por
deplecién de reservorios (SOCE) o entrada capacictativa de Ca** (CCE), que alcanza
su mdaximo a los 3 min (AFs40/380 = 0,31 £ 0,04, n = 31) y posteriormente desciende

hasta estabilizarse a los 20 min aproximadamente.
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Figura 49. Registro representativo de las variaciones en la [Ca®"]; (expresado
como Fagop3s0) €n una célula A7r5 en medio libre de Ca* en respuesta al
tratamiento con vasopresina (AVP), posterior reintroduccién de Ca** en el
medio y adicién de ionomicina (ION) al final del experimento.

En estas condiciones, la preincubacion con forskolina (1 uM) durante 10 min
no modifico significativamente la maxima reentrada de Ca* (AF340/380 = 0,34 £ 0,13,
n =9, p> 0,05 con respecto al control). El pretratamiento con forskolina (10
1M)/IBMX (100 pM) disminuyé significativamente la maxima reentrada de Ca**
(AF340/380 = 0,09 + 0,01, n = 6; p < 0,01 respecto al control; figura 49). El
pretratamiento con db-cAMP (100 uM) no modificé significativamente la magnitud
de dicha reentrada (AFs40/330 = 0,35 + 0,02, n = 7; p > 0,01 respecto al control sin

tratamiento; figura 51).

El tratamiento con pCPT-cAMP (100 uM) y con 8-pCPT- 2’-O-Me-cAMP (100
UM) no modificé significativamente la reentrada de Ca** (AF340/380 = 0,33 £ 0,02, n

=12; p>0,05y 0,23 + 0,03, n=9; p > 0,05 respecto al control, respectivamente).
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Figura 50. Efecto de la preincubacién durante 10 min con forskolina (FSK) e
IBMX sobre la respuesta calcica (expresada como AFs4;3s0) inducida por
deplecion de reservorios con vasopresina (1 M) y posterior reentrada de Ca**
en células A7r5. Cada punto representa la media + e.e.m. de 6 células. * p <
0,05y ** p < 0,01 respecto al control.
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Figura 51. Efecto de la preincubaciéon durante 10 min con forskolina (FSK);
forskolina/IBMX y db-cAMP sobre el maximo incremento de [Ca*'] (expresada
como AF340/350) inducido por deplecidn de reservorios con vasopresina (1 uM) y
posterior reentrada de Ca®" en células A7r5. Cada barra representa la media +
e.e.m. de, al menos, 6 células. ** p < 0,01 respecto al control.
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2.4 Efecto de los agentes que incrementan el AMPc y de activadores

de las proteinas PKA y Epac sobre la respuesta de la tapsigargina

En medio libre de Ca*', la aplicacién de tapsigargina (0,5 uM) produjo un
incremento del ratio de Ca®' (AF340/380) en células A7r5, que regresé a linea basal
tras aproximadamente 20-25 min. El valor maximo se alcanzé, aproximadamente, a

los 7 min desde el comienzo de la accion (AFs40/380 = 0,10 £ 0,02, n = 34).

La preincubacién de las células durante 30 min con forskolina (0,1, 1 y 10 uM)
y forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM) inhibié significativamente la respuesta célcica
de la tapsigargina (AF3s0/380 = 0,03 = 0,01, n = 10 para forskolina (0,1 uM); p < 0,05
frente al control; 0,024 + 0,006, n = 14 para forskolina (1 uM); 0,008 + 0,005, n = 8
para forskolina (10 uM) y 0,014 + 0,004, n = 8 para forskolina (10 uM)/IBMX (100

UM); p < 0,01 con respecto al control en ausencia de tratamiento) (figura 52).

Este efecto fue reproducido por el db-cAMP (300 uM) (AF340/380 = 0,02 = 0,009,
n = 12), pCPT-cAMP (100 uM) (AFs40/380 = 0,005 £ 0,004, n = 10) y 8-pCPT-2’-O-Me-
cAMP (100 uM) (AFs40/380 = 0,037 £ 0,008, n = 12); p < 0,01 con respecto al control

en los tres casos (figura 52).
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Figura 52. Efecto de la preincubacion con forskolina (FSK), forskolina/IBMX, db-
cAMP, pCPT-cAMP y 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP sobre el incremento de la [Ca*'];
(AF340/380) inducido por tapsigargina (TP) en medio libre de Ca*" en células A7r5.
Cada barra representa la media + e.e.m. de, al menos, 8 células. * p < 0,05y **
p < 0,01 respecto al control.
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El cambio de medio SOCa®* a SN después de la aplicacion de tapsigargina (0,5
uM) indujo entrada capacitativa de Ca** en un 91,3% de las células, con un valor
maximo de AFz40/380 = 0,27 £ 0,06, n = 23 a los 3 min y estabilizacion al cabo de 25
min.

En estas condiciones, la preincubacién con forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM)
durante 10 min, anterior a la reintroduccién de Ca*" en el medio disminuyé

2 . . ., .
*]i inducido por deplecién de reservorios

significativamente el aumento de la [Ca
con tapsigargina (AFss0/380 = 0,034 £ 0,008, n = 4; p < 0,05 respecto al control sin

tratamiento) (figura 53).
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Figura 53. Efecto de 10 min de con forskolina (FSK) /IBMX sobre la respuesta
cdlcica (expresada como AFs4g380) inducida por deplecién de reservorios con
tapsigargina (0,5 uM) y posterior reentrada de Ca®* en células A7r5. Cada barra
representa la media + e.e.m. de 4 células. * p < 0,05y ** p < 0,01 respecto al
control.

El tratamiento con db-cAMP (100 uM) no modificé significativamente el
aumento maximo de Ca** inducido por CCE (AFs40/380 = 0,15 + 0,08, n = 4) pero si
disminuyé de forma significativa el % de células que respondieron (66% frente a

~90% en los controles).
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3 Efecto sobre la produccion de AMPc en tiempo real

Las imagenes de las células A7r5 y RASMC, transfectadas con la sonda epacl-
camps y epac2-camps, obtenidas con el microscopio de fluorescencia muestran una

distribucion citoplasmatica de la sonda (figura 56).

Fsk 10 uM/
Ibmx 100 uM

CFP

YFP

Ratio

Figura 54. Imagenes digitalizadas de FRET de los efectos de una concentracion
maximal estimulante con forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM) en células RASMC
48 h post-transfeccién con la sonda Epacl-camps.

En las células A7r5 transfectadas, el tratamiento con forskolina (10 uM)/IBMX
(100 uM) produjo un aumento sostenido de la [AMPc]; (expresado como descenso
del ratio YFP/CFP = -0,25 + 0,02, n = 4), que alcanza su maximo aproximadamente a
los 10 min y se mantiene estable durante al menos 30 minutos (figura 56). En las
células tratadas con forskolina (1 uM) y forskolina (10 uM) no se han producido
variaciones significativas de la [AMPc]; (0,04 + 0,005, n =2y 0,05 £ 0,007, n=3; p >

0,05 respectivamente).
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Figura 55. Registro representativo de los cambios en la intensidad (A) y en el
ratio de FRET (B) medidos con la sonda Epacl-camps en respuesta a una

estimulacién con forskolina (FSK)/IBMX en células A7r5.
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4 Efectos sobre la expresion de proteinas

4.1 Expresion de proteinas PKA y Epac en miocitos vasculares

Mediante estudios de amplificacién por rt-PCR se ha estudiado la presencia de
proteinas diana del AMPc en miocitos vasculares (células A7r5 y RASMC). Con el
empleo de cebadores especificos se han amplificado secuencias especificas para los

genes PKA Rlla, Epac-1, Epac-2 y B-actina (figura 57).

A7r5 RASMC
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Epac-1392 pb
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Figura 56. Geles de agarosa al 2% con los productos de la amplificacion de un
fragmento de los genes PKA Rlla, Epac 1, Epac 2 y B-actina de células A7r5 y
RASMC.

= —

4.2 Efecto del tratamiento de 24 h con farmacos que aumentan el

AMPc sobre la expresion de las proteinas PKA y Epac

En esta serie de experimentos se evalué el efecto del tratamiento durante 24
h con forskolina (1 uM), forskolina (10 uM)/IBMX (100 uM), forkskolina (10
uM)/rolipram (100 uM) y db-cAMP (100 uM) en los niveles de expresion de la
subunidad reguladora de la PKA (RIl a) en lisados celulares de A7r5 mediante

técnicas estandarizadas de western blot (ver blot representativo en figura 59).

La intensidad de las bandas de las proteinas marcadas con el correspondiente

anticuerpo se cuantificdé considerando el nivel de PKA basal como el valor de
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referencia 1. Asi, los datos obtenidos para los diferentes tratamientos fueron:
control (1, n = 3); forskolina (1 uM) (0,79 + 0,11, n = 3); forskolina (10 uM)/IBMX
(100 uM) (0,66 + 0,01, n = 3; p < 0,01 respecto al control); forskolina (10
uM)/rolipram (100 uM) (0,74 + 0,1, n = 3; p < 0,05) y db-cAMP (100 uM) (0,68 *
0,01, n =3; p <0,01) (figura 60).

PKARllx

50KDa

Figura 57. Western blot representativo de cantidades iguales de lisados de
células A7r5 tratadas con forskolina (FSK 1 pM), forskolina (10 uM)/IBMX (100
uM), forskolina (10 uM)/rolipram (ROL 100 uM) y db-cAMP (100 puM), durante
24 h, marcados con anticuerpo anti-PKA. La primera banda representa la
proteina de 50 kDa del marcador de peso molecular.
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Figura 58. Efecto de 24 h de tratamiento con forskolina (FSK), forskolina/IBMX,
forskolina/rolipram (ROL) y db-cAMP (valores normalizados respecto a la
intensidad de la banda control) sobre los niveles de expresion proteica
(cuantificado por densitometria de las bandas) de la subunidad Rlla de la PKA
en células A7r5. Cada barra representa la media + e.e.m (indicado por lineas
verticales) de 3 experimentos; * p < 0,05y ** p < 0,01 con respecto al control
en ausencia de tratamiento.
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Posteriormente, se procedié a la determinacién de ARN codificante para la
subunidad RIl a de la PKA en células A7r5. Para ello se aislé el ARN total de las
muestras mediante un sistema de columnas de intercambio idnico. Tras Ia
retrotranscripcion se procedié a la amplificacion de un fragmento del gen de PKA-
Rlla con el fin de cuantificar los niveles de ARNm codificante para PKA RIl a. Para
ello se disefiaron primers especificos para una secuencia comun al ADNc de las
especies (R. norvegicus y H. sapiens). Los productos de la amplificacion fueron
separados en geles de agarosa mediante electroforesis segin lo descrito en el
apartado 6 de Material y Métodos (figura 61). Las intensidades de las bandas
obtenidas mediante RT-PCR estan normalizadas considerando el nivel de ARN de

PKA RIl a basal como el valor de referencia 1 (figura 62).

Los resultados obtenidos en los ensayos de expresidn proteica (western blot)
estan en concordancia con los resultados obtenidos mediante RT-PCR. Ambos, en
conjunto, indican que las células A7r5 expresan constitutivamente la proteina PKA
RIl a y que ademas, el tratamiento durante 24 h con forskolina (1 uM), forskolina
(10 uM)/1IBMX (100 puM), db-cAMP (100 uM), 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (100 puM) vy

pCPT-cAMP (100 uM) disminuye los niveles de expresion de dicha proteina.

w2 PKARIla 612 pb

Figura 59. Gel de agarosa al 2% con los productos de la amplificacidon de un
fragmento de 612 pb del gen PKA Rlla de células A7r5 tratadas con forskolina
(FSK), forskolina/IBMX, db-cAMP, 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP y pCPT-cAMP durante
24 h.
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Figura 60. Niveles relativos de expresién de PKA RIl a en células A7r5 tras 24 h
de tratamiento con forskolina (FSK), forskolina/IBMX, db-cAMP, 8-pCPT-2’-O-
Me-cAMP y pCPT-cAMP (valores normalizados respecto a la intensidad de la
banda control). Cada barra representa la media + e.e.m (indicado por lineas
verticales) de 3 experimentos; * p < 0,05y ** p < 0,01 con respecto al control
en ausencia de tratamiento.
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5 Estudios de patch-clamp

Se empled la técnica de patch-clamp en la configuracidn de célula entera para
analizar la corriente de Ca®" a través de los canales de Ca** tipo L (IcayL) y los canales

de K* (I¢) y sus variaciones en respuesta a diferentes tratamientos en células A7r5.
5.1 Efecto de la forskolina y de los activadores de la PKA y Epac
sobre las corrientes de Ca®* tipo L en células A7r5

Diferentes concentraciones de forskolina (1-10 uM) activaron la Ic, . basal
(expresado como % de activacién) (16,8 + 6,0%, n = 10; 9,8 + 6,2%, n = 15; 6,8 +
3,1%, n = 16 respectivamente) (figura 63).
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Figura 61. Efecto de la forskolina (FSK) en la Ic,, basal en células A7r5. Cada

barra representa la media + e.e.m. de, al menos, 9 experimentos expresados
como % de inhibicién de la I¢, .

Concentraciones crecientes de pCPT-cAMP (0,1; 1 y 10 uM) inhibieron esta
corriente de forma significativa (expresado como % de inhibicién) (9,17 + 2,08%, n =
4; 12,62 +2,03%, n =4y 15,02 £ 3,62%, n = 4 respectivamente) (figura 64), mientras
que la aplicacion de 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (0,1; 1 y 10 puM) no modificd

significativamente la corriente (datos no mostrados).

157



ESTUDIOS DE PATCH-CLAMP

E==pCPT-cAMP (0,1 uM)
N pCPT-cAMP (1 uM)
13- EEEH pCPT-cAMP (10 uM)

16 4

|

12 A

104

CaL
—

% inhibicion, |
(o]
1

Figura 62. Efecto de pCPT-cAMP en la I, basal en células A7r5. Cada barra
representa la media * e.e.m. de 4 experimentos, expresados como % de
inhibicion de la e, .

5.2 Efecto sobre las corrrientes de K en células A7r5

El tratamiento de las células con diferentes concentraciones de forskolina
(0,1; 1 y 10 uM) activé la I basal en células A7r5 (% de activacion: 18,9 + 13,2%, n =
12; 40,0+ 13,3%,n=9y 39,5+ 12,1%, n = 6 respectivamente) (figura 65).
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Figura 63. Efecto de la forskolina (FSK) en la I basal en células A7r5. Cada barra
representa la media + e.e.m. de, al menos, 6 experimentos, expresados como
% de inhibicién de la I¢, .
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6 Efectos sobre la produccion de AMPc en cultivos

celulares

En esta serie de experimentos se evalué la [AMPc]; por enzimoinmunoensayo
en RASMC. La [AMPc]i basal fue de 27,2 + 9,6 fmol/pocillo (n = 8). Este valor no se
vio afectado por el tratamiento con forskolina (0,1 uM) (39,0 + 7,5 fmol/pocillo, n =
8; p > 0,05) aunque fue significativamente aumentado tras el tratamiento con

forskolina (10 uM) (94,2 + 24,6 fmol/pocillo, n = 8, p < 0,05).

EL rolipram (100 uM, 1 mM) no modificé la [AMPc]; basal, pero potencié
significativamente el incremento inducido por la forskolina cuando fueron
administrados conjuntamente ([AMPc]; en fmol/pocillo: 96,8 + 17,3 para forskolina
(0,1 uM) y 186,4 + 73,8 para forskolina (10 uM) en presencia de rolipram (100 uM);
668,2 + 107,3 para forskolina (0,1 uM) y 926,8 + 91,0 para forskolina (10 uM) en
presencia de rolipram (1 mM), n = 8 en todos los casos; p < 0,01 con respecto a los

correspondientes valores en ausencia de rolipram (figura 66).
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Figura 64. Medida de la [AMPc]; en RASMC por enzimoinmunoensayo. El
aumento de la [AMPc]; inducido por la forskolina es potenciado en presencia
del inhibidor de la PDE4 rolipram. Cada barra representa la media + e.e.m.
(indicado por lineas verticales) de 8 experimentos.*p < 0,05 y **p < 0,01
respecto al resultado en ausencia de rolipram.
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Una preincubacién de 10 min con fenilefrina (1 uM) no modificé
significativamente la [AMPc]; basal en RASMC. La subsiguiente adicién de rolipram
(100 uM, 1 mM) aumenté significativamente la [AMPc]; ([AMPc]; en fmol/pocillo:
71,3+ 15,8y 128,9 + 44,2 respectivamente, n = 8; p < 0,05 en ambos casos). Tras 10
min en presencia de fenilefrina (1 uM), la adicién de forskolina (0,1 uM, 1 pM)
aumento significativamente la [AMPc]; ((AMPc] en fmol/pocillo: 120,2+81,0,n=8y
491,4 + 96,5, n = 7 respectivamente; p < 0,01 respecto al valor basal en ausencia de
fenilefrina en ambos casos) (figura 67). Ademas, una preincubaciéon de 10 min con
fenilefrina (1 pM) potencid significativamente los incrementos de la [AMPc];
inducidos por la combinacién de rolipram (100 uM) y forskolina (0,1 uM) cuando

fueron administrados conjuntamente (228,1 + 65,0 fmol/pocillo, n = 8; p < 0,01).
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Figura 65. Medida de la [AMPc]; en RASMC por enzimoinmunoensayo. En
presencia de fenilefrina (PHE, 1 uM), el rolipram (ROL) induce un incremento
significativo de la [AMPc];, y el incremento de la [AMPc]; inducido por
forskolina (FSK) o por rolipram + forskolina estd aumentado significativamente.
Cada barra representa la media = e.e.m. de 8 experimentos.*p < 0,05y **p <
0,01 respecto al resultado en ausencia de fenilefrina.

Una preincubacion de 10 min con SB-203580 (10 puM) no modificd
significativamente los niveles de AMPc basales o aumentados por la forskolina
([AMPc]; en fmol/pocillo tras tratamiento con SB-203580: 18,9 + 10,7 en células

tratadas con el vehiculo; 36,3 + 13,7 en células tratadas con forskolina (0,1 uM) y
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88,0 £ 19,6 en células tratadas con forskolina (10 uM), n = 6; p > 0,05 respecto al

control en ausencia de SB-203580 en los tres casos) (figura 68).
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Figura 66. Medida de la [AMPc]; en RASMC por enzimoinmunoensayo. El
pretratamiento de las células con SB-203580 (10 pM) no modifico
significativamente la [AMPc]; basal o en presencia de forskolina (FSK). Cada
barra representa la media + e.e.m. de 8 experimentos. *p < 0,05y **p < 0,01
respecto al resultado en ausencia de fenilefrina.

161






Discusion






DISCUSION

El incremento de los niveles intracelulares de AMPc ([AMPc];) desempefia un
papel destacado en la mediacion de la relajacion del musculo liso vascular en
respuesta a diversos agentes vasodilatadores. Sin embargo, no se conocen con
exactitud los mecanismos por los cuales este segundo mensajero inhibe la
contraccion muscular. A pesar de que durante muchos afios se creia que la
vasorrelajacién inducida por AMPc era independiente de la presencia de un
endotelio funcional, hoy en dia se acepta de modo general que el endotelio también
participa en dicho efecto (Ferro et al., 2004; Queen et al., 2006; Schafer et al., 2003;
Zieba et al.,, 2011). En el presente trabajo hemos intentado profundizar en el
conocimiento de su efecto vasodilatador directo, independiente de endotelio, para
cuya explicacion se han propuesto diversas hipdtesis (Akata, 2007; Bruce et al.,

2003; Morgado et al., 2012; ver Revision Bibliografica):

- Una activacion de ciertos tipos de canales de K*, entre ellos los BK¢, (Hiramatsu
et al., 1994; Savaria et al., 1992; White et al., 2000) o los Katp (Schubert et al.,
1997; Waldron y Cole, 1999).

- Una disminucion de la [Ca2+]c, bien por inhibiciéon de su liberacion desde
depdsitos intracelulares (Chen y Rembold, 1996; Yang et al., 1999) o de su
entrada a través canales transmembrana (Ishikawa et al., 1993; Orlov, et al.,,
1996), bien por incremento de su secuestro hacia dichos reservorios (Itoh et al.,
1982; Lincoln y Cornwell, 1991) o su extrusién hacia el espacio extracelular

(Karashima et al., 2007).

- Una disminucién de la sensibilidad de los filamentos contractiles a la [Ca®'].
(Nishimura y van Breemen, 1989; Ushio-Fukai et al., 1993), aunque se ha
sugerido que solamente una pequeia fraccidon de la relajacion con nucleétidos
ciclicos o forskolina en la aorta de rata es debida a una accidn de dichos agentes

a nivel de la maquinaria contractil de las células (McMahon y Paul, 1986).

La relevancia fisioldgica de uno u otro mecanismo parece variar en funcion del
modelo vascular estudiado (Bugrim, 1999; Taguchi et al., 1997) e incluso, para una
misma preparacion vascular, del estimulo desencadenante de la vasoconstriccidon

previa (Santos-Silva et al., 2008).
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1 Efectos de agentes que incrementan la [AMPc]; sobre la
o 7 ’ . 2
contraccion del musculo vascular en medio con Ca“* externo.

En presencia de Ca*" extracelular (1,5 mM), la forskolina relajé los anillos de
aorta de rata desprovistos de endotelio precontraidos con fenilefrina con una
potencia de orden nM (ICso = 87,9 nM), mayor que la descrita previamente por
Delpy et al. (1996) o Kamata et al. (1989) y con una potencia similar a la descrita en
anillos con endotelio precontraidos con fenilefrina (Delpy et al, 1996),
noradrenalina (Sukhanova et al., 2006) o con una elevada concentracién de K*
(Elgoyhen et al., 1992; Silver et al., 1985). Esta potencia vasorrelajante fue
confirmada por nuestra serie de experimentos en los que la contraccion de los
anillos de aorta inducida por la fenilefrina fue reducida aproximadamente a la mitad

tras 10 min de preincubacién de las preparaciones con forskolina (100 nM).

Aunque de modo general es aceptado que este efecto es mediado por la
capacidad de la forskolina para incrementar [AMPc]; (Insel y Ostrom, 2003; Rembold
y Chen, 1998), se ha sugerido que las acciones vasodilatadoras directas de este
agente podrian ser debidas a la inhibicién de ciertas proteinas transportadoras o de
canales idénicos en la membrana plasmatica por un mecanismo independiente de la
produccién de AMPc (Laurenza et al., 1989). De acuerdo con esta ultima hipotesis,
la forskolina (100 nM), que relajo los anillos de aorta precontraidos con fenilefrina
en un 44%, no produjo por si sola incrementos significativos de la [AMPc]; en las
células RASMC en los experimentos de enzimoinmunoensayo. Sin embargo, aunque
no se puede descartar la participacion de otros mecanismos adicionales, la
vasorrelajacion observada en el presente trabajo si parece mediada principalmente

por un incremento en los niveles de [AMPc]; puesto que:

i) Hemos demostrado, por vez primera, que bajas concentraciones de
forskolina (100 nM) incrementan de forma significativa los niveles basales de AMPc
Unicamente en presencia (pero no en ausencia) de fenilefrina, la cual no modifica la
[AMPc]; por si misma, o de rolipram. En concordancia, Galindo et al. (2001)
demostraron que en anillos de aorta tordcica de rata incubados con fenilefrina, la

forskolina (300 nM) provocaba un incremento significativo de la [AMPc]i. Sin
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embargo, no nos consta la existencia de resultados que indiquen los efectos de
dosis de forskolina inferiores a 1 uM en preparaciones de células vasculares
aisladas. De hecho, en los experimentos de enzimoinmunoensayo, la forskolina
suele ser empleada a concentraciones >1 uM como farmaco de referencia para
comprobar la efectividad de los ensayos (ver, por ejemplo, Lincoln et al., 1990 o Lim

et al. 2008, que emplean 10 uM forskolina en RASMC y A7r5, respectivamente).

ii) Los efectos vasorrelajantes de la forskolina descritos aqui pueden ser
reproducidos por la administracion de db-AMPc, un analogo no hidrolizable del
AMPc. Al igual que sucedia con la forskolina, el efecto del db-cAMP sobre
preparaciones precontraidas fue reproducido con similar potencia cuando las
preparaciones fueron preincubadas con este agente previamente a la induccion de
la contraccién. Ademads, tanto los efectos de la forskolina como los del db-AMPc
fueron afectados de modo similar por el rolipram, el SB-203580, la nifedipina, el

verapamilo o los bloqueantes de canales de K.

iii) El rolipram, un inhibidor selectivo de la PDE4 que degrada AMPc de modo
selectivo (Schwabe et al., 1976), no modificd las contracciones por fenilefrina, pero
potencid de forma significativa las relajaciones inducidas por la forskolina y el db-
AMPc. Se habia descrito previamente que la actividad de la PDE4 no es relevante
para la regulacion de la contractilidad del musculo liso de la aorta de rata, ya que el
rolipram no relaja las contracciones inducidas por noradrenalina o por elevada
concentracién de K en anillos de aorta desprovistos de endotelio (Noguera et al.,
2001). En conjunto, nuestros resultados sugieren que el papel de la PDE4 en la
regulacién de la contractilidad del musculo liso de aorta de rata no es relevante
para la [AMPc]; basal. Sin embargo, cuando la [AMPc]; se incrementa, la actividad de
la PDE4 podria aumentar, actuando asi como un mecanismo compensatorio para
acelerar la degradacion del AMPc y contrarrestando de ese modo su actividad
vasodilatadora. Este incremento en la actividad de l|la PDE4 parece ser
independiente de los incrementos en la expresién de la PDE4 detectada en células
vasculares musculares lisas y endoteliales tras un aumento sostenido de la [AMPc];

(Campos-Toimil et al., 2008; Maurice, 1998) y podria estar relacionado con una
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fosforilacion dependiente de la PKA que puede incrementar la actividad de la PDE4

(Liu y Maurice, 1999; Sette et al., 1994).

Los resultados obtenidos en los experimentos de enzimoinmunoensayo
confirman que el rolipram no induce por si mismo un incremento de la [AMPc];
basal, lo que es indicativo de que las RASMC no poseen una actividad AC basal muy
importante. A pesar de ello, el rolipram potencié de forma significativa los
incrementos de la [AMPc]; inducidos por la forskolina. En concordancia con los
resultados obtenidos en drgano aislado, esta potenciacion fue mds elevada en las
RASMC pretratadas con fenilefrina, aunque como ya hemos comentado, tampoco

este agonista incremento los niveles basales de AMPc por si mismo.

Curiosamente, el rolipram también indujo un incremento de la [AMPc]; en
presencia de fenilefrina. A partir de estos resultados no podemos deducir el
mecanismo por el cual la fenilefrina potencia los incrementos de AMPc inducidos
tanto por el rolipram como por la forskolina, aunque estudios previos habian
sugerido que la activacién de adrenoceptores a; podria potenciar los incrementos
de la [AMPc]; inducidos por diversos estimulos (Etgen y Petitti, 1987; LeSage et al.,
2004). Un efecto de este tipo podria ser mediado por la activacién de la PKC (Ho et

al., 1988).

Estudios previos habian sugerido que la inhibicion de la PDE4 puede inducir la
relajacion de diversas preparaciones vasculares de modo independiente del
endotelio. Por ejemplo, los inhibidores selectivos de la PDE4, denbufilina y rolipram,
relajan la arteria basilar canina precontraida con U-46619, un analogo del
tromboxano (Willette et al., 1999). Ademas, el rolipram relaja de modo significativo
las arterias umbilicales humanas precontraidas con histamina y potencia la
relajaciéon inducida por la forskolina en la misma preparacidon (Santos-Silva et al.,
2008). Un efecto similar ha sido descrito para el Ro 20-1724, un inhibidor selectivo
de la PDE4, que da lugar a una potenciacion de la relajacién inducida por la
forskolina en diversas preparaciones de musculo liso no vascular (Muller y Baer,

1983).

En cualquier caso, el presente estudio es el primero en demostrar que una

inhibicion de la PDE4 potencia el efecto vasodilatador directo de los agentes que
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elevan la [AMPc]; en el musculo liso vascular de la aorta de rata. Esto contrasta con
las conclusiones obtenidas por Noguera et al. (2001) quienes descartaron una

participacidn de la PDE4 en la relajacidn de la aorta.

1.1 Papel de la p38 MAPK

Se ha demostrado que la ruta de la p38 MAPK esta implicada en la contraccion
del musculo liso vascular (Bao et al., 2007; Srinivasan et al., 2008). En la aorta de
rata, el SB-203580, un inhibidor selectivo de la p38 MAPK, reduce el efecto
contractil de la endotelina 1 (Park et al., 2003) y de la angiotensina Il (Meloche et
al., 2000) en preparaciones desprovistas de endotelio. Ademas, tanto la forskolina
como el db-cAMP reducen la fosforilacién de la p38 MAPK inducida por la trombina
en el modelo celular A10, procedente de musculo liso de aorta tordcica de rata

(Nakajima et al., 2005).

Nuestros resultados sugieren que la p38 MAPK no esta implicada en la
contraccion inducida por la fenilefrina en los anillos de aorta de rata, puesto que su
inhibicion con SB-203580 no modificé dicha contraccion. Sin embargo, los efectos
vasodilatadores inducidos por los agentes que elevan los niveles de AMPc en los
anillos de aorta precontraidos con fenilefrina fueron potenciados en presencia de

dicho inhibidor de la p38 MAPK.

Esta es, a nuestro entender, la primera vez que se describen los efectos de la
inhibicién de la p38 MAPK sobre los efectos vasodilatadores del AMPc. En base a
nuestros resultados, creemos que la activacion de la p38 MAPK podria
contrarrestar, al menos en parte, la relajacién mediada por el AMPc a través de un
mecanismo que no estd relacionado con la contraccién inducida por el propio
agonista, pero que podria interferir de algin modo en la sefializacién posterior al
incremento de AMPc, ya que el SB-203580 no modificd la [AMPc]. basal o su
incremento tras la aplicacion de forskolina. De todos modos, se necesitaran mas

experimentos para confirmar o rechazar esta posibilidad.
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1.2 Papel de los canales de K"

Para estudiar la posible activaciéon de canales de K* por la forskolina en
nuestro modelo experimental, llevamos a cabo diversos experimentos con

bloqueantes selectivos de dichos canales.

La aplicacién de caribdotoxina (bloqueante de canales de K" tipo BKc, e IK), de
apamina (blogueante de canales de tipo SK), de la combinacién de ambas o de
glibenclamida (un bloqueante selectivo de los Karp) no modific6 de forma
significativa la contraccién inducida por fenilefrina. Este hecho sugiere que, en
nuestras preparaciones, no existen canales sensibles a estos farmacos que estén
activados durante dicha contraccién. Sin embargo conviene destacar que, aunque
no significativo, el incremento de la contraccidon provocado por la glibenclamida

alcanzd un porcentaje considerable (14%).

La relajacion inducida por la forskolina o el db-cAMP no se vio afectada de
modo significativo en presencia de la caribdotoxina o la apamina, sugiriendo que el
efecto vasodilatador del AMPc no es mediado por la activacion de canales BKc,, IK 0
SK. Estos resultados difieren de los obtenidos en diferentes preparaciones por otros
investigadores: Ross y Yallampalli (2006), utilizando arteria mesentérica de rata,
describieron un efecto vasodilatador independiente de endotelio para Ia
adrenomedulina, mediado por la activaciéon de los canales BK¢c; a través de un
mecanismo dependiente de la activacidon de la PKA. Ademas, Haynes et al., (1992)
han demostrado que la forskolina puede relajar el musculo liso también por
activacion de los canales BKc, (aunque consideran que este efecto no estaba

mediado por el AMPc).

Por otro lado, en presencia de glibenclamida, la relajacion inducida por ambos
agentes que incrementan el AMPc fue significativamente mayor que la observada
en los controles. En contraste con nuestros resultados, estudios previos de otros
autores sugieren que el efecto vasodilatador de la forskolina no es afectado por la

glibenclamida en la aorta de rata desprovista de endotelio (Wilson y Clapp, 2002).

Una posible explicacién para nuestros resultados podria ser que, durante la

contraccion con el agonista, existe un nimero limitado de canales de Karp en estado
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cerrado susceptibles de ser activados por el incremento de AMPc, pero en presencia
de la glibenclamida este nimero de canales estaria incrementado. De hecho, el
efecto de los bloqueantes de canales Karp depende del estado de apertura en que se
encuentre el canal, y que puede ser modificado por un agonista (Shi et al., 2008).
Asi, el blogueo producido por la glibenclamida, que es reversible sobre ciertos
subtipos de canales Karp (Gribble et al., 1998), podria ser contrarrestado por el
AMPc. Apoya esta hipotesis el hecho de que en nuestros experimentos la

glibenclamida tienda a potenciar la contraccion por el agonista.

Un efecto activador del AMPc sobre los canales de K* en los miocitos de aorta
de rata estd apoyado por nuestros experimentos de electrofisiologia, que confirman
que la forskolina incrementa las corrientes a través de canales de K™ en células A7r5.
Dicho efecto podria estar mediado por la activacion de proteinas Epac, que en
neuronas de cerebelo de ratén moviliza Ca*" intracelular provocando la activacion

de canales BKCa (Ster et al., 2007).

1.3 Papel de diversos tipos de canales transmembrana permeables

al Ca®*

La contraccién inducida por la fenilefrina en el musculo liso vascular es debida
a la activacion de receptores GPCR a; adrenérgicos y al subsiguiente incremento de
la [Ca**]. debido a la liberacién de Ca** a partir de reservorios intracelulares por la
accion del IP; y a la entrada de Ca®* extracelular a través de diversos tipos de
canales permeables a este ion, como son los canales de Ca** acoplados a un
receptor, los canales catidnicos no selectivos activados por un agonista, los canales
de Ca” sensibles a las dihidropiridinas y los canales de Ca®* operados por deplecién
de reservorios responsables de la entrada capacitativa de ca® (Docherty, 2010;
Sanders, 2001). La participacién de este ultimo tipo de canales en la relajacion

inducida por el AMPc la discutiremos en el siguiente apartado.

En el presente trabajo, la inhibicidn total de los canales sensibles a nifedipina
o verapamilo redujo en ~40% las contracciones inducidas por la fenilefrina,
demostrando que los canales VOCC de tipo L participan en la contraccién inducida

por este agonista en la aorta de rata, tal y como se describié previamente para las
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contracciones inducidas por noradrenalina (Hagiwara et al, 1993), y en
concordancia con nuestros resultados que muestran que la fase de meseta de la
respuesta cdlcica inducida por la angiotensina Il es parcialmente inhibida por la
nifedipina en miocitos de rata aislados (Campos-Toimil et al., 2007). Es interesante
resaltar que, una vez que la relajacion inducida por ambos inhibidores de los VOCC
se ha estabilizado, la contraccién restante fue inhibida de modo casi completo por
la forskolina. Si se considera como el 100% al total de la contraccién inducida por
fenilefrina, la relajacion que provoca la forskolina fue similar a la que se puede
medir en ausencia de los inhibidores de VOCC (~50% de la contraccidon total

inducida por la fenilefrina).

Los resultados con nifedipina y verapamilo sugieren que el efecto
vasorrelajante provocado por la forskolina (100 nM) no es mediado por una
reduccién en la entrada de Ca®* externo a través de canales VOCC tipo L. El hecho
de que la contraccidén inducida por despolarizacion con una elevada concentracion
de K*, que fue completamente inhibida por la nifedipina, sea relajada de forma
significativa por la forskolina y el db-cAMP podria explicarse en base a que el efecto
del AMPc podria tener lugar en un paso posterior, o una ruta diferente, a la de la
modificacién de la entrada de Ca®!, por alguno de los mecanismos ya comentados

(ver Revision Bibliografica).

Por otro lado, en nuestros experimentos de patch clamp, la forskolina activo
VOCC de tipo L en las células A7r5, aunque con mas potencia en las dosis inferiores.
En la literatura existe gran controversia en lo referente a la accion del AMPc en los
canales de Ca”** de tipo L y a los mediadores que participan en dicha accién en el
musculo vascular, y muchos resultados contradictorios han sido publicados (Keef et
al., 2001), por lo que debemos tener precaucion a la hora de interpretar nuestros
datos. Por ejemplo, otros autores también han encontrado efectos activadores del
AMPc sobre canales VOCC de tipo L en células A7r5 (Marks et al., 1990; Kimura et
al., 2000) o en células musculares lisas de aorta porcina (Fukumitsu et al., 1990). A

este efecto podria deberse, en parte, el incremento de la [Ca®"];

basal inducido por
el AMPc en los miocitos vasculares observado en el presente trabajo y que se

discute en el apartado 3.
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Pero contrariamente a nuestros resultados, investigadores de la Universidad
de Cincinnati liderados por el Dr. Sperelakis han mostrado, mediante experimentos
de patch clamp en células A7r5, que el AMPc ejerce un efecto inhibidor directo
sobre los canales VOCC de tipo L (Satoh y Sperelakis; 1995; Lorenz et al., 1994; Liu et
al., 1997) y sus resultados han sido corroborados por Orlov et al (1996) midiendo la
entrada de *°Ca®* en RASMC. También se ha sugerido que el AMPc no modifica
directamente la actividad de este tipo de canales de Ca’" mediante experimentos
llevados a cabo en tiras de aorta de rata desprovistas de endotelio, midiendo los
efectos de la forskolina o el db-cAMP en la captacién de **Ca** (Ahn et al., 1992) o
en preparaciones de musculo liso no vascular (Welling et al., 1997; Ohya et al.,
1987). Finalmente, Ishikawa et al. (1993) han sugerido que la activaciéon de la PKA
por concentraciones bajas de AMPc induce incrementos modestos de la actividad
de los canales de tipo L, mientras que el GMPc y las elevadas concentraciones de
AMPc dan como resultado una inhibicion de la actividad de estos canales por

activacion de la PKG.

En otra serie de experimentos, el acido flufenamico ha sido empleado para
evaluar la implicacién de canales tipo TRP en la respuesta calcica a la fenilefrinay en
el posterior efecto relajante de la forskolina. Se ha descrito previamente que el
acido flufendmico es un posible inhibidor del flujo de Ca** a través de los subtipos
de canales TRPC3 y TRPC7, aunque también se ha descubierto un papel activador
del subtipo TRPC6 (Hill et al., 2006; Jung et al., 2002). Ademas, en el musculo liso
vascular, el acido flufendmico puede producir un bloqueo de canales de CI
activados por Ca”" y estimuladora de canales de K de tipo BK o SK (Greenwood y

Leblanc, 2007).

En nuestros experimentos, el dacido flufendmico inhibid en parte la
contraccion inducida con fenilefrina (~25%). En estas condiciones, la forskolina (100
nM) relajo la contraccion residual con una mayor potencia que en los anillos
control. Este hecho podria ser debido a la mencionada falta de especificidad del
propio acido flufenamico. Por ello, en presencia de este agente, estarian activados
algunos canales o mecanismos involucrados en la contraccidon que no habian sido

activados por la fenilefrina y que son sensibles a los incrementos de AMPc o a una
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accion directa de la forskolina. Asi, seran necesarios nuevos estudios para poder

esclarecer cuadl es la influencia real del AMPc sobre los canales de tipo TRP.

Con la idea de bloquear otros tipos de canales de entrada de Ca®* implicados
en la contraccion con fenilefrina, hemos utilizado SKF96365 (30 uM). A esta
concentracion, este formaco parece ser un inhibidor efectivo de la entrada de Ca** a
través de canales ROCC y VOCC (Merritt et al., 1990), NSCC (Furutani et al., 2002;
Minowa et al., 1997), y SOCC (Flemming et al., 2003; Zhang et al., 1999b).

En nuestros experimentos, el SKF96365 inhibid por completo la contraccién
inducida por despolarizacién con K*, lo que indica un marcado efecto bloqueante de
los canales VOCC por parte de este agente. Ademas, relajé aproximadamente un
90% la contraccion inducida por fenilefrina, un porcentaje significativamente
superior al provocado por la nifedipina o el verapamilo, lo que indica que en nuestra
preparacion, el SKF96365 posee ademas actividad sobre otros tipos de canales de

Ca”*, poniendo de manifiesto la poca selectividad de este agente.

La administracion de forskolina (100 nM) sobre los anillos precontraidos con
fenilefrina y parcialmente relajados con SKF96365 inhibid completamente la
contraccion restante. Estos resultados no permiten concluir si el efecto de la
forskolina es modificado tras la inhibicion de canales inducida por el SKF96365. Es
decir, no podemos precisar si la inhibicién de esos canales provoca una disminucion
del efecto relajante de la forskolina pero, en todo caso, podemos deducir que, a
pesar de la inhibicién de varios tipos de canales de Ca** todavia se manifiesta una
actividad relajante inducida por este agente. Este hecho concuerda con la hipdtesis
sefialada anteriormente de que el mecanismo de relajacidn de la forskolina a dosis
bajas (100 nM) es mediado, al menos en parte, por un mecanismo diferente a la
disminucién de la entrada de Ca®* extracelular. Similares conclusiones fueron
obtenidas por Ahn et al. (1992) utilizando también anillos de aorta de rata
desprovistos de endotelio para sus experimentos de contractilidad, aunque

empleando concentraciones de forskolina del orden uM.

A pesar de las dudas sobre el tipo de canales de Ca®* que pueden estar
implicados en la vasodilatacion inducida por el AMPc, nuestros experimentos de

microscopia de epifluorescencia (imaging) en células musculares lisas de aorta de
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rata embrionarias (A7r5), que permiten monitorizar en tiempo real las variaciones
de la [Ca*']. mediante el empleo de la sonda fluorescente fura-2, confirman que los
incrementos de este nucleétido ciclico reducen la entrada de Ca** externo tras la

estimulacion de las células con un agonista.

La respuesta cdlcica provocada por la arginina-vasopresina (AVP) en las células
A7r5 es mediada por la activacién de receptores especificos del tipo V; (Thibonnier
etal.,, 1991). Consta de dos fases bien diferenciadas: en primer lugar, un incremento
transitorio de la [Ca*],, en forma de pico, debido principalmente a la liberaciéon de
Ca* a partir de reservorios intracelulares; en segundo lugar, la [CaZJ']C desciende
hasta estabilizarse en una meseta sostenida, debida fundamentalmente a la entrada
de Ca** desde el exterior celular a través de diferentes tipos de canales permeables
al ca® (Thibonnier et al., 1991; Byron y Taylor, 1995; Jung et al., 2002). En nuestros
experimentos, la aplicacion de agentes que incrementan el AMPc redujo de forma
significativa ambas fases de la respuesta calcica inducida por AVP en miocitos de
aorta de rata, con la excepcién de la forskolina aplicada a bajas concentraciones

(100 nM) en preparaciones con medio con Ca”* externo.

Por lo tanto, los agentes que incrementan la [AMPc]; (excepto la forskolina a
concentraciones del orden nM) reducen la contraccion de la aorta de rata
inhibiendo la entrada de Ca®" extracelular (un efecto en el que podria estar
implicada la entrada capacitativa de Ca®" (como discutiremos en el apartado
siguiente) y la liberacion de Ca’* a partir de reservorios intracelulares (como
discutiremos en el apartado 2). La falta de efecto de las concentraciones del orden
nM de forskolina sugiere, de nuevo, que sus efectos a dichas concentraciones
estarian mediados por una accién no relacionada con la entrada de Ca*
transmembrana (su efecto vasorrelajante en la aorta no era modificado por los
distintos bloqueantes de canales de ca®), aunque si con la reduccién de la

. s 2+ .
liberacidon de Ca“ intracelular.
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1.4 Papel de la entrada capacitativa de Ca**

Se ha descrito que la deplecién de reservorios intracelulares de Ca®*, tanto por
la accion de agonistas a nivel de la membrana plasmatica como por agentes
intracelulares, incrementa la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca** en
las células no excitables, lo que, en consecuencia, permite el relleno de los
reservorios deplecionados a través de SOCC, siguiendo el denominado “modelo
capacitativo” o SOCE (Alvarez-Castro et al., 2004; Putney, 2009) un proceso que se
asocia con una contraccion funcional en la aorta de rata (Noguera et al., 1998). En
los ultimos afos, los canales de tipo TRP y las proteinas STIM y Orai han sido

postulados como candidatos moleculares para SOCC (ver Revision Bibliografica).

En nuestros experimentos de contractilidad, la reintroduccién de Ca®* externo
tras la deplecidn de reservorios intracelulares de Ca’* con fenilefrina o tapsigargina,
un inhibidor de la SERCA, indujo una contraccién sostenida que fue relajada
parcialmente por la forskolina, un efecto potenciado por la inhibicion de las PDE con
IBMX, o el db-cAMP. La contraccién remanente en este caso esta mediada por la
entrada de Ca®" a través de canales sensibles a la nifedipina (datos no mostrados),
lo que coincide con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio en los
cuales la entrada capacitativa de Ca®* podia ser inhibida parcialmente por la
nifedipina tanto en A7r5 (Campos-Toimil et al., 2005) como en células RASMC
(Alvarez-Castro et al., 2004). Estos resultados sugieren que la relajacién del musculo
liso de aorta de rata inducida por la forskolina y el db-cAMP podria estar estd
mediada, en parte, por la inhibicidén de la entrada de Ca®* a través de SOCC. De
modo similar, en células musculares lisas de estdmago de conejo, la entrada
capacitativa de Ca®* observada tras el tratamiento con tapsigargina fue inhibida por
forskolina y nifedipina (Murthy y Makhlouf, 1998). La diferencia de potencia entre la
forskolina y el db-cAMP a la hora de relajar las contracciones debidas a la entrada
capacitativa de Ca®* inducida por fenilefrina o tapsigargina observada aqui se debe,
probablemente, a la activacion de diferentes canales tras la deplecién de
reservorios mediante antagonistas de a-adrenoceptores o inhibidores de la SERCA

en la aorta de rata (Noguera et al., 1997).
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Para confirmar una posible inhibicion de la entrada capacitativa de Ca** por
parte de la forskolina y el db-cAMP, llevamos a cabo experimentos de imaging con
miocitos A7r5. La aplicacion de AVP en medio libre de Ca®* indujo un incremento
transitorio de la [Ca®']. atribuible a la deplecidn de reservorios intracelulares del ion
(en el apartado 2 discutiremos el efecto de los agentes que elevan el AMPc sobre
dicha respuesta). En estas condiciones, la reintroduccién de Ca?* en el medio
provocd un nuevo incremento de la [Ca?"]. atribuible a la entrada capacitativa de
Ca?*, en concordancia con la contraccién observada por la reintroducciéon de ca*
tras la aplicaciéon de fenilefrina en medio libre de Ca** en las preparaciones de
organo aislado. La forskolina unicamente inhibid este efecto cuando fue empleada a
altas concentraciones (10 uM) y en presencia de IBMX para inhibir las PDE. Dosis
inferiores de forskolina y el db-cAMP no provocaron efectos significativos. Asi pues,
existe una aparente contradiccion entre los resultados obtenidos en los
experimentos de contractilidad y de imaging. Los primeros indican que el
incremento de la [AMPc]; inhibe la contraccidon por entrada capacitativa de ca”,
mientras que los datos de imaging no muestran inhibicion de dicha entrada
capacitativa. Esta discrepancia podria deberse a las diferencias entre el modelo
celular empleado, A7r5, y las células musculares lisas presentes en la aorta de rata,
RASMC. De hecho, en experimentos realizados en nuestro laboratorio, la entrada
capacitativa de Ca®" inducida tras deplecidn de reservorios con AVP es inhibida de

forma dosis dependiente por la forskolina en RASMC (Cuifias et al., 2010).

Por otro lado, la forskolina (a concentraciones elevadas) y el db-cAMP si
inhiben la entrada capacitativa de Ca** inducida por la deplecién de reservorios con
tapsigargina (reduciendo el nimero de células que presentan respuesta) en las

células A7r5, en paralelismo con los resultados observados en 6rgano aislado.
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2 Efectos de los agentes que incrementan la [AMPc]); sobre
o 7 . . 7 2 .
la contraccion provocada por la liberacion de Ca™ intracelular

Para investigar la posible implicacion de la liberacidn de Ca*" intracelular en la
actividad vasorrelajante del AMPc, estudiamos en primer lugar, los efectos de Ia
forskolina y del db-cAMP sobre las contracciones inducidas con fenilefrina en medio
libre de Ca®*. Esta contraccion es mediada por la liberacién de Ca** a partir de sus

reservorios intracelulares, principalmente desde el RE (ver Revisién Bibliografica).

En ausencia de Ca®" extracelular, dosis nanomolares de forskolina y el db-
cAMP inhibieron la contraccion inducida por fenilefrina, mediada por la liberacidn
de Ca*" intracelular (Janssens y Verhaeghe, 1984; Jiang et al.,, 2005). Esto sugiere
que los incrementos en la [AMPc]; reducen la liberacién de Ca** desde reservorios

intracelulares en los miocitos de aorta de rata.

Para confirmar esta hipdtesis llevamos a cabo los experimentos de imaging en
células A7r5. Como hemos comentado anteriormente, la respuesta calcica inducida
por AVP en estas células consta de una fase de pico debida principalmente a la
liberacion de Ca®* intracelular seguida de una fase de meseta debida a la entrada de
Ca”* a través de canales transmembrana. En las células musculares lisas la principal
fuente de liberacién de Ca** intracelular es el RE y existen dos tipos de mecanismos
implicados en este proceso: la liberacion de Ca?* inducida por Ca®" (CICR), que
puede ser activada de manera selectiva por la cafeina y por la rianodina, y la
liberacién de Ca®* inducida por IPs, activada por agonistas de receptores acoplados
a PLC y la subsiguiente generacion de IP3, que libera Ca®* del RE al unirse a

receptores especificos (ver Revision Bibliografica).

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, la rianodina no indujo
una respuesta cdlcica significativa en las células A7r5 (Campos-Toimil et al., 2007),
en concordancia con los resultados expuestos con anterioridad por otros autores
empleando, ademas, cafeina como agonista (Byron y Taylor, 1993; Missiaen et al.,
1994). Estos resultados sugieren que las células A7r5, utilizadas en este estudio, no

poseen reservorios implicados en la CICR sensibles a la rianodina. Por el contrario,
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Berman et al. (1994) habian descrito que la rianodina induce en células A7r5

incrementos lentos de [Ca®']. que tardan aproximadamente 30 min en estabilizarse.

De acuerdo con el modelo descrito, la aplicacién de AVP (1 uM), en ausencia
de Ca®" extracelular, provocé un incremento de la [Ca®']. transitorio que regresé a la
linea base en ~3 min sin presentar, por tanto, la fase de meseta. Este resultado
confirma que el pico de la respuesta cdlcica inducida por agonistas es debido,
fundamentalmente, a la liberacién de Ca”* a partir de reservorios intracelulares por
estimulacion de IPsR en las células A7r5. Sin embargo, el pico inicial de la respuesta
en medio libre de Ca** fue significativamente menor que el obtenido en presencia
de Ca** extracelular, lo que sugiere la existencia de una contribucion de la entrada
de Ca®* extracelular en la fase inicial transitoria de la respuesta célcica a este
agonista. Estos resultados concuerdan con los publicados anteriormente por otros
autores para esta misma linea celular (Hughes y Schachter, 1994; Campos Toimil et

al., 2007).

La preincubacion con forskolina inhibié, de forma dosis dependiente, la
respuesta célcica inducida por AVP en ausencia de Ca* extracelular, un efecto que
es potenciado por la inhibicién de las PDE y reproducido por el db-cAMP. De
acuerdo con estos resultados, Ahn et al. (1992) demostraron que tanto la forskolina
como el db-cAMP reducen la produccion de IP; en el musculo liso de aorta de rata.
Ademas, Yang et al. (1999) describieron que los incrementos de la [AMPc]; pueden
reducir la movilizacién de Ca** inducida por agonistas desde reservorios de Ca**
sensibles al IP; en células musculares lisas de aorta caninas y atribuyeron este

efecto a una activacion de la PKA, que disminuiria la generacion de IPs.

Por otro lado, en ausencia de Ca* extracelular, la respuesta calcica inducida
por la tapsigargina fue inhibida en presencia de forskolina, un efecto también
potenciado por la inhibicién de PDE y reproducido por el db-cAMP. Una accion
similar habia sido descrita previamente en linfocitos humanos tras la administracion
de forskolina, db-cAMP, rolipram o milrinona (de la Rosa et al., 2001).
Generalmente se acepta que el incremento de la [Ca®']. inducido por la tapsigargina
es debido a su efecto inhibidor de la SERCA, que provoca una deplecidon gradual de

los reservorios intracelulares de Ca®*. Asi pues, nuestros resultados sugieren que el
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incremento de la [AMPc]; reduce la capacidad de la tapsigargina para deplecionar
Ca®* de sus reservorios internos. Dicho efecto es probablemente debido a la
deplecion de reservorios sensibles a tapsigargina inducida por el propio AMPc

descrita por vez primera en el presente trabajo (ver apartado siguiente).

Con la idea de seguir estudiando el efecto inhibidor de los incrementos de la
[AMPc]; sobre el vaciado de los reservorios intracelulares de Ca”*, llevamos a cabo
una serie de experimentos de contractilidad utilizando el TMB-8. Se ha descrito
previamente que este agente es un inhibidor de la liberacién de Ca”" intracelular, y
reduce la disponibilidad de Ca®* en el musculo liso y esquelético debido a que
estabiliza la unién del Ca®* a sus reservorios intracelulares (Chiou y Malagodi, 1975).
Se ha demostrado que este agente bloquea de forma transitoria los incrementos de
[Ca*]. inducidos por tapsigargina en neuronas (Doutheil y Paschen, 1999) o en
células A7r5 (Campos Toimil et al., 2005) y la respuesta contractil a este agente en

la aorta de rata (Tepel et al., 1994).

En el presente estudio, en medio con Ca’* extracelular y en presencia de TMB-
8 (100 uM), la aplicacion de fenilefrina no provocd contraccion de los anillos, lo que
sugiere que esta concentracion no es efectiva para bloquear selectivamente la

. s 2 b .
liberacion de Ca** desde reservorios intracelulares.

Sin embargo, una concentracion menor de TMB-8 (30 uM) presenté las

siguientes acciones:

- Redujo la contraccién inducida por fenilefrina en medio con 1,5 mM de Ca®* en

un 50%.
- Redujo la contraccidn por fenilefrina en un 37% en medio libre de Ca*".

- En presencia de TMB-8 y en medio con Ca?* externo, la forskolina relajé la

contraccion por fenilefrina con mas potencia que en los controles.

Estos resultados sugieren que el TMB-8 (30 uM) inhibe Unicamente parte de la
liberacién de Ca** intracelular y, en consecuencia, reduce también en parte la
subsiguiente entrada capacitativa de Ca®, aungque no se puede descartar por
completo un efecto sobre otro tipo de canales transmembrana diferentes de los

SOCC. Sin embargo, en vista de lo expresado anteriormente, cabria esperar una
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disminucion del efecto relajante de la forskolina ya que, en estas condiciones, la
contraccion es menos dependiente de la liberacion de Ca®" intracelular y de la
entrada capacitativa de este ion. Para aclarar esta aparente contradiccion sera
necesaria la planificacion de nuevos experimentos, bien empleando de nuevo TMB-
8 en protocolos y concentraciones diferentes, o bien utilizando otros agentes que
permitan discernir con mayor efectividad entre la contraccién derivada de la
liberacién de Ca®' intracelular y la provocada por la entrada de Ca®" a través de

canales transmembrana.

En todo caso, nuestros resultados en conjunto sugieren que un incremento de
la [AMPc]; reduce la cantidad de Ca** liberado por los agonistas a partir de
reservorios intracelulares sensibles a IP3 y a tapsigargina, lo que contribuye a una
menor respuesta contractil del musculo liso vascular en respuesta a dichos

agonistas.

3 Efectos de los agentes que incrementan el AMPc sobre
[Ca®*]. basal

Una de las hipétesis que nos habiamos planteado para explicar la reduccién
de la liberacion de Ca®* intracelular tras un incremento de la [AMPc]; consistia en la
posibilidad de el AMPc redujese de algin modo la cantidad de ca® disponible en los
reservorios intracelulares del ion, un efecto que no habia sido descrito hasta la

fecha por ningun otro autor.

La confirmacidon de esta hipdtesis vino dada por nuestros experimentos de
imaging con células A7r5. En ellos, tanto la forskolina como el analogo del AMPc, el
db-cAMP, produjeron per se un incremento lento y gradual de la [Ca®*]. basal, que
es potenciado por la inhibicién de las PDE con IBMX. Este efecto tiene lugar tanto
en presencia como en ausencia de Ca”* extracelular, lo gue sugiere que es debido, al
menos en parte, a una liberacién de Ca®* a partir de sus reservorios intracelulares.
Con anterioridad habiamos descrito un efecto similar en células RASMC, aunque
con ciertas diferencias en la concentracién de los agentes empleados para
incrementar el AMPc, y que era potenciado por la inhibicién de PDE con IBMX,

rolipram o milrinona, esta ultima inhibidora selectiva de la PDE3 (Cuiiias et al.,
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2010). Nuestros resultados indican que el incremento de la [AMPc]; puede provocar
una lenta deplecién de Ca®* a partir de reservorios intracelulares, que no induce de
por si una entrada capacitativa de Ca** del exterior celular, o al menos esta no fue
detectada con las técnicas empleadas en el presente trabajo. Esta deplecion tiene
lugar a partir de reservorios sensibles a la tapsigargina, puesto que la aplicacién
previa de este agente inhibid los incrementos de Ca?* inducidos por la forskolina y el
db-cAMP (Cuiiias et al., 2010). Recordemos que, a la inversa, la respuesta cdlcica a
la tapsigargina también era inhibida por la aplicaciéon previa de forskolina o db-
cAMP. Esto indica que tanto el AMPc como la tapsigargina deplecionan los mismos

reservorios intracelulares de Ca®*.

A priori, el hecho de que un aumento de la [AMPc];, que provoca actividad
vasorrelajante, pueda producir un incremento de la [Ca**]. basal en los miocitos
vasculares podria resultar inesperado y contradictorio. Sin embargo, otros autores
también habian descrito que los diversos agentes que aumentan la [AMPc]; pueden
incrementar la [Ca®*].. Ya en 1984, se describi6 que la forskolina podia causar la
relajacion del musculo liso de la vena porta de hurdn, pero la [Ca®];, medida en la
misma preparacion mediante aequorina, permanecia sin cambios o incluso era
incrementada (Morgan y Morgan, 1984). Empleando aequorina en tiras de musculo
liso de trdquea bovina, Takuwa et al. (1988) describieron que la isoprenalina
producia un incremento de la [Ca*']; que era reproducido por la forskolina utilizada
en concentraciones que provocaban un marcado efecto vasorrelajante.
Posteriormente, empleando la sonda fura-2 en RASMC, Lincoln et al. (1990)
demostraron que tanto la forskolina como la isoprenalina incrementaban de forma

2+]i

transitoria la [Ca”']; y que la forskolina reducia la sefial calcica inducida por una

posterior aplicacion de AVP.

Sin embargo, estos efectos, a diferencia de lo descrito en nuestro estudio,
tenfan lugar Unicamente en presencia de Ca’* extracelular, No tenemos
conocimiento, hasta la fecha, de que se haya descrito que el aumento de la [Ca®"].
inducido por el AMPc pueda deberse en gran medida a una deplecion del ion desde
sus reservorios intracelulares, como sugieren nuestros resultados empleando

células A7r5, aunque también hemos encontrado resultados similares en las RASMC
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(Cuifias et al., 2010). Nuestro grupo de investigacidon habia descrito un efecto similar
para el resveratrol, un estilbeno de origen natural con actividad vasodilatadora que
provoca una liberacién de Ca”* intracelular en células A7r5 (Campos-Toimil et al.,
2005) y para el cual habia sido descrita cierta capacidad para incrementar la [AMPc];
en algunos modelos celulares (Blumenstein et al., 2005; El-Mowafy y Alkhalaf, 2003;

Kimura et al., 1995).

En el presente trabajo, este incremento de la [Ca®']. inducido por AMPc no
parece estar asociado a un aumento del tono basal de los anillos de aorta de rata.
Del mismo modo, el incremento de la [Ca*]. inducido por la tapsigargina en medio
libre de Ca** en los miocitos no se corresponde con una contraccién de los anillos de
aorta tras la administracion de este agente. Esta situacién de desacoplamiento
entre la liberacion de Ca** a partir de los reservorios intracelulares y la contraccién
muscular coincide con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio: en
ausencia de Ca®* extracelular, el aumento transitorio de la [Ca*]. inducido por la
tapsigargina en RASMC no se corresponde con una contraccion en anillos de aorta
de rata (Alvarez-Castro et al., 2004) y con los publicados por otros autores (Zhang et
al., 1999). De modo similar, el acido ciclopiazénico, también inhibidor de la SERCA,
provoca una contraccion insignificante de la aorta de rata a pesar de provocar un
marcado incremento de la [CaZJ']c en los miocitos de dicha preparacion (Tosun et al.,

1998).

Segun lo descrito por otros autores (Morgan y Morgan, 1984; Takuwa et al.,
1988; Lincoln et al., 1990), el incremento de la [Ca']. debido al AMPc descrito aqui
también podria estar relacionado en parte con un incremento de la entrada de Ca**
extracelular. Como hemos discutido anteriormente, en nuestros experimentos de
electrofisiologia, la forskolina activé la entrada de Ca** extracelular en las células
A7r5 a través de canales VOCC de tipo L, un efecto similar al descrito previamente
realizando medidas de electrofisiologia en canales VOCC de tipo L aislados en
células A7r5 (Marks et al., 1990). Kimura et al. (2000) demostraron que el db-AMPc
puede incrementar la lc; en células A7r5 por fosforilacion de la subunidad B del
canal, un efecto por la activacién de la PKA. Ademas, Fukumitsu et al. (1990)

publicaron que la estimulacién de B-adrenoceptores aumenta la amplitud de las
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corrientes transmembrana de entrada de Ca®*, probablemente a través de canales

de Ca®* tipo L en arteria coronaria de cerdo.

Recapitulando, nuestros resultados indican que un incremento de la [AMPc];
induce un incremento de la [Ca®']. debido principalmente a la deplecién de
reservorios intracelulares de Ca®" sensibles a tapsigargina y que este efecto podria

~ . . 2+ ,
estar acompanado de un incremento de las corrientes de Ca®" a través de canales

VOCC de tipo L.

4 Papel de las proteinas activadas por AMPc, PKA y Epac,
en los efectos del AMPc sobre el musculo liso vascular

En la actualidad es conocido que diversos efectos inducidos por los agentes
que incrementan el AMPc, y que se creia que estaban mediados por la activacion de
la PKA, son atribuibles a la activacion de las proteinas Epac en diferentes modelos
celulares (Gloerich y Bos, 2010; Roscioni et al., 2011; Schmidt et al., 2013; ver
Revisién Bibliografica). De hecho, el reciente desarrollo de los activadores
especificos de la Epac ha servido para poner de manifiesto la importancia de estas
proteinas. Estos compuestos se basan en pequefias, pero significativas diferencias
estructurales entre los sitios de unién del AMPc (cAMP binding pockets)
encontrados en la PKA y en los CNG y los encontrados en las Epac (Enserik et al.,

2002, Christensen, 2003; Purves, 2009).

En el sistema cardiovascular, los estudios realizados indican que la Epac podria
desempeiiar un papel destacado en la regulacion del tono vascular (Schmidt et al.,,
2007, 2013). A pesar de ello, los papeles relativos de la PKA y de la Epac apenas han
sido estudiados en el musculo liso vascular (Métrich et al., 2010). Por ello, en esta
fase de nuestra investigacion hemos querido estudiar la participacion de las
proteinas PKA y Epac en las relajaciones en la aorta aislada de rata, asi como en la
inhibicion de la liberaciéon de Ca®" intracelular y de la entrada capacitativa de Ca**

inducidas por agentes que incrementan de la [AMPc];.

Como paso previo, hemos llevado a cabo experimentos de western blot y RT-
PCR que demostraron la expresion de PKA, Epacl y Epac2, tanto en células RASMC

como en A7r5. La presencia del enzima PKA esta fuertemente documentada en
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miocitos vasculares, asi ha sido puesto de manifiesto mediante ensayos de western
blot en aorta de rata (Sampson et al., 2004) o en aorta de embrién de rata
(Yokoyama et al., 2008), asi como en estudios de actividad de PKA y mediante el uso
de activadores/inhibidores especificos en células de rata (Lincoln y Cornwell, 1990),

en aorta bovina (Sellak et al., 2002) o en aorta humana (Fetalvero et al., 2005).

Por otro lado, la presencia de Epacl, pero no de Epac2 habia sido demostrada
en homogenados de aorta de rata Wistar en un trabajo realizado por Purves et al.
(2009). En miocitos de aorta de rata Sprague-Dawley se ha podido constatar
mediante estudios de expresion la presencia de ambas isoformas de Epac (Hewer et

al., 2011).

Este trabajo es, a nuestro entender, el primero que demuestra la expresion de
la PKA y de las isoformas Epacl y Epac2 en células A7r5. Adicionalmente, y como
paso previo de una investigacion futura, también hemos realizado una serie de
experimentos para estudiar que componentes de la ruta AMPc-PKA-Epac se ven
modificados tras 24 h de tratamiento con farmacos que activan/bloquean pasos
diferenciales implicados en esta ruta de senalizacion. Asi, hemos observado que tras
tratamiento de 24 h con forskolina y db-cAMP disminuye significativamente la
expresiéon de la subunidad reguladora de la PKA, lo que sugiere que la elevacion
sostenida de la [AMPc]; conduce a una disminucion de la expresion de la PKA en los
miocitos vasculares para, de esta manera, disminuir su sensibilidad al nucledtido. En
este sentido, en la células musculares lisas vasculares, el tratamiento durante largos
periodos con forskolina o 8-Br-cAMP, un analogo del cAMP, induce un aumento de
la actividad de las PDE de AMPc (Rose et al., 1997; Maurice, 1998), que podria estar
relacionado con una fosforilacién de la PDE4 por parte de la PKA (Sette et al., 1994;
Liu y Maurice, 1999) o con un incremento de la expression de la PDE4D (Liu et al.,

2000).

4.1 Papel dela PKA y de la Epac en el efecto vasodilatador del AMPc

En nuestro estudio, los inhibidores selectivos de PKA, Rp-cAMPs y KT5720, no
afectaron de modo significativo a la relajacidon inducida por la forskolina de las

contracciones inducidas por fenilefrina en los anillos sin endotelio de aorta de rata,
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en concordancia con resultados obtenidos en un estudio previo (Garcia-Morales et
al., en revisién). Este hecho parece indicar que el efecto vasodilatador directo de Ia

forskolina es independiente de la activacion de la ruta cAMP/PKA.

Es interesante, sin embargo, destacar que en nuestras condiciones
experimentales el activador selectivo de la PKA, pCPT-cAMP, relajé de forma
significativa los anillos de aorta. Por otro lado, Ferro et al. (2004) ha descrito que la
PKA participa de modo predominante en la relajacion independiente de endotelio
tras la estimulacion de adrenoceptores B, con salbutamol. Esta aparente
contradiccion con nuestros resultados con los inhibidores de PKA podria ser
explicada en base a la existencia de una o mas rutas alternativas dependientes del
cAMP que podrian relajar el musculo liso precontraido con mas efectividad cuando

la PKA esta inhibida, compensando asi el efecto de dicha inhibicidn.

Aunque ya habia sido sugerida la existencia de diversos mecanismos que
podrian mediar un efecto vasodilatador por parte del AMPc independiente de la
activacion de la PKA (Akata, 2007; Bruce et al., 2003; Morgado et al., 2012; ver
Revisidn Bibliografica), los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran
que el efecto vasorrelajante independiente de endotelio del AMPc podria ser
mediado, al menos en parte, por la activacion de las proteinas Epac: la
administracién de 8-pCPT-2’-0O-Me-cAMP, un activador selectivo de la Epac, relajé
de forma significativa las preparaciones de aorta aislada. Ademas, de nuestros
resultados se desprende que los efectos vasorrelajantes de los activadores de la
Epac y de la PKA son aditivos. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio
ya habian sugerido que la Epac puede relajar en parte la aorta de rata, pero en este
caso por un mecanismo dependiente de endotelio (Garcia-Morales et al., en
revision).

Los resultados aqui descritos coinciden, en parte, con los publicados
anteriormente por Sukhanova et al. (2006), que atribuyen un papel destacado a la
activacion de una o varias proteinas Epac en la relajacién de la aorta de rata. Sin
embargo, estos autores no especifican si dicho efecto es dependiente de endotelio
o debido a un efecto directo de la Epac en las células musculares lisas arteriales.

Ademas, en anillos de aorta de rata sin endotelio, la activacion de la Epac con 8-
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pCPT-2’-O-Me-cAMP reduce la contraccidn inducida por U46619 (andlogo deTX-A,)
o endotelina-1, aunque no la provocada por noradrenalina o KCl (Grandoch et al.,
2006). En los ultimos afios, otros autores han descrito la capacidad de los
activadores de la Epac para relajar de modo directo otras preparaciones de musculo
liso, tanto vascular como no vascular (Murray et al., 2009; Zieba et al.,, 2011;

Roscioni et al., 2011).

Recientemente han sido comercializados diversos inhibidores especificos de la
Epac-1y la Epac-2 (ESI-09, HIC0197) o Unicamente de la Epac-2 (ESI-05) que parecen
tener accidn selectiva sobre la actividad de estas proteinas y que en el futuro
podran servir para realizar nuevos experimentos que completen los resultados aqui

presentados.

Segun habiamos expuesto, el efecto vasorelajante de los agentes que
incrementan el AMPc podria estar mediado, en parte, por la deplecién de Ca** a
partir de reservorios intracelulares, que implica una menor cantidad de este ion
disponible para la respuesta a los agonistas. El hecho de que los activadores de Epac
y PKA inhibiesen de forma significativa la contraccion por fenilefrina en ausencia de
Ca?* extracelular, sugiere la participacion de ambas proteinas en dicha deplecién de
Ca*" interno. Por otro lado, como hemos discutido anteriormente, el incremento de
la [AMPc]; también podria inhibir directamente la entrada capacitativa de ca”, que
participa en el mantenimiento de la contraccion del musculo liso. Los efectos de los
activadores de Epac y de PKA, capaces de reducir la contraccién inducida por la
reentrada de Ca®* tras la deplecién con fenilefrina, apoyan una participacion de
estas proteinas en dicho efecto. Sin embargo, en contra de la participacion de la
PKA en la disminucion de la contraccidn por reentrada de Ca?*, la inhibicién de esta
cinasa con Rp-cAMPs y/o KT5720 no afectd de forma significativa a los efectos de la

forskolina sobre dicha contraccidn.
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4.2 Papel de la PKA y de la Epac en la regulacion de la homeostasis
calcica por el AMPc en los miocitos vasculares

En vista de dichos resultados, y para profundizar en el estudio de la posible
participacion de la PKA o de la Epac en deplecién de Ca® intracelular o en la
reduccién de la entrada capacitativa de Ca**, realizamos una serie de experimentos

de imaging en miocitos aislados de aorta de rata de tipo A7r5.

Por primera vez hemos demostrado que la activacion conjunta de la Epac y de
la PKA puede incrementar de forma significativa la [Ca®']. en los miocitos
vasculares, mientras que su administracién por separado provocé ninguna accidn
significativa. Dicho efecto es debido, en parte, a la deplecion de reservorios
intracelulares de Ca®* sensibles a la tapsigargina, puesto que también fue observado
en ausencia de Ca®* extracelular, reduciendo la sefial calcica inducida por una

posterior aplicacion de dicho inhibidor de la SERCA.

Una posible interpretaciéon de estos resultados es que ambas proteinas
participan de forma sinérgica en el incremento de la [Ca®*]. basal inducido por el
AMPc, y que la sensibilidad de nuestra técnica no permite detectar el incremento
menor inducido por su activacion por separado. De hecho, un incremento de la
[AMPc];, a través de la activacién de la PKA, puede aumentar la liberacion de Ca**
del RE a través de canales de IP; en la glandula salivaria de mosca (Schmidt et al.
2008). Ademas, la incubacién previa de los miocitos de aorta con Rp-cAMPs redujo
de modo significativo la respuesta calcica inducida por incremento del AMPc,
confirmando la participacion de la PKA en dicha respuesta. En lo referente a la Epac,
Purves et al. (2008) habian sugerido que la activacion selectiva de la Epac con 8-
pCPT-2’-0O-Me-cAMP induce un incremento transitorio de la [Ca2+]c basal en RASMC.
En concordancia con una participacion de la Epac en la liberacién de Ca®* desde
reservorios intracelulares, el mismo grupo de investigacion sugirié mas tarde que,
en miocitos de aorta de rata, la Epac inhiben las corrientes a través de canales K'arp
por un mecanismo dependiente de la liberacién de Ca?* de sus reservorios
intracelulares y de la activacion de la calcineurina (Purves et al. ,2009). En el mismo
sentido, Morel et al. (2005) describieron que el 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP puede

provocar un incremento de la [Ca®*]. en miocitos ventriculares de ratén neonato
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para producir hipertrofia cardiaca. En neuronas de cerebelo de ratén, la
administracién del mismo activador de la Epac indujo un incremento de la [Ca%'].
basal debido a la mobilizacién de Ca** intracelular (Ster et al., 2007), provocando en
este caso la activacion de canales BKc;. De nuevo, la falta de un inhibidor selectivo
de la Epac nos impidié en su momento profundizar en esta parte de nuestro

estudio.

En relacién con la movilizacién directa de Ca** por el AMPc, cabe destacar que
la corriente de Ca’" a través de VOCC tipo L activada por la forskolina medida en
nuestros experimentos de patch-clamp no es debida una activacién de la Epac,
puesto que el 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP no modific6 de modo significativo dicha
corriente y es inhibida por la activacion de la PKA, ya que fue inhibida por el pCPT-

cAMP.

Por otro lado, la preincubacién de los miocitos de aorta con los activadores de
PKA y Epac inhibié la respuesta célcica inducida por AVP, tanto en medio con Ca**
externo como en medio libre de Ca”, y por tapsigargina en medio libre de ca”,
reproduciendo asi los efectos de la forskolina y del db-cAMP. Estos resultados son
indicativos de una deplecion de los reservorios de Ca** sensibles a tapsigargina por
la PKA y la Epac. De ese modo, estas proteinas pueden contribuir al efecto inhibidor
del AMPc sobre la respuesta calcica a los agonistas, al reducir la cantidad de ca®

intracelular disponible para ser liberado.

La disminucion de la respuesta calcica a la AVP también podria ser debida, en
parte, a un efecto de desensibilizacidon de los IP3R, al menos en lo referente a la PKA.
Se ha descrito que el AMPc, a través de la PKA, inhibe la liberacién de Ca*" inducida
por el IP3 en megacariocitos de rata (Tertyshnikova y Fein, 1998) y que la activacion
de la PKA inhibe la liberacion de Ca®* intracelular en células acinares pancreéticas de
ratén (Giovannucci et al., 2000) o en cerebelo de rata (Supattapone et al., 1998). En
dichos efectos podria estar implicada la fosforilacion del IPsR por la PKA. No
obstante, en este aspecto existe una gran controversia ya que también se ha
descrito dicha fosforilacion podria potenciar la liberaciéon de Ca®' intracelular
inducida por agonistas en diversas preparaciones, como hepatocitos de rata (Joseph

y Ryan, 1993) o células acinares de parotida de ratdn (Bruce et al., 2002).
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En cuanto a la entrada capacitativa de Ca®* inducida por la deplecion de
reservorios con AVP, ésta no es afectada de forma significativa por el pCPT-cAMP o
el 8-pCPT-2’-0O-Me-cAMP. Estos resultados estan en aparente contradiccidn con los
obtenidos en los experimentos de contractilidad, en los cuales ambos farmacos
reducian la contraccion inducida por la reentrada de Ca®" tras la deplecién de Ca®*
intracelular con fenilefrina. El diferente comportamiento de los miocitos
embrionarios (A7r5) y los que conforman la aorta de rata adulta (RASMC) podria
estar detrads de dicha discrepancia, segun lo discutido en el apartado 1.4 de esta
discusion, aunque se necesitaran nuevos experimentos para comprobar esta

posibilidad.

Este es, a nuestro entender, el primer trabajo que estudia una posible accién
de la Epac sobre la entrada capacitativa de Ca**. Por otro lado, los resultados
descritos en la literatura sobre los efectos de la PKA sobre la entrada capacitativa de
Ca’* son también muy contradictorios, dependiendo de la preparacion y del agente
empleado para la deplecién. Asi, en linfocitos humanos la entrada capacitativa
provocada por la tapsigargina puede ser incrementada o disminuida por diferentes
concentraciones de H-89, un inhibidor de PKA (de la Rosa et al., 2001). En células
musculares lisas de arteria pulmonar humana, el AMPc podria reducir la entrada
capacitativa de Ca* por un efecto independiente de la PKA para tiempos de
incubacién cortos con forskolina e IBMX y se volveria dependiente de PKA a medida
que el tiempo de incubacion se incrementa (Zhang et al., 2007). En células
musculares lisas de arterias renales de cerdo, la reentrada de Ca®" medida tras la
deplecion de reservorios de Ca** con tapsigargina es inhibida parcialmente por el H-
89, un inhibidor de la PKA, lo cual sugiere que, al menos en dicha preparacién, la

activacién de la PKA potencia la entrada capacitativa de Ca*".

Finalmente, creemos conveniente recordar que algunos de los efectos
provocados por los incrementos de la [AMPc]; en la homeostasis calcica podrian ser
debidos a la activacion cruzada de la PKG por el AMPc (ver Revisidon Bibliografica),

aungue el estudio de dichos efectos sobrepasa la finalidad de este trabajo.
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5 Aumento de AMPc en tiempo real

Mediante los experimentos de FRET, empleando por primera vez las sondas
intracelulares Epac-camps en miocitos vasculares de tipo RAMSC o A7r5, hemos
comprobado que la administracién de forskolina incrementa de forma significativa
la [AMPc]; en dichos modelos celulares. Sin embargo, fue necesario emplear
concentraciones de forskolina del orden uM en presencia de un inhibidor de PDE
(IBMX) para detectar un incremento significativo de la [AMPc];. Esta ausencia de

efectos de la forskolina se podria deber a alguna de las siguientes posibilidades:

1. Los experimentos de FRET empleando las sondas Epac-camps no son lo
suficientemente sensibles para detectar pequefios incrementos de la [AMPc];

provocados por concentraciones bajas de forskolina.

2. Los incrementos de AMPc inducidos por la forskolina a bajas concentraciones se
producen de modo localizado en determinados compartimentos celulares proximos

a los centros efectores.

La primera hipdtesis coincide con lo descrito previamente en la bibliografia.
En teoria, las sondas empleadas pueden detectar variaciones en niveles fisiolégicos
de AMPc, pero en la préctica en la mayoria de los trabajos publicados emplean
concentraciones saturantes de AMPc (Ponsioen et al.,, 2009; Hong et al., 2011;
Terrin et al.,, 2012): emplean forskolina (25 uM) para detectar descensos de FRET.
Solamente en un trabajo publicado por Sassi et al. (2008) comienzan a detectan
descenso de FRET con forskolina (5 uM) en miocitos de arteria coronaria. De hecho,
en la actualidad se estan desarrollando nuevos fluorocromos mas sensibles, con
mayor resolucidn y especificidad, asi como con menor tendencia a experimentar el
fendmeno de fotoblanqueo (photobleaching) (Hong et al., 2011; Klarenbeek et al.,

2011; Zadran et al., 2012).

Esta insuficiente sensibilidad por parte de las sondas Epac-camps para
detectar pequefios incrementos de AMPc, unido a su baja efectividad en la
transfeccidon, podria suponer un handicap importante para su utilizacién en
determinados tipos de experimentos con miocitos vasculares (Nikolaev y Lohse,

2006; Tokay et al., 2012).
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En cuanto a la compartimentacién de los incrementos del nucledtido, esta
podria ser también un motivo de los diferentes resultados obtenidos en los
experimentos de FRET y de enzimoinmunoensayo. Esta compartimentacion, llevada
a cabo principalmente por la AC y las PDE, ya ha sido descrita previamente (Baillie,
2009; Cooper, 2005; Vandecasteele et al., 2006; ver Revision Bibliografica), y
consiste en la diferente localizacidn, propiedades y selectividad de los enzimas
implicados en la ruta de los nucledtidos ciclicos. En miocitos ventriculares de rata
neonata, se han encontrado aumentos de AMPc localizados que fueron disipados

por la adicion de un inhibidor de PDE como el IBMX (Stangherlin y Zaccolo, 2011).

Dosis bajas de forskolina aumentan el AMPc en compartimentos celulares.
Dado que la sonda empleada presenta distribucion citoplasmatica, una posibilidad
seria que dicha sonda no alcance los microdominios donde el AMPc es sintetizado.
Ademas estos microdominios estan rodeados de cadenas de PDE que frenan la
difusién del AMPc. Concluimos que la técnica de FRET no seria la adecuada para
medir cambios en la [AMPc] tan localizados (esta posibilidad la han contemplado
Rich et al., 2000). Asi, serian necesarias concentraciones de AMPc suficientemente
altas (de manera que invada toda la célula) para poder ser detectadas por el

método de FRET.
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1. La forskolina relaja la aorta de rata independientemente de la presencia de
endotelio. A la concentracién que causa un 50% de relajacion (100 nM) la
forskolina incrementa significativamente la [AMPc]; en miocitos vasculares
solamente en presencia de fenilefrina o de rolipram. El efecto vasodilatador
directo de la forskolina y del subsiguiente incremento de la [AMPc]; es mediado
por las proteinas PKA y Epac. El efecto de la activacion de ambas proteinas es

aditivo.

2. El papel de la PDE4 en la regulaciéon de la contractilidad del musculo liso de
aorta de rata no es relevante cuando la [AMPc] se mantiene en niveles basales.
Sin embargo, cuando la [AMPc]; se incrementa, la actividad de la PDE4 aumenta,
actuando asi como un mecanismo compensatorio para acelerar la degradacion

del AMPc y contrarrestando de ese modo su actividad vasodilatadora.

3. La ruta de la p38 MAPK no esta implicada en la contraccion inducida por la
fenilefrina en los anillos de aorta de rata sin endotelio. En cambio, su activacion

contrarresta, en parte, la relajacién mediada por la forskolina y el AMPc.

4. El efecto vasodilatador directo de la forskolina y del AMPc en la aorta de rata no
es mediado por la activacion de canales BKc, IK, SK y Karp. Se ha podido
confirmar por electrofisiologia un efecto activador de la forskolina y del AMPc

sobre los canales de K* (K, y BKc,) en las células A7r5.

5. El efecto vasorrelajante de la forskolina a concentraciones bajas (100 nM) no
tiene lugar por bloqueo de canales TRP, aunque se pone en duda la selectividad

del acido flufenamico para el estudio de estos canales en contractilidad.

6. El efecto vasorrelajante de la forskolina (100 nM) no es mediado por una
reduccion en la entrada de Ca?* externo a través de canales VOCC tipo L. A estas
concentraciones, la forskolina induce incrementos modestos de la corriente a
través de canales VOCC tipo L, mientras que concentraciones mads elevadas dan
como resultado una inhibicidn de la actividad de estos canales. En la activacion

de estos canales participa la proteina PKA.

7. Los agentes que incrementan la [AMPc]; reducen la contraccién de la aorta de

rata sin endotelio producida por la reintroduccién de Ca** extracelular tras la
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10.

deplecion de reservorios intracelulares de Ca’*. En este efecto participan las
proteinas PKA y Epac y es mediado, al menos en parte, por un mecanismo

diferente a la disminucidn de la entrada capacitativa de Ca** extracelular.

El efecto vasorrelajante de la forskolina (100 nM) y del subsiguiente incremento
de la [AMPc]; es mediado en parte por una deplecién de Ca®* a partir de
reservorios intracelulares sensibles al IP; y a la tapsigargina. Esta deplecién da
lugar a un incremento de la [Ca®**]. que no se corresponde con una contraccion

de los anillos de aorta. En este efecto participan las proteinas PKA y Epac.

La PKA vy las las isoformas 1 y 2 de las proteinas Epac se expresan de manera
constitutiva en las células A7r5. La elevacion sostenida (24 h) de la [AMPc];

reduce la expresion de la proteina PKA en dichas células.

La técnica de medicién de la [AMPc]; en miocitos vasculares mediante la técnica
de FRET, empleando las sondas Epac-camps, detecta Unicamente incrementos
inducidos por concentraciones de forskolina del orden uM en presencia de un
inhibidor de PDE. Este hecho, unido a la baja eficiencia de la transfeccion de este
modelo celular, nos permite concluir que esta técnica, en las condiciones aqui
expuestas, no es suficientemente sensible para detectar variaciones fisioldgicas

en la [AMPc]..
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Despite a large number of studies, the mechanism by which 3’,5’-cyclic monophosphate (cAMP) induces va-
sorelaxation is not fully understood. The comparison between results obtained in different vessels or species
has often been the source of conflicting reports. In order to shed more light onto this mechanism, we studied
the effects of forskolin in phenylephrine-pre-contracted endothelium-denuded rat aorta and measured cAMP
levels in rat aortic myocytes by enzyme-immunoassay. Nanomolar forskolin relaxed phenylephrine-induced

K ds: . . L . . .

C;{EVCOZ\I\SAP contractions. This effect was mimicked by dibutyryl-cAMP and was potentiated by rolipram or a p38-
Forskolin mitogen-activated protein kinase (p38-MAPK) inhibitor (SB-203580). Nifedipine and verapamil partially re-
Rat aorta laxed phenylephrine-induced contractions, while further application of cAMP-elevating agents fully relaxed

these contractions. In Ca?*-free extracellular solution, forskolin reduced phenylephrine-induced transient
contractions and reduced the Ca®*-induced contraction after depletion of intracellular stores. Nanomolar
concentrations of forskolin increased basal cAMP levels only in the presence of rolipram or phenylephrine,
which did not modify intracellular levels of cAMP by themselves. In conclusion, relaxation by cAMP is medi-
ated in part by decrease of depletion of intracellular Ca?* stores and inhibition of capacitative calcium entry.
This study provides the first evidence that inhibition of PDE4 or p38-MAPK potentiates the vasodilator effect

Phosphodiesterase 4
p38-mitogen-activated protein kinase

of cAMP-elevating agents in rat aortic myocytes.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

It is generally accepted that the increase in intracellular adenosine
3’,5’-cyclic monophosphate (cAMP) levels ([cAMP];) and the subse-
quent activation of cAMP-dependent signalling pathways leads to
the relaxation of vascular smooth muscle. Several major mechanisms
have been proposed to explain this action (Akata, 2007; Bruce et al.,
2003; Morgado et al., 2012):

a) A decrease of cytoplasmic Ca?" concentration ([Ca?™].) that
could be mediated by: i) a reduced release of Ca?™ from intracel-
lular stores (Yang et al., 1999); ii) a reduced entry of Ca®* from

Abbreviations: cAMP, adenosine 3',5'-cyclic monophosphate; [Ca®*],, cytoplasmic
Ca’* concentration; PDE, phosphodiesterase; KBS, Krebs bicarbonate solution; db-cAMP,
dibutyryl cyclic AMP; FFA, flufenamic acid; SERCA, sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
Ca’* ATPase; RASMC, rat aortic smooth muscle cells; EIA, enzyme-immunoassay;
MAPK, mitogen-activated protein kinase.
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the extracellular space through ion channels (Ishikawa et al.,
1993; Orlov et al., 1996); iii) an increase of the Ca®™ transport to-
wards intracellular Ca®* stores (Lincoln and Cornwell, 1991); iv)
an increased extrusion of Ca?™ from the cell (Karashima et al.,
2007). However, reported results on the regulation of Ca®>™ levels
by cAMP signalling are contradictory and the crosstalk between
changes in [cAMP]; and [Ca®™]. is still not fully understood.

b) A reduction of the sensibility of contractile filaments to [Ca
(Nishimura and van Breemen, 1989; Ushio-Fukai et al., 1993).

¢) An activation of certain K™ channels subtypes, including Ca®™" ac-
tivated K+ channels (Kc,) (White et al., 2000) or ATP-sensitive K+
channels (Karp) (Schubert et al., 1997; Waldron and Cole, 1999).

2+]C

The physiological relevance of these mechanisms seems to vary
between different vascular preparations and, even in the same prep-
aration, depending on the agonist used to induce the contraction
(Bugrim, 1999; Morgado et al, 2012; Santos-Silva et al., 2008).
These differences may be attributed, in part, to the machinery that
regulates [cAMP]; within cells, since they may express different
isoforms of adenylyl cyclases (enzymes that synthesize cAMP from
intracellular ATP) (Willoughby and Cooper, 2007) and phosphodies-
terases (PDE, enzymes that degrade cAMP into inactive metabolites)
(Lugnier, 2006), leading to the generation of cAMP microdomains
that control both extent and duration of cAMP signals (Baillie, 2009;
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Willoughby and Cooper, 2007). Also, depending on the cell model,
[cAMPJ; increases may activate distinct pathways, such as protein ki-
nase A (PKA), exchange proteins activated by cAMP (Epac) or cyclic
nucleotide-gated channels (Kopperud et al., 2003).

In order to shed more light into the mechanisms of the cAMP
vasorelaxant effects, we have here studied several of the processes
that could be implicated in the relaxation induced by cAMP in the
endothelium-denuded rat aorta previously contracted with phenyl-
ephrine, using forskolin, an AC activator, and dibutyryl cyclic AMP
(db-cAMP), a cell permeable cAMP analogue. The absence of endothe-
lium avoids the interference of the L-arginine-NO-cGMP pathway and
the release of endothelial factors that could participate in the regula-
tion of the vascular tone, as well as in the control of cAMP levels
themselves (Campos-Toimil et al., 2008; Cary et al., 2006). Finally,
in order to establish a correlation between vasorelaxant effects and
[cAMP]; changes, we have also measured [cAMP]; in isolated rat aortic
smooth muscle cells (RASMC) by means of enzyme-immunoassay
(EIA) techniques.

2. Material and methods
2.1. Animals and ethical approval

Male Wistar-Kyoto (WKY) rats (Iffa-Credo) weighing 200-350 g
were used throughout this study. They were housed, cared for and
acclimatized (before the experiments) as previously indicated (Orallo
et al., 2000). For experiments, rats were killed by CO, inhalation and
exanguinated. All experimental protocols were approved by the bio-
ethics committee of the University of Santiago de Compostela (Spain)
and the bioethics committee for research (CEIC) of the Xunta de Galicia
(Spain).

2.2. Contraction-relaxation studies in isolated rat thoracic aorta rings

The thoracic aorta was rapidly removed, placed in a Petri dish
with Krebs bicarbonate solution (KBS) of the following composition
(in mM): 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.5 CaCl,.2H,0, 1.2 MgS0,4.7H,0, 1.2
KH,PO4, 25 NaHCOs, 0.03 EDTA-Nay, 0.6 L-(+)-ascorbic acid and 11
glucose; pH 7.4, oxygenated with carbogen (95% O,+ 5% CO,) at
37 °C. Then, the aorta was cleaned of fat and connective tissue, de-
prived of endothelium by rubbing the intimal layer with a cotton
bud and cut into ~4 mm long cylindrical segments.

Aortic rings were immediately transferred to an organ bath
containing 10 ml of KBS, thermoregulated at 37 °C and bubbled with
carbogen. Two stainless steel pins were inserted through the lumen of
each arterial segment: one pin was fixed to the organ bath and the
other connected to a Dynamometer UF-1 transducer (Pioden Controls
Ltd., Canterbury, UK) to record the isometric tension with a MacLab/
16 s and Chart 3.6 software or a PowerLab/8sp and Chart 4.1 software
Data Adquisition system (AD Instruments Castle Hill, Australia).

Rat aortic rings were equilibrated at a resting tension of 2 g for at
least 60 min, during which the physiological solution was replaced
every 15 min. Thereafter, a contraction was induced by the addition
of phenylephrine (1 pM). Once the contraction stabilized, the total
absence of acetylcholine relaxant action (1 uM) was used to verify
the complete removal of endothelial cells. After assessing the absence
of endothelium, vascular tissues were allowed to recuperate for 1 h
during which the physiological solution was replaced every 15 min,
before any experiment protocol was started.

For experiments in calcium-free medium, aorta preparations were
equilibrated for 60 min in 1.5 mM Ca? "-containing KBS and then in a
Ca?*-free KBS for 20 min before a phenylephrine contraction was
elicited (Ca?*-free KBS had the same composition that KBS except
that CaCl, was replaced by 0.5 mM EGTA).

2.3. Cell culture

RASMC were isolated from the medial layer of thoracic aorta of
male WKY rats by means of collagenase-elastase dissociation as has
been previously described (Alvarez-Castro et al., 2004). Briefly, the
culture medium was Dulbecco's modified Eagle medium/Ham's F12
medium (DMEM/F-12, 1:1) supplemented with L-glutamine (2 mM),
L-(+)-ascorbic acid (50 uM), L-proline (1 uM), antibiotics/antimycotic
(100 units/ml penicillin G, 100 pg/ml streptomycin sulphate and
0.25 pg/ml amphotericin B) and 10% (v:v) heat-inactivated foetal bo-
vine serum (FBS). Freshly dissociated RASMC were seeded in 25 cm?
culture flasks at ~20,000 cells/cm? density and kept in culture at
37 °Cand 5% CO, in air. Medium was renewed every 2-3 days.

At confluence, RASMCs were harvested by treatment with a
Ca?"-free trypsin/EDTA (0.05%/0.5 mM) solution for 10 min at 37 °C
and either frozen or passaged at a constant 1:2 split ratio in 75 cm?
flasks. Cells were used between passages 3 and 11.

2.4. Measured intracellular cAMP levels in RASMC by EIA

For cAMP determination, RASMC were seeded on 96-well plates
(~50.000 cells/cm?) for 24 h (37 °C, 5% CO, in air). Cells were then in-
cubated for 20 min with the corresponding drugs or vehicle (controls)
and lysed using dodecyltrimethylammonium bromide (0.5% w/v)
under continuous shaking for 10 min. Total cAMP of 100 pl aliquots
from each non-acetylated sample was determined by enzyme-
immunoassay (Amersham cAMP Biotrak, GE Healthcare Europe
GmbH) following the manufacturer's instructions and evaluated using
a Fluostar Optima multi-well plate reader (BMG Labtech, Offemburg,
Germany).

2.5. Data presentation and statistical analysis

Unless otherwise specified, results shown in the text, tables and
figures are expressed as mean+s.e.m. The following tests were
used for statistical analysis: Two-tailed Student's t test for unpaired
data in the contraction-relaxation studies and one-way analysis of
variance (ANOVA) (followed by a Bonferroni's post-hoc test) in the
EIA experiments, with P<0.05 being considered significant.

In the experiments carried out in pre-contracted rat aortic rings,
relaxant responses are expressed as a percentage of the maximal
contraction (Epax = 100%) produced by phenylephrine. In cumulative
experiments, sigmoidal concentration-response curves for the
vasorelaxant effects of forskolin were fitted using the program
Origin™ 7.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, USA), with esti-
mation of ICso values (i.e. concentrations inducing 50% relaxation)
for phenylephrine-induced contractions.

2.6. Drugs and chemicals

Acetylcholine chloride, antibiotics/antimycotic (penicillin G, strep-
tomycin sulphate and amphotericin B), L-(+)-ascorbic acid, db-
CcAMP sodium salt, DMSO, forskolin, L-glutamine, nifedipine dymethyl
ester, L-phenylephrine hydrochloride, L-proline, rolipram, SB-203580,
thapsigargin and (+)-verapamil hydrochloride were from Sigma-
Aldrich. Ca?*-free/EDTA trypsin, DMEM/F-12 and FBS were from
Gibco-Life Technologies.

Stock solutions of these compounds were prepared and stored
at —20 °C as follows: acetylcholine (100 mM), db-cAMP (50 mM),
phenylephrine (1 mM) and verapamil (10 mM) in deionised water;
forskolin (10 mM), nifedipine (10 mM), rolipram (100 mM), SB-
203580 (10 mM) and thapsigargin (1 mM) in DMSO. Dilutions from
these stocks were prepared freshly in distilled water or physiological
buffer every day as needed for experiments. The final concentration
of DMSO never exceeded 0.01% (v/v). Control groups received treat-
ment with the solvent alone.
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Studies involving light-sensitive compounds nifedipine and ve-
rapamil were performed in the dark. All other chemicals were of
analytical grade.

3. Results

3.1. Effects of forskolin, db-cAMP, rolipram and SB-203580 on
phenylephrine-precontracted rat aortic rings

In 1.5 mM Ca?*-containing KBS, a single addition of phenylephrine
(1 uM) induced a sustained contraction of endothelium-denuded rat
aortic rings. The maximal tension reached was 1.99 4+ 0.04 g (n=239).
This contractile effect was maintained without significant tension
changes in control rings for at least 90 min. In all control assays, equiv-
alent dilutions of vehicle (DMSO) used in experiments had no signifi-
cant effects on phenylephrine-induced contractions.

Cumulative addition of forskolin (10 nM-10 uM) relaxed
phenylephrine-induced contractions with a ICsg of 87.9 nM (n=12).
A single application of forskolin (0.1 pM) induced a significant relaxa-
tion of phenylephrine-induced contraction (% of relaxation: 44.0 +2.9,
n=19, P<0.01 with respect to vehicle) (Fig. 1). db-cAMP (50 puM)
also relaxed phenylephrine-induced contractions (49.9 4+2.8%, n=21,
P<0.01 with respect to vehicle) (Fig. 1). On the other hand, rolipram,
a selective PDE4 inhibitor, (100 pM) did not significantly relax
phenylephrine-induced contraction (4.1+0.8%, n=22, P>0.05). In
the presence of rolipram (100 pM), the relaxation induced by forskolin
(0.1 pM) or db-cAMP (50 uM) was significantly potentiated (58.3 4
43% n=6 and 72.6+6.2%, n==6, respectively; P<0.05 and P<0.01
with respect to the results in absence of rolipram) (Fig. 1).

The addition of SB-203580 (10 uM), a selective p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK) inhibitor, did not significantly modify
the sustained contraction induced by phenylephrine (1 uM). In these
conditions, the relaxation induced by forskolin (0.1 uM) or db-cAMP
(50 uM) was significantly increased (62.3 +1.9%, n=238 and 83.44+7.3%,
n=29, respectively; P<0.01 with respect to the controls in absence of
SB-203580, in both cases) (Fig. 2).

3.2. Effects of forskolin, rolipram and phenylephrine on cAMP production
in isolated RASMC

In another set of experiments, [CAMP]; were assessed by EIA in iso-
lated rat aortic smooth muscle cells. Basal [CAMP]; was 27.2+9.6
fmol/well (n=38). This value was not affected by 0.1 M forskolin
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Fig. 1. Effects of rolipram (ROL) on the relaxation induced forskolin (FSK) and db-cAMP
in endothelium-denuded rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine (1 uM).
Data are mean-s.e.m. of at least 6 experiments. **P<0.01 with respect to vehicle
control; *P<0.05 or **P<0.01 with respect to the results in the absence of rolipram.
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Fig. 2. Effects of SB-203580 on the relaxation induced by forskolin and db-cAMP in
endothelium-denuded rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine (1 uM).
Data are mean +s.e.m. of at least 8 experiments. **P<0.01 with respect to the results
in the absence of SB-203580.

(39.0+7.5 fmol/well, n=38, P>0.05), although it was significantly
increased by 10 uM forskolin (94.2 4+24.6 fmol/well, n=28, P<0.05)
(Fig. 3A).

Rolipram (100 pM, 1 mM) did not modify basal [cAMP];, but sig-
nificantly potentiated forskolin-induced increases when they were
administered together ([cAMP]; in fmol/well: 96.8 £17.3 for 0.1 uM
forskolin and 186.44-73.8 for 10 uM forskolin in the presence of
100 uM rolipram; 668.24107.3 for 0.1 uM forskolin and 926.8 +
91.0 for 10 pM forskolin in the presence of 1 mM rolipram; P<0.01
with respect to the corresponding levels in the absence of rolipram,
n=28 in all cases; Fig. 3A).

A 10 min preincubation with phenylephrine (1 pM) did not signif-
icantly modify basal [cCAMP]; in RASMC. The subsequent addition of
rolipram (100 pM, 1 mM) significantly increased [cAMP]; ([cAMP]; in
fmol/well: 71.3 £ 15.8 and 128.9 4-44.2, respectively; n=38, P<0.05 in
both cases). After 10 min in the presence of phenylephrine (1 uM),
the addition of forskolin (0.1 uM, 10 pM) significantly increased basal
[cAMP]; ([cAMP]; in fmol/well: 120.2+81.0, n=28 and 491.4+96.5,
n =7, respectively; P<0.01 with respect to basal values in the absence
of phenylephrine in both cases) (Fig. 3B). Also, a 10 min preincubation
with phenylephrine (1 uM) significantly potenciated the increases of
[cAMP); induced by the combination of 100 uM rolipram and 0.1 pM
forskolin when they were administered together (228.1465.0 fmol/
well, n=38, P<0.01).

A 10 min preincubation with SB-203580 (10 puM) did not significant-
ly modify basal or forskolin-enhanced [cAMP]; values ([cAMP]; in fmol/
well after treatment with SB-203580: 18.94-10.7 in vehicle-treated
cells; 36.3413.7 in cells treated with 0.1 pM forskolin and 88.04-19.6
in cells treated with 10 uM forskolin; n =6, P>0.05 with respect to the
controls in the absence of SB-203580 in all cases) (Fig. 3C).

3.3. Effects of L-type Ca®™* channels inhibitors in forskolin-induced
vasorelaxation

The L-type voltage operated Ca®>™ channel (VOCC) inhibitors
nifedipine (1 pM) and verapamil (1 pM) partially inhibited the
phenylephrine-induced contraction (% of relaxation of the
phenylephrine-induced contraction: 46.2 + 2.6, n=12 for nifedipine
and 39.042.2, n=12 for verapamil; P<0.01 with respect to vehicle in
both cases). Once the relaxation induced by nifedipine or verapamil
was stabilized, the subsequent addition of forskolin (0.1 M) almost
completely relaxed the remaining contraction (% of relaxation with re-
spect to the initial contraction with phenylephrine: 46.5 +5.8%, n=6
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Fig. 3. Measurement of [CAMP]; in RASMC by EIA (A) Forskolin (FSK)-induced increases
on [cAMP]; are potentiated in the presence of the PDE4 inhibitor rolipram (ROL). Data
are mean 4 s.e.m. of at least 8 experiments. **P<0.01 with respect to the results in the
absence of ROL. (B) In the presence of phenylephrine (PHE), rolipram induce a signif-
icant increase of [CAMP]; and the increase of [CAMP]; induced by FSK or by ROL + FSK is
significantly enhanced. Data are mean+s.e.m. of at least 8 experiments. *P<0.05 or
**P<0.01 with respect to the results in the absence of PHE. (C) Pretreatment of
RAMSC with SB-203580 (SB) did not modify [CAMP]; in basal conditions or in the pres-
ence of FSK. *P<0.05 with respect to controls with vehicle.

and 51.3+1.8%, n=6 in the presence of nifedipine or verapamil, re-
spectively; P> 0.05 with respect to the controls in the absence of nifed-
ipine or verapamil) (see representative trace in Fig. 4).

Fig. 4. Representative tension/time trace of the contractile response to phenylephrine
(PHE, 1 pM) in endothelium-denuded rat aortic rings and subsequent treatment with
nifedipine (NIF, 1 uM) and forskolin (FSK, 0.1 uM).

3.4. Effects of forskolin and db-cAMP on the contraction by
phenyleprhine in absence of extracellular Ca®*

After a period of 20 min in Ca?*-free KBS, phenylephrine (1 uM)
evoked a transient contraction of the aortic rings (maximal tension
reached: 0.57 +-0.03 g, n=46) that returned to basal values within
6 min. Then, the organs were washed for 45 min with 1.5 mM
Ca2*-containing KBS (in order to replenish intracellular Ca™ stores)
followed by another 20 min period in Ca?*-free KBS. A subsequent
application of 1 uM phenylephrine induced a second transient con-
traction of the aortic rings (maximal tension reached: 0.40+40.02 g,
n = 24) which represents 85.5 4+ 4.9% of the first contraction (Table 1).

In order to study cAMP effects on phenylephrine-induced contrac-
tions in the absence of extracellular Ca?*, forskolin or db-cAMP (or
vehicle for controls) were added to the organ bath 15 min before the
second application of phenylephrine. This second phenylephrine-
induced contraction was significantly reduced in the presence of
forskolin (0.1 uM) (Table 1). Similar results were obtained after
preincubation with 50 pM db-cAMP (Table 1).

3.5. Effects of forskolin and db-cAMP on contractions induced by
activation of capacitative Ca®™* entry

In Ca?*-free medium, endothelium-denuded rat aortic rings did
not contract in response to thapsigargin (1 pM), which depletes intra-
cellular Ca?™ stores by blockade of the sarcoplasmic/endoplasmic re-
ticulum Ca® ™ ATPase (SERCA). After treatment with thapsigargin, the
change to Ca?*-containing medium induced a sustained contractile
response (maximal tension reached: 0.38 +0.07 g, n=7). This con-
traction, which has been attributed to the activation of the so-called
capacitative Ca®™ entry through store-operated calcium channels
(SOCC, see Discussion), was significantly relaxed by 0.1 uM forskolin
or 50 uM db-cAMP (Table 1).

As described in Section 3.3, the addition of phenylephrine (1 pM)
in Ca?*-free solution induced a transient contraction by depletion of
intracellular IPs-sensitive Ca®* stores. After 15 min of washing with

Table 1

Effects of forskolin and db-cAMP on the contractions induced by a second application of
phenylephrine in a Ca®*-free external solution, following the protocol described in
Section 3.4 (2nd PHE): the results are expressed as % of the first phenyleprhine induced
contraction, considered as 100%. Effects of forskolin and db-cAMP on the contractions
induced by reintroduction of Ca?* in the external solution after depletion of the intra-
cellular Ca®* stores with 1 uM thapsigargin (Ca™ after THAPS) or 1 uM phenylephrine
(Ca®* after PHE), following the protocols described in Section 3.5: the results are
expressed as % of the contraction measured in the absence of forskolin, db-cAMP or
vehicle.

2nd PHE (1 pM) Ca%* after THAPS Ca%* after PHE

Vehicle 85.5+49 (n=24) 103+3.6 (n=8) 97+4.7 (n=10)

Forskolin ~ 493+7.6™ (n=12) 84.6+7.0" (n=5) 706+64™ (n=9)
(0'1 MM) T Kk sk

db-cAMP  60.8+54" (n=12) 784465 (n=5) 735+45" (n=9)
(50 uM)

** P<0.01 with respect to controls with vehicle (equivalent dilutions of DMSO).
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Ca?*"-free medium, a second administration of phenylephrine (1 puM)
did not induce a significant contraction of the preparations (data not
shown). In these conditions, after treatment with phenylephrine,
re-introduction of external Ca>™ (1.5 mM) induced a sustained con-
tractile response on aortic rings (maximal tension reached: 0.50 +
0.08 g, n=32). This contraction was significantly relaxed by 0.1 uM
forskolin or 50 pM db-cAMP (Table 1). The remaining contraction was
completely suppressed by the addition of nifedipine (data not shown).

4. Discussion

In our experiments, forskolin relaxed endothelium-denuded rat
aortic rings pre-contracted with phenylephrine with higher potency
to that previously described (Delpy et al., 1996) and with similar
potency to that described in endothelium-intact rat aortic rings
precontracted with phenylephrine (Delpy et al., 1996), noradrenaline
(Sukhanova et al., 2006) or with high K™ concentration (Elgoyhen
et al, 1992; Silver et al., 1985). Although it is generally accepted
that this effect is mediated by its ability to increase [CAMP]; (Insel
and Ostrom, 2003; Rembold and Chen, 1998), other authors have
suggested that the vasorelaxant actions of forskolin could be due to
the inhibition of a number of membrane transport proteins and chan-
nel proteins through a mechanism that does not involve the produc-
tion of cCAMP (Laurenza et al., 1989). According to this last hypothesis,
forskolin (0.1 uM), which relaxed phenylephrine-precontracted aor-
tic rings in ~44%, did not significantly induce an increase in [cAMP];
in RASMC. However the forskolin vasorelaxation observed here
seems to be mainly mediated by an increase in [CAMP];, since:

i) We have shown, for the first time, that low concentrations of
forskolin (0.1 pM) significantly increase basal [cAMP]; in the
presence, but not in the absence, of phenylephrine, which did
not modify [cCAMP]; by itself.

The effects of forskolin described here are reproduced by the
cAMP analogue db-AMPc. Also, the vasorelaxant effects of
forskolin and db-cAMP were similarly affected by rolipram,
SB-203580, nifedipine or verapamil.

Although rolipram did not modify phenylephrine contractions,
it significantly potentiated forskolin- and db-cAMP-induced
relaxation. Furthermore, it has been previously described that
PDE4 activity is not relevant for the regulation of rat aortic
smooth muscle contractility, since rolipram did not relax
endothelium-deprived rat aortic rings pre-contracted with
norepinephrine or high K (Noguera et al., 2001). All this to-
gether suggests that the role of PDE4 in the regulation of rat
aortic smooth muscle contractility is not relevant at basal
[cAMP]; but, when [cAMP]; is enhanced, PDE4 activity may be
increased as a mechanism of compensation to speed-up
cAMP degradation, thus counteracting its vasorelaxant activity.
This increase in cAMP-PDE activity should be independent
of the increased expression of PDE4 detected in vascular and
endothelial cells after long-term sustained [cAMP]; increases
(Campos-Toimil et al., 2008; Maurice, 1998) and could be re-
lated to PKA-dependent phosphorylation which increases
PDE4 activity (Liu and Maurice, 1999; Sette et al., 1994).

=:
—

iii

-

Our enzyme-immunoassay experiments confirm that rolipram
was unable to induce an increase of basal [cCAMP];, indicating that
RASMC does not have significant basal AC activity. Despite this,
rolipram significantly potentiated the forskolin-induced increases in
[cAMP];. This potentiation was higher in phenylephrine pre-treated
RASMC, although this agonist did not increase basal cAMP levels by
itself (see above). Interestingly, rolipram also induces an increase
of [CAMP]; in the presence of phenylephrine. From these results we
cannot infer the mechanism by which phenylephrine potentiates
cAMP increases; however previous reports have suggested that the
activation of «y-adrenoceptors may potentiate the increases in

[cAMP); induced by different stimuli (Etgen and Petitti, 1987; LeSage
et al,, 2004). With reference to our dataset it has been reported that
this effect could be mediated by PKC activation (Ho et al., 1988).

It has been reported that PDE4 inhibition induces endothelium-
independent relaxation of several pre-contracted vascular prepara-
tions. For example, the selective PDE4 inhibitors denbufylline and
rolipram relax canine basilar artery pre-contracted with U46619, a
thromboxane mimetic (Willette et al., 1997) and rolipram significant-
ly relaxes human umbilical arteries pre-contracted with histamine
and potentiates the relaxation induced by forskolin in the same prep-
aration (Santos-Silva et al., 2008). A similar effect has been reported
for Ro 20-1724, a selective PDE4 inhibitor, which induces a potentia-
tion of the forskolin-induced relaxation in several preparations of
non-vascular smooth muscle (Muller and Baer, 1983). This is, to our
knowledge, the first study showing that inhibition of PDE4 potenti-
ates the direct vasodilator effect of cAMP-elevating agents in rat
aortic vascular smooth muscle. This is in contrast to the findings of
Noguera et al. (2001) that PDE4 was not involved in the relaxation
of rat aorta.

The p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway has
been shown to be implicated in vascular smooth muscle contraction
(Bao et al., 2007; Srinivasan et al., 2008). In rat aorta, SB-203580, a se-
lective p38 MAPK inhibitor, reduces the contractile effect of endothelin
1 (Park et al, 2003) or angiotensin Il (Meloche et al, 2000) in
endothelium-denuded preparations. It has been reported that forskolin
increases the levels of phosphorylation of p38 MAPK in porcine aortic
endothelial cells (Grossini et al., 2009) and that forskolin or db-cAMP
reduced the thrombin-induced phosphorylation of p38 MAP kinase in
aortic smooth muscle A10 cells (Nakajima et al., 2005).

Our results suggest that p38 MAPK is not involved in phenylephrine-
induced contraction of rat aortic rings, since its inhibition with SB-203580
did not alter these contractions. However, the vasorelaxant effects evoked
by cAMP-elevating agents in aortic rings pre-contracted with phenyleph-
rine were potentiated in the presence of p38 MAPK inhibitor. This is, to
our knowledge, the first report on the effects of p38 MAPK inhibition on
the vasorelaxant effects of cCAMP. Based on these results, we believe that
activated p38 MAPK may counteract, in part, the cAMP-mediated relaxa-
tion by a mechanism not related to the contraction induced by the agonist
itself, but by interfering with cAMP downstream signalling, since
SB-203580 did not modify basal or forskolin-enhanced [cAMP]; levels.
However, further experiments are needed to confirm this possibility.

In vascular smooth muscle, phenylephrine induces contraction
by activation of o; adrenergic G-protein-coupled receptors and the
subsequent increase of [Ca®*]. due to inositol 1,4,5-trisphosphate-(IP5)
mediated release of Ca? ™ from internal stores and Ca? " influx via sev-
eral types of Ca®*-permeable channels, including receptor-coupled
Ca?™ channels, agonist-activated non-selective cation channels,
dihydropyridine-sensitive Ca®?™ channels and store operated Ca®™
channels responsible for capacitative Ca?™ entry (Docherty, 2010;
Sanders, 2001).

Here, the complete inhibition of nifedipine- or verapamil-sensitive
channels reduces by ~40% the phenylephrine induced contractions,
demonstrating that L-type VOCC participate in phenylephrine-induced
contraction in rat aorta, as previously reported for noradrenaline-
induce contractions (Hagiwara et al.,, 1993), and in accordance with
our results showing that the plateau phase of the angiotensin
[I-induced response was partially inhibited by nifedipine in isolated
rat aortic myocytes (Campos-Toimil et al., 2007). Interestingly, once
the relaxation induced by both VOCC inhibitors had stabilized, the
remaining contraction was almost completely inhibited by forskolin.
Considering the total phenylephrine contraction as 100%, the relaxa-
tion induced by forskolin is similar to that measured in the absence of
the VOCC inhibitors (~50% of the total phenylephrine contraction).
Although these results suggest that the vasorelaxant effect due to
increases in cAMP is not mediated by a reduction of Ca?™ entry though
L-type VOCC, contrasting results have been described by Orlov et al.
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(1996), measuring “°Ca®* influx in RASMC and by Satoh and
Sperelakis (1995) using patch clamp recording in A7r5 cells, a vascular
smooth muscle cell line obtained from embryonic rat aorta. Therefore
care must taken with the interpretation of this data until an explana-
tion for these differences can be found.

In the absence of extracellular Ca®™, forskolin and db-cAMP
inhibited the contraction induced by phenylephrine, suggesting that
increases in [cCAMP]; reduce the release of Ca?™ from intracellular
stores in rat aortic myocytes. In good agreement with our results,
Ahn et al. (1992) demonstrated that both forskolin and db-cAMP
reduce IP3 production in rat aortic vascular smooth muscle. Additional-
ly, Yang et al. (1999) have reported that [cCAMP]; rises might reduce
agonist-induced Ca®>™ mobilisation from IPs-sensitive Ca%™ stores in
canine aortic smooth muscle cells and suggested that this effect could
be mediated by PKA activation that might inhibit IP; generation.

It has been described that depletion of intracellular Ca?* pools,
either by membrane agonists or by intracellular agents, increases
membrane permeability to Ca®?™ in non-excitable cells, which, in
turn, allows the refilling of depleted stores through SOCC, in accor-
dance with the so-called “capacitative model” or store operated
Ca®™ entry (SOCE) (Alvarez-Castro et al., 2004; Putney, 2009), a pro-
cess that is associated with a functional contraction in rat aorta
(Noguera et al,, 1998). In recent years, transient receptor potential
(TRP) and Orai channels have been presented as molecular candi-
dates for SOCC (Potier and Trebak, 2008).

In RASMC, SOCE can be partially inhibited by nifedipine
(Alvarez-Castro et al., 2004). Here, reintroduction of external Ca®™"
after depletion of intracellular Ca?™ stores with phenylephrine or
thapsigargin elicited a sustained contraction that was relaxed by
forskolin or db-cAMP, the remaining contraction being mediated by
Ca®™ entry through nifedipine-sensitive channels. These results sug-
gest that forskolin- and db-cAMP-induced relaxation of rat aortic
smooth muscle is mediated, in part, by inhibition of Ca?* entry
through SOCC. The different potency of forskolin and db-cAMP to
relax the SOCE-evoked contractions induced by phenylephrine or
thapsigargin is probably due to the activation of different channels
after depletion of intracellular stores with at-adrenergic inhibitors or
SERCA inhibitors in rat aorta (Noguera et al., 1997).

The hypothesis of an inhibition of both intracellular Ca®>* release
and capacitative Ca2™ entry in vascular smooth muscle cells as a
mechanism underlying cAMP-induced vasorelaxation is supported
by our previous results with isolated rat aortic smooth muscle cells.
In these cells we have measured [Ca%™]; with fura-2 and [cAMP]; by
fluorescence resonance energy transfer (FRET) using epac-cAMPs
dyes, showing that forskolin-induced increases of cAMP are able to
inhibit intracellular Ca®* release and the subsequent transmembrane
store operated Ca?™ entry in an independent way (Cuifias et al,,
2010).

4.1. Conclusions

Nanomolar concentrations of forskolin induce vasorelaxation of
rat aortic smooth muscle by inducing an increase in [CAMP];. The
mechanism of this relaxation, at least in part, consists of a reduction
of Ca?™ release from intracellular Ca% ™ reservoirs and an inhibition
of the subsequent transmembrane SOCE. In our experimental condi-
tions, the cAMP-induced relaxation of endothelium-deprived rat aortic
rings is not reduced after inhibition of L-type VOCC with nifedipine or
verapamil and it is potentiated by selective inhibition of p38 MAPK
with SB-203580 or PDE4 with rolipram.
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