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1. EL SISTEMA VASCULAR

El sistema vascular, también llamado aparato circulatorio, consta de los
vasos que transportan sangre y linfa a través del cuerpo. En esta revisidon, nos

ocuparemos del sistema vascular sanguineo, omitiendo el sistema linfatico.

Los vasos del sistema vascular sanguineo conducen la sangre con la
finalidad de suministrar oxigeno y nutrientes a los tejidos y eliminar los
desechos que alli se producen. Hay dos tipos principales de vasos sanguineos:
las arterias, que alejan la sangre del corazén hacia los capilares a una presion
relativamente alta, y las venas que llevan la sangre de vuelta al corazén desde

los capilares, a una presion relativamente baja.

1.1 Estructura de los vasos sanguineos

La pared de los vasos sanguineos esta constituida fundamentalmente por
tres capas o tunicas concéntricas: una interna o intima, una central o media y

una mas externa denominada adventicia (Imagen 1).

La tunica intima es la capa interna del vaso que se encuentra en contacto
directo con la sangre circulante. Estd formada por una monocapa de células
epiteliales planas altamente especializadas que se denomina endotelio. Las
células endoteliales (CE) estan unidas entre si mediante uniones ocluyentes,
uniones tipo nexo y uniones estrechas (Dejana y cols., 1995; Telo y cols., 1997;
Schnittler, 1998; Michiels, 2003). La capa de CE descansa sobre una ldmina basal
rica en colageno, elastina, fibronectina, laminina y proteoglicanos (Sumpio vy
cols., 2002). A su vez la lamina basal descansa sobre una ldmina elastica interna
(LEI) muy fina y fenestrada (Briones y cols., 2003) que separa la tunica intima de

la tunica media.

El endotelio no es simplemente una barrera fisica que separa la sangre de
los tejidos y que facilita el intercambio selectivo de sustancias, como se pensaba
hace 30 afios, sino que es un drgano muy importante, que participa en muchos

procesos metabdlicos y funcionales, incluyendo la regulacion de la homeostasis
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y el tono vascular, la respuesta inflamatoria, la coagulacién, la angiogénesis, la
defensa inmune, la produccion de factores de crecimiento o la formacion de la
matriz extracelular (Sumpio y cols., 2002; Félétou y cols., 2011; Garland y
Weston, 2011; Szab6 y Papapetropoulos, 2011). Nuestro trabajo se centra sobre
todo en el papel que desempefia el endotelio en la modulaciéon del tono
vascular, que se detalla con mas profundidad en el apartado 1.5 “Endotelio

vascular y oxido nitrico (NO)”.

TUNICA ADVENTICIA (ADV)

Ladmina elastica externa (LEE)
Tejido conectivo

NICA INTIMA

Endotelio (CE)
Lamina basal

Lamina elastica interna (LEI)
Musculo liso (CML)

TUNICA MEDIA

Imagen 1. Estructura de los vasos sanguineos.

La tanica media es la capa intermedia del vaso sanguineo y la de mayor
grosor. Esta formada predominantemente por células musculares lisas (CML)
qgue se disponen en capas concéntricas, reforzadas por capas de tejido eldstico
qgue forman la ldmina eldstica (LE). Las CML estdn embebidas en una matriz
extracelular rica en elastina y coldgeno, tienen un Unico nucleo central, son

fusiformes y dispuestas circular o helicoidalmente alrededor de la luz del vaso.

La tunica media, ademas de servir como soporte muscular de la pared
vascular, es la encargada de la actividad vasomotora, de forma que la
contraccion o relajacion de las CML afecta al didmetro interno del vaso. El
aparato contractil se encuentra en el interior de las CML y esta formado por
filamentos finos de actina y gruesos de miosina (mas adelante, en el apartado

1.4 “Regulacion del tono vascular”, se describe el mecanismo de contraccion del

2
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musculo liso). La presencia de uniones tipo nexo entre células vecinas aseguran
la unidad funcional y facilitan la coordinacién de la contraccién (Lagaud y cols.,
2002). Asimismo, las CML mantienen contacto con las CE a través de las

fenestras de la LEI.

La tanica adventicia (ADV) es la capa mas alejada de la luz del vaso y
rodea la tunica media, de la cual estda separada a través de una membrana
llamada ldmina elastica externa (LEE). La ADV esta formada por diferentes tipos
de células (como fibroblastos, macréfagos, mastocitos y adipocitos) y por tejido
conectivo (colageno y elastina). A través de la ADV circulan una red de vasos de
calibre muy pequeifo denominados vasa vasorum (que irrigan de manera
profunda los vasos de grueso calibre) y penetran las fibras nerviosas que inervan

las arterias y arteriolas (Hirst y Edwards, 1989).

Tradicionalmente se ha considerado que la funciéon principal de la ADV
era ejercer de soporte estructural de los vasos sanguineos. No obstante, hoy en
dia se piensa que puede jugar un papel importante en la regulacién del tono
vascular y en la patogenia de algunas enfermedades cardiovasculares como la
arterioesclerosis (Gutterman, 1999) y la hipertensién (Arribas y cols., 1997a,

1997b; Kantachuvesiri y cols., 2001).

A pesar de que esta disposicion en tres tunicas sea comun a todos los
vasos sanguineos, existen diferencias dependiendo del tipo de vaso (arterias,
venas y vasos linfaticos), pudiendo variar, entre otros parametros, la proporcién
y el grosor de cada tunica o el grado de inervacidon de los tejidos (Hirst y

Edwards, 1989).
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1.2 Clasificacion de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos cumplen diferentes funciones, seguin las cuales se
clasifican en: arterias de conductancia, arterias de resistencia, vasos de
intercambio y vasos de capacitancia (Levick, 2003; Imagen 2). En cada clase de

vaso, la pared vascular esta adaptada a su papel fisioldgico.

Corazoén

Aorta

Vena
cava

Pequefias arterias

Grandes arterias Capilar

«

"

Arteriola
Vénula

Conductancia Resistencia Intercambio Capacitancia
Imagen 2. Diferentes tipos de vasos sanguineos.

Las arterias de conductancia, que distribuyen la sangre a todo el
organismo, pueden ser elasticas o musculares. Las arterias elasticas son las
grandes arterias como la aorta y la iliaca, que en humanos presentan un
diametro entre 1 y 2 cm. Tienen una pared muy distensible porque su tunica
media consiste en varias capas de LE fenestradas que se alternan con las capas
de CML. La elastina, proteina extracelular 6 veces mas extensible que el caucho,

permite que las arterias eldsticas se expandan alrededor de un 10 % en cada
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latido cardiaco, acomoddandose para la expulsidon de la sangre. La retraccion de
los vasos elasticos durante la diastole transforma el flujo pulsatil de la aorta
ascendente en un flujo continuo en las arterias mas distales. El coldgeno que es
100 veces mas rigido que la elastina, impide la sobredistension del vaso. Estas
arterias juegan un doble papel fisioldgico: son conductoras y reguladoras del

caudal sanguineo.

Las arterias musculares de conductancia son arterias de mediano vy
pequefio calibre como las coronarias o las cerebrales, con un diametro entre
0,1-1 cm en humanos. Presentan una tunica media mads gruesa respecto a las
arterias eldsticas, con abundantes CML, entre las cuales se encuentran fibras de
colageno y proteoglicanos. La pared gruesa impide el colapso en los lugares en
los que hay curvaturas afiladas como en el codo y la rodilla. Fisioldgicamente, su

funcidn es controlar la luz del vaso y regular el flujo sanguineo.

Las arterias de resistencia son arterias musculares de didmetro pequefio
(< 500 pm en humanos). Las arterias musculares poseen una rica inervacion
autondémica (Fuxe y Sedvall, 1965; Furness y Marshall, 1974; Bevan, 1979). Al
contrario que las grandes arterias, las arterias de resistencia influyen sobre la
presion arterial media local y el flujo sanguineo (Christensen y Mulvany, 2001).
Dado que estos vasos controlan la resistencia al flujo, sirven como “grifos” de la
circulaciéon, pudiendo aumentar o disminuir el flujo para adecuarse a la
demanda local. Cuando los vasos de resistencia se dilatan, |a resistencia cae y el
flujo local aumenta. En cambio, la vasoconstriccion aumenta la resistencia a
nivel local, reduciendo el flujo sanguineo. Estas arterias musculares, al
ramificarse, van disminuyendo de calibre de forma gradual, hasta acabar en las
arteriolas, que a su vez se abren en un sistema de vasos muy delgados, que se
denominan capilares. Las arteriolas terminales también ajustan la perfusion

sanguinea a nivel capilar (Levick, 2003).

El intercambio de gases y metabolitos tiene lugar principalmente en los
capilares, muy numerosos y pequenos (didmetro de 4-7 um). La pared de los
capilares consta de una sola capa de CE de 0,5 um de grosor, que facilita el paso

de sustancias. Parte del intercambio gaseoso tiene lugar en las vénulas
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periciticas y postcapilares (diametro de 15-50 um) que carecen de capa
muscular lisa. No obstante, parte del O, pasa también a través de las arteriolas.
Estrictamente hablando, el término vasos de intercambio comprende
microvasos de los dos lados de la red capilar. Aunque los capilares son muy
estrechos, el lecho capilar en su conjunto presenta una resistencia baja al flujo y
una caida modesta de la presion. Ello es debido al gran nimero de capilares
estructurados en paralelo y a su pequefa longitud (aproximadamente 1 mm). La
gran area de la seccion del lecho capilar disminuye la velocidad a 0,5/1 mm/s.
Como resultado, cada glébulo rojo tarda entre 0,5 a 2 segundos en atravesar los
capilares. Este tiempo de transito es suficiente para que el glébulo rojo pueda

dejar O, y capturar CO, de los tejidos (Levick, 2003).

Los vasos de capacitancia son vasos venosos que actian como depdsito.
Las vénulas (didmetro de 50-200 um) y las venas (diametro de 0,2-5 mm)
difieren principalmente en tamaio y numero. Tienen una pared delgada que
comprende la tunica intima, la tunica media (con musculatura lisa y colageno) y
la ADV. Las vénulas y las venas pequefias son mdas numerosas que Sus
correspondientes arteriolas y arterias, tienen menos musculo y su resistencia
neta es muy baja. Una caida de presidon de sélo 10-15 mmHg es suficiente para
conducir el gasto cardiaco de las vénulas hacia la auricula derecha. Dado su gran
ndmero y tamafo, las venas contienen aproximadamente dos tercios de la
sangre circulante por lo que se denominan vasos de capacitancia. Pero, debido
a que tienen una pared muy fina, se distienden o colapsan con facilidad
actuando como depésitos de sangre. Muchas venas periféricas estan inervadas
por fibras nerviosas, por lo que el volumen sanguineo en el depdsito venoso
puede ser controlado activamente: por ejemplo, en situaciones de estrés, los
vasos de capacitancia se contraen y desplazan la sangre al corazén y a las
arterias. Todas las venas confluyen en las venas cavas (superior e inferior, con
un didametro de hasta 3 cm) que finalmente desembocan en la auricula derecha

del corazon.
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1.3 Regulacion del sistema vascular por el sistema nervioso
autonomo. Adrenoceptores (AR)

El sistema vascular esta regulado por el sistema nervioso auténomo, que
influye en la vasculatura principalmente a través de cambios en la liberacion de
las catecolaminas noradrenalina (NA) y adrenalina (A) de las terminales
nerviosas simpaticas y la meédula suprarrenal. La NA se libera de las
terminaciones noradrenérgicas posganglionares y ambas catecolaminas (NA y

mayoritariamente A) se secretan de la médula suprarrenal.

Los vasos sanguineos estan inervados por las fibras del sistema nervioso
autéonomo, las cuales penetran por la ADV para alcanzan las CML y las CE. Esta
inervacion se extiende a lo largo de todo el lecho vascular, desde las arterias
hasta las venas, excluidos los capilares, siendo mds abundante en los vasos de
resistencia que en los de conductancia. De esta forma se ha descrito que los
vasos de resistencia, como las arterias mesentéricas de pequefio calibre
(A.M.R.), estan altamente inervados, mientras que los vasos de conductancia,
como la aorta, estdn pobremente inervados (Fuxe y Sedvall, 1965; Furness y
Marshall, 1974; Bevan, 1979).

Existen dos tipos de inervacion vascular:

- una inervacion simpatica (noradrenérgica) que puede ejercer una accion
vasoconstrictora, a través de la activacion de los receptores adrenérgicos o

adrenoceptores (AR) a, o vasodilatadora, a través de la activacion de los AR [3;

- una inervacidn parasimpatica (colinérgica) que ejerce una accidn
vasodilatadora, a través de activacion de los receptores muscarinicos (M3) que

producen la liberacién de NO de las CE.

No obstante, el control de la circulacidon y el mantenimiento de la presién
sanguinea dependen mayoritariamente de la inervacidn simpatica
vasoconstrictora (Tsuru, 1999). Los nervios vasoconstrictores actuan
constantemente, es decir que existe un tono vasoconstrictor que mantiene a las
arterias en un estado de permanente semicontraccion. La supresion de dicho

tono en un territorio vascular provoca una vasodilatacidn. Si se excitan entonces
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los nervios vasodilatadores de esa zona, se producira una dilatacién aun mayor

de los vasos.

El principal neurotransmisor de la inervacidn simpatica es la NA, ademas
de otros como A y dopamina. Las terminaciones noradrenérgicas, junto con la
NA, contienen también cotransmisores como ATP y neuropéptido Y (Donoso y
cols., 1997; Tsuru y cols., 2002) (Imagen 3).

1. Neurotransmisor

Receptores presindpticos

Cotransmisores:  s7p_ =
-NA o -
- ATP y
- neuropéptido Y

2. Receptores

Senalizacion celular

ARa, 3. Respuesta

Qyp, Olog, O , .
NA (Czn, Oz, Otzc) Efectos inmediatos:
Vesiculas — /A ~ 59 AR« vasoconstriccién
. ) e e T 1 -

sinapticas,—/ b [

(04, A3, Otyp) - vasorelajacion

N
&

1 ARB Efectos troficos
(Bll BZI B3)

Terminal nerviosa
simpaticaadrenérgica

Membrana
dela célula efectora

Imagen 3. Inervacion simpdtica y mecanismo neuroefector adrenérgico en los vasos
sanguineos (modificado de Tsuru y cols., 2002).

1. Neurotransmisor: el neurotransmisor noradrenalina (NA) es liberado por la
terminacion nerviosa simpdtica. Las fibras nerviosas simpdticas pueden contener
cotransmisores como ATP y neuropéptido Y. La liberacion de NA puede ser modulada
presindpticamente, por ejemplo a través de los AR o, o del receptor de adenosina A;.

2. Receptores: en la membrana de la célula efectora se encuentran diferentes tipos (a;,
a, y B) y subtipos (aa 015 Qip, Q2a Q28 Qac Pi1, P2 ¥ P3) de AR. Existen diferencias
regionales notables en la poblacion de los subtipos de AR.

3. Respuesta: la inervacion simpdtica puede producir tanto efectos inmediatos, como la
vasoconstriccion y la vasodilatacion, como efectos troficos a largo plazo sobre los vasos
sanguineos.
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La NA es una catecolamina (como la dopamina y la A) que se sintetiza en
todas las sinapsis adrenérgicas del sistema nervioso central y periférico, se
almacena en las vesiculas sindpticas y se libera al espacio sinaptico por
exocitosis. Una vez en la hendidura sinaptica, la NA actua sobre tres tipos de
receptores especificos: AR a;, a, y B, situados tanto a nivel pre como
postsinaptico (Guimaraes y Moura, 2001) (Imagen 3). Ademds, puede ser
recaptada por la neurona, donde se incorpora a nuevas vesiculas sindpticas o se
degrada mediante la enzima monoaminooxidasa (MAQO) o catecol-O-metil
transferasa (COMT) (Hein, 2006).

Los AR presinapticos localizados en las terminaciones nerviosas son,
tradicionalmente, los AR a, (Imagen 3): su activacién inhibe la liberacién de NA
(Eneroy cols., 1972), ejerciendo un control por retroalimentacién negativa de la
funcion del sistema auténomo. Pero, en algunas neuronas noradrenérgicas
presinapticas, se ha descrito también la presencia de los AR B, cuya estimulacion
facilita la liberaciéon de NA (Marin y Balfagdn, 1998). Estudios mas recientes
demuestran la presencia de AR a; y B en nervios de arterias mesentéricas de
ratén y A.M.R. de rata que pueden ser o bien terminales nerviosas simpaticas o
nervios sensoriales (Briones y cols., 2005; McGrath y cols, 2005). De hecho,
Scotland y cols. (2004) han descrito la presencia de nervios sensoriales en las
arterias de mesentéricas que pueden participar de forma local en la regulacién

del tono midgeno de estos vasos.

Los AR postsindpticos pueden ser de los tres tipos (a4, o, y B) (Imagen 3)
y pueden expresarse tanto en las CML como en las CE. En las CML, la NA
liberada desde las terminaciones nerviosas o la A circulante pueden activar los
AR a; y B. Ambos son receptores acoplados a proteina G, pero desencadenantes
de acciones opuestas. En el caso de los AR a;, tras su estimulacién, se activa la
fosfolipasa C (PLC) y se produce un incremento en los segundos mensajeros
inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG), provocando la liberacidon de calcio
(Ca*) intracelular y vasoconstriccidn (Garcia-Sainz y cols., 2000) (ver: apartado
1.4.1 “Contraccion” e Imagen 5). En el caso de los AR B, su unién a la NA activa
la adenilato ciclasa (AC), produciendo un incremento de adenosin monofosfato

ciclico (AMPc), el cual activa la proteina cinasa A (PKA) y provoca la disminucién

9
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en los niveles de Ca®' intracelular, originando la relajacién del musculo liso
vascular (Werstiuk y Lee, 2000) (ver: apartado 2.5.1 “Via de sefializacion cldsica
del AMPc” e Imagen 12).

La respuesta neta a la NA y A es el resultado de la estimulacion de ambos
tipos de receptores (a; y B), y depende de la abundancia relativa de cada uno de
ellos. La NA posee mayor afinidad por los AR a; que por los B, y debido al
predominio de los receptores a; en las CML, el efecto global producido por la
NA liberada desde las terminaciones nerviosas adrenérgicas es vasoconstrictor
(Sastre y cols., 2010). La A es un agonista de los AR a y B, y puede producir dos
tipos de efectos: el que predomina normalmente es el vasoconstrictor, aunque
en algunos lechos vasculares puede producir una vasodilatacién (Rang y cols,
2012).

En las CE se ha descrito la presencia de los tres tipos de AR (a4, a, vy B).
Diversos estudios evidencian que la activacion de los AR a, endoteliales provoca
la liberacion de NO, lo cual atenda la vasoconstriccion producida por los AR a;
musculares (Angus y Cocks, 1989; Vanhoutte y Miller, 1989; Guimaraes y
Moura, 2001). Sin embargo diversos trabajos apuntan a que son los AR a; los
principales implicados en la relajacidon dependiente del endotelio, inducida por
NA y mediada a través de la liberacién de NO (Jones y cols., 1993; Kaneko y
Sunano, 1993; Amerini y cols., 1995; Zschauer y cols., 1997; Boer y cols., 1999;
Tuttle y Falcone, 2001; Gurdal y cols., 2005). Ademas se postula que los AR B
también se encuentran a nivel endotelial, desempefiando un papel fisiolégico en
la modulacion del tono contractil inducido por altas dosis de NA a través de la
liberacion de NO (Arribas y cols., 1994; Brawley y cols., 2000a; Vanhoutte, 2001;
Akimoto y cols., 2002).

Debido a que la distribucion de los AR a4, a, y B con regulacién simpatica
cambia segun los tipos celulares (CMLy CE) y los lechos vasculares, la respuesta
a la NA varia dependiendo del tipo de vaso (Tsuru y cols., 2002). Ademas, como
se describe en el apartado 2.1 “Clasificacion de los AR”, cada uno los tres tipos
de AR (a4, a, y B), se divide a su vez en tres subtipos diferentes, con lo que

actualmente se acepta la existencia de 9 subtipos de AR (aa, 01, Q1p, Ora, Osg,

10
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a,c, B1, By, B3) (Imagen 3) (Alexander y cols., 2011; Bond y cols., 2013), y cada

subtipo se localiza y actia preferentemente en una region vascular u otra.

En el caso de los AR a, aunque los 3 subtipos se encuentran expresados
en los diferentes lechos vasculares (Miller y cols., 1996; Zhong y Minneman
1999), la repuesta vasoconstrictora depende mayoritariamente de uno de ellos.
De esta forma, el subtipo a;, es el principal responsable de la respuesta
adrenérgica en los vasos de resistencia como las A.M.R. (Philipp y Hein, 2004;
Marti y cols., 2005; Methven y cols., 2009a) o la arteria caudal de rata (Lachnit y
cols., 1997; Piascik y cols., 1997; Gisbert y cols., 2003; Taki y cols., 2004; Tanaka
y cols. 2004; Flacco y cols., 2013), mientras el subtipo a;p lo es en los vasos de
conductancia como la aorta (Kenny y cols., 1995; Piascik y cols., 1995; Testa y
cols., 1995; Hussain y Marshall, 1997; Rudner y cols., 1999; Gisbert y cols., 2000,
2003; Marti y cols., 2005; Flacco y cols., 2013), la iliaca (Piascik y cols., 1995;
Marti y cols., 2005) o la cardtida (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Methven y
cols., 2009b) (Imagen 4). Sin embargo, existen pocas evidencias de la
participaciéon del subtipo a;z en la contraccidn de los vasos (Cavalli y cols., 1997;
Daly y cols., 2002; Tanoue y cols., 2003; Cotecchia, 2010; Docherty, 2010).

Resultados de nuestro grupo de investigacién han puesto de manifiesto
un diferente comportamiento de los subtipos de AR a; que determina las
caracteristicas contractiles del vaso en el que se encuentran. Asi la estimulacién
del subtipo a;,4 da lugar, en los vasos en los que se expresa, a respuestas
rapidas, que desaparecen también rdpidamente al eliminar el agonista
adrenérgico, mientras el subtipo a;p es el responsable de respuestas lentas que
desaparecen también lentamente al eliminar el agonista, manteniendo de esta
forma el tono contractil durante un tiempo y evitando cambios bruscos en el
calibre de estos vasos (Ziani y cols., 2002; Flacco y cols., 2013) (Imagen 4).
Nuestra hipdtesis es que en los tramos mas alejados y densamente inervados
del arbol arterial, como son las A.M.R. o la arteria caudal de rata, la alta
expresion y participacion funcional de los AR a;, garantiza una rapida respuesta
ante un estimulo noradrenérgico, seguido de una rdpida desaparicidon del tono
tras la eliminacién del agonista, permitiendo asi un ajuste rapido y fino del

calibre vascular y del flujo sanguineo a las necesidades del tejido irrigado. Por el
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contrario, en los vasos de conductancia como la aorta de rata, la estimulacion
adrenérgica ejerce un papel modulador del tono contractil: la alta participacion
funcional de los AR a;p impide cambios bruscos en el calibre de los vasos y
controla, por lo tanto, el mantenimiento del flujo sanguineo en unos niveles

estables (Gisbert y cols., 2000; Ziani y cols., 2002; Flacco y cols., 2013).

Arterias de Estimulo Arterias de
resistencia adrenérgico conductancia
(A.M.R.) (aorta)

Ay NA
NAde las circulantes
—~terminacione
nerviosas

AR a,, AR o,
Aganista
*Predominan en arterias de resistencia *Predominan en arterias de conductancia
*Baja afinidad por los agonistas *Alta afinidad por los agonistas
*Respuestarapida *Respuestalenta
*Rapida desapariciondel tono trasla *Lenta desapariciondel tono tras la
eliminacidn del agonista eliminacion del agonista

Imagen 4. Distribucion y tipo de respuesta funcional de los AR ai14y a1p en los vasos
de resistencia y de conductancia, respectivamente
(modificado de Flacco y cols., 2013).
A: adrenalina; A.M.R.: arteria mesentérica de resistencia; NA: noradrenalina.
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Es importante sefalar el posible papel que juegan los AR a; en
enfermedades cardiovasculares como la hipertensidon arterial (Guimaraes vy
Moura, 2001). Diversos autores han sugerido que uno de los factores implicados
en esta patologia puede ser el aumento en la reactividad vascular que se
observa en diferentes modelos de esta enfermedad frente a la estimulacion de
los AR a; (Villalobos-Molina y cols, 1999; Gisbert y cols., 2002). Resultados de
nuestro grupo han evidenciado un aumento en la expresién génica y
funcionalidad del AR a;p en aorta y A.M.R. en ratas hipertensas (SHR), que por
sus caracteristicas peculiares anteriormente descritas (alta afinidad por los
agonistas y recuperacion lenta del tono basal tras eliminacion del estimulo
adrenérgico), podria ser el responsable del aumento en la resistencia vascular
periférica que se produce en esta patologia (Gisbert y cols., 2002; Oliver y cols,
2009). Otros autores han descrito también en ratas SHR un aumento de la
transmisién noradrenérgica, que conlleva un aumento de la respuesta

vasoconstrictora (Jiménez-Altayd y cols., 2003).

El papel que ejercen los diferentes subtipos de AR B en los distintos
lechos vasculares se describe en el apartado 2.4.1 “Distribucion y funcion de los
AR f a nivel vascular”. Este sigue siendo un tema controvertido y es uno de los

objetivos de la presente Tesis Doctoral.

1.4 Regulacion del tono vascular

El tono vascular estd modulado por distintos factores locales (musculo
liso, endotelio), sistémicos (sistema renina-angiotensina-aldosterona) vy
nerviosos (sistema nervioso auténomo) (Sastre y cols., 2010), siendo el
resultado de multiples estimulos que en ultima instancia provocan la
contraccion o la relajacién del musculo liso vascular. Seguidamente se detallan

estos mecanismos de contraccidn y relajacion.
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1.4.1 Contraccion

Como hemos visto anteriormente en el apartado 1.1 “Estructura de los
vasos sanguineos”, la contraccion de las arterias se realiza en el musculo liso.
Las CML contienen filamentos de miosina y de actina que forman un aparato
contractil alineado aproximadamente con el eje largo de la célula. La
contraccion esta impulsada por la interaccion entre las cabezas de miosina y
actina adyacentes. Durante esta interaccion, la cabeza de miosina hidroliza ATP.
La hidrdlisis del ATP y la liberacién de ADP y P; producen una serie ordenada de
cambios alostéricos en la conformacion de la miosina. Como resultado, parte de
la energia liberada se acopla a la produccién de movimiento, asi al sufrir un
cambio ciclico de conformacidn, la cabeza de miosina va estirando el filamento
de actina, haciendo que éste se deslice sobre el filamento de miosina (Alberts y
cols., 1996). La contraccion se produce porque las células musculares se
acortan, y ello origina una disminucién del calibre de los vasos sanguineos para

regular el flujo y la presidon sanguinea (Hilgers y Webb, 2005).

La contraccién en las CML se produce, entre otros estimulos, por la NA liberada
por el sistema simpatico. La NA activa los AR a;, produciendo la liberacion del
segundo mensajero IP; que, a su vez, desencadena la liberacion de Ca** de los
depdsitos intracelulares del reticulo sarcopldsmico (RS) (Imagen 5) (Garcia-Sainz
y cols., 2000). Ademas este Ca® provoca una despolarizacion de la membrana,
con la consecuente apertura de los canales de Ca** voltaje dependientes tipo Ly

la entrada de mas Ca®* del exterior celular (Imagen 5) (Hilgers y Webb, 2005).

El otro segundo mensajero liberado por la activacién de los AR a;, el DAG,
activa la proteina cinasa C (PKC) que promueve la contraccion fosforilando los
canales de Ca®' voltaje dependiente tipo L u otras proteinas implicadas en

regular el cambio ciclico de conformacidn de la miosina (Imagen 5).

El incremento de Ca®* citosdlico propicia la formaciéon del complejo Ca*'-
calmodulina (Ca**-CaM) (Imagen 5). La calmodulina (CaM) es una pequefia
proteina acida (17 KDa) sensible a los cambios en el influjo de Ca** y activa un
amplia variedad de proteinas diana. La mayor parte de los efectos del complejo

Ca’*-CaM estan mediados por proteinas cinasas dependientes de Ca*-CaM,
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siendo la mds importante para el proceso contractil la cinasa de la cadena ligera
de miosina (CLM) (Cheung, 1980). La unién de Ca**-CaM a la cinasa de la CLM
(KCLM) produce la fosforilacion de la Serl9 de la CLM (Hilgers y Webb, 2005).
Cuando la CLM se fosforila, la cabeza de miosina interactia con un filamento de
actina lo cual desencadena un deslizamiento de los filamentos gruesos de
miosina a lo largo de los de actina, con la consecuente contraccion del musculo
(Sommerville y Harsthone, 1986) (Imagen 5). En algunas CML la fosforilacion de
la CLM se mantiene a bajos niveles en ausencia de estimulos: esta actividad es

conocida como tono del musculo liso (Hilgers y Webb, 2005).
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08 Canales de Ca?*
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despolarizacién .\
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®© g0
o
00 2+ L
To o CHCAM CONTRACCION
0o® y
KCLM
Ca?+ o (activa) /
o oooo /\
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~~~~~

FCLM <---- FCLM-P
(activa) — (inactiva)
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RhoA-GTP RhoA-GDP
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Imagen 5. Regulacién de la contraccion del musculo liso vascular por activacion de
los AR a; por agonistas.

AR: adrenoceptor; Ca**: calcio; CaM: calmodulina; CLM: cadena ligera de miosina; CML:
célula del musculo liso; DAG: diacilglicerol; FCLM: fosfatasa de CLM; IPs: inositol
trifosfato; IP3R: receptor de IP3; KCLM: cinasa de CLM; NA: noradrenalina; PIP2: fosfatil
inositol bifosfato; PKC: proteina cinasa C; PLC: fosfolipasa C; RS: reticulo sarcopldsmico;
P: estado fosforilado; flecha continua: contraccion; flecha punteada: relajacion.
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Ademés de la activacion Ca dependiente de la KCLM, su estado de
fosforilacién es regulado por la fosfatasa de la CLM (FCLM) también llamada
miosin fosfatasa. Esta enzima cuando esta fosforilada es inactiva, permitiendo
gue la CLM permanezca fosforilada y por tanto que haya contraccion. Pero
cuando la FCLM se activa, elimina el fosfato de la CLM produciendo que la
cabeza de miosina tienda a disociarse de la actina y por tanto el musculo liso se

relaja (Imagen 5).

El incremento de Ca®* es transitorio, por ello la respuesta contractil es
mantenida por un mecanismo de sensibilizacién al Ca** que se produce por la
inhibicion de la FCLM por la actividad de la Rho cinasa. La activaciéon de RhoA
conlleva la participacién de un factor de intercambio de nucledtidos de guanina
y la migracién a la membrana plasmatica de las proteinas RhoA que aumentan
la actividad de la Rho cinasa. La enzima Rho cinasa fosforila la subunidad de
union a miosina de la FCLM inhibiendo su actividad (Webb, 2003) (Imagen 5).

1.4.2 Relajacion

La relajacion del musculo liso ocurre tras la retirada del estimulo
contractil o por accién de compuestos que inhiben la maquinaria contractil. Para
que se produzca la relajacién, se debe de producir una reduccién de la

concentracion de Ca?* y un aumento de la actividad de la FCLM (Imagen 6).

Hay varios mecanismos implicados en la disminucién del Ca** citosdlico,
gue citamos a continuacién. En la membrana del reticulo sarcoplasmico (RS), la
ATPasa de Ca’ dependiente de Mg®*, cuando esta fosforilada, bombea Ca*
desde el citosol al lumen del RS (Imagen 6). Varias proteinas del RS como la
calsecuestrina y la calreticulina unen Ca®" favoreciendo asi el descenso de los
niveles de Ca®" citosdlicos. La membrana plasmatica también contiene una
ATPasa de Ca’" dependiente de Mg** y un transportador de intercambiado
(antiporte) de Na*/Ca®* que bombean Ca®* al espacio extracelular (Imagen 6).

Otro mecanismo adicional para reducir el flujo de Ca® es la inhibicidn de los
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canales de Ca”" voltaje dependientes tipo L y asociados a receptor (Webb, 2003)

(Imagen 6).

o o°
Canales de Ca*2 Ca** @ o e

voltaje dependientes °® e

tipo L () Ca%
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cerrados

Retirada del estimulo

ATPasa

CaZ+/Mg2+ CML
Na*
CaZ+
(<)
o o ° N
o9° © g ~\~
CaM 2+_
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Caz+/Mg2+
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(o] // \*
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FCLM FCLM-P
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RELAJACION

Imagen 6. Regulacion de la relajacion del musculo liso vascular.

AR: adrenoceptor; ca*': calcio; CaM: calmodulina; CLM: cadena ligera de miosina; CML:
célula del musculo liso; FCLM: fosfatasa de CLM; KCLM: cinasa de CLM; PLC: fosfolipasa
C; RS: reticulo sarcopldsmico; P: estado fosforilado; flecha continua: relajacion; flecha
punteada: contraccion.

1.5 Endotelio vascular y oxido nitrico (NO)

Hoy en dia esta ampliamente aceptado que el endotelio vascular juega
un papel muy importante en la funcién del sistema cardiovascular (Moncada y
cols., 1991a), ademas de participar dindmicamente en varios procesos
metabdlicos, funcionales y de regulacion del organismo. Asi, una de sus

funciones mas importantes es procesar las sefiales que recibe, traduciéndolas
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en mecanismos reguladores del tono vascular y de la resistencia periférica,
contribuyendo de forma importante al control de la presiéon arterial (Vallance y
cols., 1989).

Las CE modulan el tono vascular liberando una serie de sustancias,
principalmente vasorelajantes, pero también de naturaleza contractil. Entre las
vasorelajantes, se encuentran: el éxido nitrico (NO) (antiguamente conocido
como “Factor relajante derivado del endotelioc” o EDRF), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), la prostaciclina y la bradicinina.
Entre las sustancias de naturaleza contractil, se encuentran: las endotelinas, los
prostanoides como el tromboxano A, y la prostaglandina H,, las especies
reactivas de oxigeno como el anidn superdxido (0;,), y los componentes del
sistema renina-angiotensina-aldosterona como la angiotensina Il (Sanchez-
Ferrer y Marin, 1990; Félétou y Vanhoutte, 2006; Xu y Zhou, 2009; Garland y
cols., 2011a). En condiciones patoldgicas, como por ejemplo en la hipertension,
el balance entre estos compuestos se rompe: aumenta la produccion de los
productos contractiles y disminuye la disponibilidad de los productos
vasorelajantes, fundamentalmente del NO (Versari y cols., 2009) (ver apartado

1.5.4 “Acciones vasculares del NO”).

Furhgott y Zawadski (1980) fueron los primeros en describir que la
relajacion mediada por acetilcolina en el mudsculo liso vascular requeria la
presencia del endotelio intacto, y propusieron que el endotelio vascular liberaba
una sustancia relajante a la que denominaron “Factor relajante derivado del
endotelio” o EDRF. Mas tarde, en 1987, se demostrd que esta sustancia era en

realidad el gas NO (Ignarro y cols., 1987; Palmer y cols., 1988).

El NO es el principal compuesto de naturaleza vasorelajante producido
por el endotelio. Es un gas inestable, con una vida media muy corta y de facil
difusion a través de las membranas bioldgicas (Welch y Loscalzo, 1994).
Presenta una solubilidad moderada en agua y caracteristicas de radical libre, lo
gue le permite actuar como un débil oxidante o reductor (Kanner y cols., 1991).
El NO puede reaccionar con el O, formando peroxinitrito (ONOQ’) que es un

potente oxidante que parece estar implicado en la oxidaciéon de proteinas en
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condiciones fisiolégicas. Ademads puede reaccionar con los grupos sulfhidrilo (-
SH) formando S-nitrosotioles que son potentes inhibidores de la agregacion
plaguetaria y vasodilatadores (Welch y Loscalzo, 1994; Farrell y Blake, 1996;
Heinrich y cols., 2013).

1.5.1 Biosintesis del NO

El NO se sintetiza en las CE por la conversién de L-arginina en L-citrulina
(Palmer y cols., 1988) (Imagen 7). Esta reaccién es catalizada por la enzima NO
sintasa (NOS), la cual requiere de la presencia de O, molecular y de 4 cofactores
qgue son: flavin mononucleotido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD),
tetrahidrobiopterina (BH,;) y nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH). Ademas la NOS contiene un grupo Hemo y posee un sitio de
union a la proteina reguladora CaM, asi cuando el Ca®" se une a la CaM se
produce un cambio conformacional que permite a esta proteina unirse a la
enzima NOS (Li y Poulos, 2005; Rafikov y cols., 2011; Forstermann y Sessa,
2012).

La estructura de la NOS consiste en dos dominios funcionales. El dominio
amino terminal con actividad catalitica oxidasa contiene los sitios de unién para
el grupo prostético Hemo, el cofactor redox BH, y el substrato L-arginina. El
dominio carboxilo terminal posee actividad catalitica reductasa con sitios de
union para el FAD, FMN y NADPH (Richards y Marletta, 1994; Ghosh y Stuehr,
1995; McMillan y Masters, 1995). La enzima NOS en su forma monomérica es

inactiva y necesita dimerizar para ser activa (Rafikov y cols., 2011).

Al tratarse de una molécula gaseosa, el NO se sintetiza segun la demanda
existente y no se almacena; simplemente difunde a través de las membranas
celulares, donde interacciona con dianas intracelulares. Cuando finaliza su
actividad, es metabolizado a consecuencia de la oxidacidon producida por

especies reactivas de oxigeno.
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1.5.2 Caracteristicas de las isoformas de la NOS

Se han descrito tres isoformas de la NOS: neuronal (nNOS o NOSI),
inducible (iNOS o NOSII) y endotelial (eNOS o NOSIII). Se ha postulado también
la existencia de otras isoformas, como la mitocondrial (mNQOS) o la osteoartritica
(OA-NOS). Pero, en el caso de mNOS, parece que se trata de una isoforma de
iNOS asociada a la membrana de la mitocondria (Eissa y cols., 1996) y por lo que
respecta a OA-NOS, podria ser una isoforma de nNOS presente en los

condrocitos y cartilago de pacientes osteoartriticos (Amin y cols., 1995).

Inicialmente, en la nomenclatura se aplicé el término de “inducible” para
definir a la isoforma de NOS cuya sintesis de NO no se producia en las células
inflamatorias, a menos que fuera inducida por inmunoactivacion. Esto la
diferenciaba de las otras formas “constitutivas”, que se expresan
constitutivamente en diversos tipos celulares, incluyendo neuronas (nNOS) y
células endoteliales (eNOS). Actualmente, se conoce que la expresion génica de
las nNOS y eNOS podria también inducirse bajo diversas condiciones fisioldgicas
y que la funcién de iINOS podria considerarse como constitutiva en
determinadas condiciones en algunas células (Guo y cols., 1995; Rafikov y cols.,
2011). Otra caracteristica importante que diferencia las tres isoformas es la
dependencia del Ca®*, siendo la activaciéon de iNOS independiente del ca*,
mientras la activacion de nNOS y eNOS si dependiente de los aumentos en los

niveles de Ca**intracelular (Rafikov y cols., 2011).

Las secuencias génica y proteica de las isoformas de NOS se encuentran
muy conservadas entre las diferentes especies. Por ejemplo en humanos y
roedores, nNOS, eNOS e iNOS presentan una homologia secuencial de un 96%,
93% y 80% respectivamente. En humanos, las tres isoformas comparten una
homologia de un 51-59% en su secuencia de aminodcidos, aunque cada
isoforma posee caracteristicas estructurales propias (Alderton y cols., 2001;
Rafikov y cols., 2011). A continuacién se resumen las principales caracteristicas

de las tres isoformas de NOS.
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-  nNOS

La nNOS se identificé por primera vez en tejido neuronal central y
periférico, pero se encuentra también fuera del sistema nervioso, como por
ejemplo en el sistema vascular, tanto en las CE (Papapetropoulos y cols., 1999;
1997a) como en las CML (Boulanger y cols., 1998; Papadaki y cols., 1998;
Schwarz y cols., 1999; Papapetropoulos y cols., 1999). Asi, ademads de jugar un
papel importante en la plasticidad sinaptica del sistema nervioso central,
participa también en diferentes aspectos del control cardiovascular, como Ia
regulacidon de la presion arterial y la vasodilatacion (Forstermann y Sessa, 2012).
Como hemos dicho, su activacion es dependiente de los aumentos en los niveles
de Ca” intracelular, lo cual promueve su unidn a la CaM (James, 1998; Rafikov y
cols., 2011). Su sintesis se modula por corticoides, prostaciclina y agonistas de

los AR B, entre otros (Marin y Balfagdn, 1998; Sastre y cols., 2010).
- iNOS

La iINOS estd presente en las células del sistema inmune, como los
macrofagos (Stuehr y cols., 1991) y las plaquetas (Mehta y cols., 1995), pero
ademas se encuentra en todos los tipos celulares del sistema vascular, como las
CE y las CML (Beasley y cols., 1991; Papapetropoulos y cols., 1999). Actua en
situaciones patoldgicas y habitualmente necesita un estimulo inflamatorio para
activarse: su expresion es inducida en las células del sistema inmune como parte
de una respuesta inmune y, por tanto, su accion es independiente de los niveles
de Ca*"intracelular (Stuehr y cols., 1991; James, 1998; Li y Poulos, 2005; Rafikov
y cols., 2011). Genera grandes cantidades de NO en cortos periodos y de forma
puntual (Marin y Rodriguez-Martinez, 1997; Moncada, 1997). Tiene un papel

destacado en la defensa inmune contra patégenos (Forstermann y Sessa, 2012).
- eNOS

La eNOS es la isoforma mas abundante en el sistema vascular (Rafikov y
cols., 2011). Se expresa principalmente en las CE, donde se encontré por
primera vez, siendo la responsable de producir el clasico “Factor relajante

derivado del endotelio” o EDRF descrito por Furchgott y Zawadski (1980). El NO
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producido por la eNOS de las CE mantiene los vasos sanguineos dilatados,
controla la presion arterial y tiene numeros otros efectos vasoprotectores y
anti-ateroscleréticos (ver apartado 1.5.4 “Acciones vasculares del NO”). Pero,
ademas de en las CE, la eNOS se expresa también en otras células del sistema
cardiovascular, como los cardiomiocitos (Balligand y cols., 1993) y las plaquetas
(Mehta y cols., 1995; Sase y Michel, 1995). La eNQS, al igual que la nNOS, posee
expresién constitutiva y es Ca**/CaM dependiente, produciéndose un aumento
en la sintesis de NO al aumentar los niveles de Ca?* intracelular. No obstante,
con niveles bajos de Ca®*, es capaz de proporcionar una liberacién basal de NO
(Rafikov y cols., 2011). También se ha descrito una activacién de la eNOS por
mecanismos independientes de un aumento del Ca** intracelular. En el siguiente
apartado, se profundiza en la modulacion de la sintesis del NO por factores

fisicos y por agonistas que movilizan o no movilizan el Ca“* intracelular.

Las tres isoformas de la NOS pueden ser inhibidas competitivamente por
compuestos analogos de la L-arginina, como L-NAME (NC-nitro-L-arginina metil
éster) o LLNMMA (N®-mono-metil-L-arginina), mientras que la iNOS se inhibe

por corticoides (Moncada y cols., 1991a).

1.5.3 Mecanismo de accion del NO en la regulacion del tono
vascular

Como ya se ha comentado, en el sistema vascular, el NO se libera en
condiciones basales y en respuesta a varios estimulos, como por ejemplo
algunos agonistas. La mayoria de los agonistas regulan la actividad de la eNOS a
través de un aumento del Ca® intracelular en el endotelio, por lo que se
produce un aumento del complejo Ca**/CaM, que a su vez activa la eNOS, la
cual sintetiza NO a partir de L-arginina (como se ha descrito en el apartado 1.5.1
“Biosintesis del NO”) (Imagen 7). Estos agonistas que movilizan el Ca*
intracelular son por ejemplo: acetilcolina, bradicinina (Gosink y Forsberg, 1993),
sustancia P, ADP, estradiol (Goetz y cols., 1999), el factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) (Papapetropoulos y cols., 1997b) o los agonistas de
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Agonistas (acetilcolina,
bradicinina, sustanciaP, ...)

Estimulosfisicos

(fuerzasde . .
. ) Agonistas (agonistas
cizallamiento,...)
Receptores f g_\de losARB, ...)

\ Mecanorreceptores
0 00

?) 2+
P

CaM  caz-.cam

-

Receptores

NO + Lcitrulina L-arginina

;/ Ca? °oag °

Ca?-CaM  Ca2*-CaM RELAJACION

+ +
KCLM KCLM-P
(activa) (inactiva)

CLm CLM-P + actina

(relajacion) (contraccidn)

Imagen 7. Mecanismo de relajacion mediado por el NO.

En la CE, la activacion de la eNOS en respuesta a varios estimulos, da lugar a la sintesis
de NO y L-citrulina a partir de L-arginina. El NO atraviesa la membrana celular y
difunde a la CML donde activa la GCs, incrementando los niveles intracelulares de
GMPc. El incremento de GMPc produce relajacion en la CML por diferentes
mecanismos: (i); (ii); (iii).

Akt: proteina cinasa B; Ca®*: calcio; CaM: calmodulina; CE: célula endotelial; CLM:
cadena ligera de miosina; CML: célula del musculo liso; GCs: guanilato ciclasa soluble;
KCLM: cinasa de CLM; PKG: proteina cinasa G; P: estado fosforilado.
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los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARy) (Balakumar
y Kathuria, 2012).

La sintesis de NO puede ocurrir también en ausencia de variaciones de
Ca® intracelular. De este modo, se ha descrito gue la fosforilacion de residuos
especificos de la eNOS, la hace mas activa a una determinada concentracion de
Ca**/CcaM, lo gue puede incrementar la sintesis de NO en ausencia de
variaciones de Ca®" intracelular. Este mecanismo es el que esta implicado en la
liberacion de NO en respuesta a estimulos fisicos, como la fuerza de
cizallamiento, o en respuesta a otros agonistas, como los agonistas de los AR
(como veremos en el apartado 2.5.2 “Via de sefalizacion dependiente del NO
endotelial”’). Se ha postulado que la activacion de la eNOS mediante
fosforilaciéon se produce a través de una proteina cinasa denominata Akt
(proteina cinasa B) (Queen y Ferro, 2006; Queen y cols, 2006; Rang y cols., 2012)
(Imagen 7).

Se ha descrito que también los agonistas de los AR a; son capaces de aumentar
la produccidon de NO endotelial (Jones y cols., 1993; Kaneko y Sunano, 1993;
Amerini y cols., 1995; Zschauer y cols., 1997; Boer y cols., 1999; Tuttle y Falcone,
2001; Gurdal y cols., 2005) y parece que es el subtipo a;p el responsable de esta
accion (Filippi y cols., 2001). Algunos autores describen que este efecto se
produce por un aumento en la concentracion de Ca®* intracelular en el
endotelio (Tuttle y Falcone, 2001; Filippi y cols., 2001), aunque otros sugieren
qgue es un efecto independiente del Ca® y que podria ser debido a un estrés
mecénico en las CE inducido por la contraccién y/o a la difusién del Ca®* de las
CML a las CE, después de la estimulacién de las CML de aorta por el agonista a;
(Gurdal y cols., 2005).

El NO asi sintetizado en las CE, atraviesa la membrana celular y difunde a
las CML donde activa la guanilato ciclasa soluble (GCs), incrementando los
niveles intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Ignarro vy
Kadowitz, 1985; Lincoln, 1989) (Imagen 7). El incremento de GMPc produce
relajacion en las CML por diferentes mecanismos. Entre ellos, podemos

. . ] e o7 2 ’ .
mencionar la inhibicién de la entrada de Ca“" a través de los canales asociados a
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receptor (Imagen 7, (i)) y la estimulacion de la ATPasa de Ca** dependiente de
Mg?* de la membrana (Imagen 7, (ii)). Ademads, el GMPc activa la proteina cinasa
dependiente de GMPc (PKG) que fosforila la KCLM. La fosforilacion de KCLM
disminuye su afinidad por el complejo Ca**-CaM, lo cual reduce la fosforilacién
de la CLM vy la contraccion del musculo (Hathaway y cols., 1985; Welch y
Loscalzo, 1994) (Imagen 7, (iii)). La activacién de la PKG puede también producir
la fosforilaciéon de los transportadores de Ca®', acomplejando el Ca*'

intracelular, lo que facilita la relajacién del musculo liso (Blatter y Wier, 1994).

1.5.4 Acciones vasculares del NO

En el sistema vascular, el NO producido por el endotelio es el responsable
de la respuesta vasodilatadora, que es un componente esencial para la
regulacion de la presidon arterial y la integridad vascular (Liu y Huang, 2008;
Balakumar y Kathuria, 2012). EI NO difunde entre las células y los tejidos,
ejerciendo un papel protector a nivel cardiovascular ya que relaja las CML,
previene la adhesion de los leucocitos y su migracion en la pared arterial, asi
como la adhesién y la agregacion plaquetaria (Moncada y cols., 1991a; Naseem,
2005; Desjardins y Balligand, 2006; Balakumar y cols., 2008; Jindal y cols., 2008;
Kaur y cols., 2010). Ademas es capaz de frenar o prevenir la proliferacién de

algunos tipos celulares como las CML de los vasos (Li y Forstermann, 2000).

En condiciones fisiopatoldgicas, que incluyen la presencia de factores de
riesgo cardiovascular, pueden producirse estrés oxidativo y disfuncion
endotelial en los vasos. En la disfuncion endotelial, el endotelio sufre
alteraciones funcionales y estructurales, perdiendo su papel protector y
convirtiéndose en una estructura proaterosclerdtica. Se produce un desajuste
de la biodisponibilidad del NO y por tanto de la relajacidon fisioldgica
dependiente de endotelio. Esto puede ser debido a una reduccién de la
produccién de NO o a un incremento de la formacidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Vanhoutte y cols., 2009; Versari y cols., 2009; Forstermann y
Sessa, 2012).

25



Revision Bibliogrdfica

Cuando la disponibilidad del NO se reduce, el endotelio pone en marcha
mecanismos compensadores como la liberacidon de otras sustancias relajantes
como la prostaciclina o el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF).
Sin embargo, el endotelio también se convierte en la fuente de liberacién de
sustancias vasoconstrictoras perjudiciales para la pared arterial, como la
endotelina, el tromboxano A,, la prostaciclina y ROS (Vanhoutte y cols., 2009;
Versari y cols., 2009). La presencia de disfuncion endotelial, caracterizada por la
deficiencia de NO y activacion de la vasocontriccion endotelio-dependiente, se
ha visto implicada en la patogénesis de la aterosclerosis y trombosis (Taddei y
cols., 2003; Brunner y cols., 2005; Vanhoutte y cols., 2009; Versari y cols., 2009;
Forstermann y Sessa, 2012). Ademas se ha relacionado con factores de riesgo
como el envejecimiento, tabaquismo, menopausia, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia e hipertension (Brunner y cols., 2005; Vanhoutte y cols.,
20009).

Farmacoldgicamente, la funcionalidad de la eNOS puede ser restaurada y
el estrés oxidativo y la disfunciéon endotelial pueden ser reducidos por el
tratamiento con los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(IECA), los bloqueantes de los receptores de la angiotensina o con las estatinas

(Forstermann y Sessa, 2012).

Por ultimo, sefialar que, ademds de una reduccion en la sintesis de NO o
en la eficacia de su sistema efector, se puede dar también una produccién
excesiva de NO, lo que es igualmente inapropiado y puede estar implicado en
patologias como la hipotension, los accidentes isquémicos cerebrovasculares, la

depresion miocardica o la sepsis (Li y Forstermann, 2000).
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2. ADRENOCEPTORES B

Los AR B pertenecen a la mas amplia familia de receptores de 7 dominios
transmembrana, los cuales ejercen sus efectos intracelulares a través de la
activacion de la proteina G (Guimaraes y Moura, 2001; Rockman vy cols., 2002;
Lefkowitz, 2004; Warne y cols., 2008; Rasmussen y cols., 2011), y por eso
llamados GPCR, del inglés: G protein-coupled receptor. Como ya se ha
comentado, los AR B, como los AR a; y a,, son activados por las catecolaminas
endégenas NA y A, liberadas desde las terminaciones nerviosas (NA) y la médula
suprarrenal (NA y A). Estos receptores estan situados, entre otras localizaciones,
en la membrana de las células del mudsculo vascular y cardiaco, de ahi que
juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta contractil y
dilatadora en vasos sanguineos y miocardio, controlando la actividad

cardiovascular.

2.1 Clasificacion de los AR

El descubrimiento de los AR se atribuye a Dale, en 1906. Sin embargo, la
primera clasificacion de los AR en dos tipos, a y B, fue establecida en 1948 por
Ahlquist, a partir de estudios funcionales realizados en diferentes tejidos,
teniendo en cuenta el rango de potencia mostrado por las catecolaminas NA, A

e isoprenalina.

Los AR a se definieron como aquellos receptores que mediaban
respuestas celulares en las cuales el orden de potencia que se obtenia era: A >
NA >> isoprenalina. Las respuestas observadas fueron la mayoria “excitatorias”,
como la vasoconstriccion, la contracciéon del Utero y de la membrana nictitante.
Para las respuestas mediadas por los AR B se obtenia un orden de potencia que
era: isoprenalina > A > NA. Las respuestas definidas farmacoldgicamente seguln
este orden de potencia fueron la mayoria “inhibitorias”, como la vasodilatacion
y la relajacion del utero, y una “excitatoria”, la estimulacion del miocardio

(inotropismo positivo). Posteriormente, esta clasificacion resultd insuficiente

27



Revision Bibliogrdfica

para explicar las acciones de las catecolaminas, por eso los AR a y B se

subdividieron en ulteriores subtipos.

Los AR a se clasificaron en a, y a, (Langer, 1974), cada uno de los cuales
se subdividié mas tarde en varios subtipos, quedando actualmente establecida
la clasificacion de los AR a; en: aja, Qg Y Qip Y de los AR o, en: apa, Oy Y Qe
(Alexandery cols., 2011; Bond y cols., 2013) (Imagen 8).

Los AR B se clasificaron en B; y B, (Lands y cols., 1967), el primero
localizado en corazén y tejido adiposo, y el segundo localizado en musculo liso
bronquial y vascular. Pero estos dos subtipos se mostraron insuficientes para
explicar algunos efectos mediados por los AR B, como por ejemplo la resistencia
gue mostraban en el tejido adiposo a ser bloqueados por los antagonistas 3
clasicos, como el propranolol (Arch y cols., 1984). Para explicar estas respuestas
atipicas, en 1983 Tan y Curtis-Prior postularon la existencia de un tercer
receptor, el AR [3 localizado en adipocitos de rata, y esta hipodtesis fue
confirmada mas tarde, mediante la clonacidn, secuenciacién y expresion del gen
que codifica el receptor 33 adrenérgico humano y el de otras especies (Emorine

y cols., 1989; Krief y cols., 1993; Granneman y cols., 1994).

Posteriormente fue propuesta la existencia de otro subtipo de AR 3 en el
musculo cardiaco, el AR B4 (Arch y Kaumann, 1993; Barnes, 1995; Kaumann y
Molenaar, 1996, 1997; Kaumann y cols., 1998; Galitzky y cols., 1998; Brodde y
Michel, 1999), pero las evidencias experimentales indicaron que no existe
(Strosberg y cols., 1998) y que, en realidad, es un estado conformacional de baja
afinidad del AR B; (Konkar y cols., 2000; Kompa y Summers, 2000; Kaumann y
cols., 2000, 2001). Actualmente se admite que el AR [3; existe en al menos dos
conformaciones o estados activos que presentan diferentes propiedades
farmacoldgicas (Granneman, 2001; Molenaar, 2003; Baker y cols., 2003a; Arch,
2004; Baker, 2005b). El estado de baja afinidad del AR [, se caracteriza por
poseer baja afinidad por el propranolol y activarse con agonistas parciales no
convencionales como el CGP12177 a concentraciones mayores de las necesarias

para antagonizar los AR [ clasicos ;1 y B, (Mallem y cols., 2005a). Por lo tanto,
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hoy en dia se acepta la division de los AR B en 3 subtipos: B4, B, y Bz (Alexander
y cols., 2011;Bond y cols., 2013) (Imagen 8).

AR
(e 8] Qa, B
®a O Qyp 0p Qg Oy B, B, Bs

Imagen 8. Clasificacion actual de los adrenoceptores (AR)
segun: Alexander y cols., 2011; Bond y cols., 2013.

Los tres subtipos de AR B se diferencian entre si por estructura,
distribucién, funcién y propiedades farmacoldgicas, presentando un diferente
perfil de selectividad por agonistas y antagonistas especificos. Estas
caracteristicas diferenciales, que se resumen en la Tabla A, se tratan con mayor

profundidad en los siguientes apartados.

2.2 Caracteristicas estructurales y regulacion de los AR f8

Los tres subtipos de AR B (B1, B2 Y Bs) han sido clonados y en humanos
estan codificados por genes localizados en los cromosomas 10, 5 y 8
respectivamente (Bylund y cols., 1994) (Tabla A). A diferencia de los genes que
codifican los subtipos B; y B,, el gen del subtipo 33 contiene intrones (Tabla A),
lo que permite la existencia de diferentes isoformas del receptor, como se ha
descrito en roedores (Evans y cols., 1999), donde las isoformas a y b del AR 35
presentan una expresion variable dependiendo del tejido donde se expresen,
ademads de activar vias de sefializacion diferentes (Hutchinson y cols., 2002).
Esto explicaria la complejidad observada en la caracterizacién farmacolégica de

este subtipo.
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Tabla A. Caracteristicas diferenciales de los tres subtipos de AR f.

AR B1 BZ B3
Localizacién 10 5 3
cromosomal

Intrones NO NO Si
Num. aminodcidos 477 413 408
Fosforilacion por . .
PKA y GRK S S NO
Proteina G Gs Gs, Gi Gs, Gi
acoplada
Efector principal AC AC AC, GCs
Orden de potencia ISO>NA>A ISO > A>NA ISO>NA=A
CL316243
posre | e
NA Zinterol BRL37344
Agonistas Dobutamina Salmeterol SB251023
selectivos Xamoterol Formoterol CGP12177A
RO363 Terbutalina L742791
L755507
Fenoterol
Carazolol
CGP20712A
. Atenolol SR59230A
Antag0|.1|stas Betaxalol ICI1185§1 1748337
selectivos . Butoxamina
Bisoprolol
Practolol
Tejid , Pulmé .. .
ejl. © Corazén uimon Tejido adiposo
predominante Vasos
Aumenta Lipdlisis, relajacion
Funcion fisiolégica | velocidad y fuerza Broncodilatacion P - J
rincipal de contraccién del y vasodilatacion gastrointestinal y
P J cardioinhibicién
corazén

(Modificado de: Alexander y cols., 2011; Bond y cols., 2013)

A: adrenalina; AC: adenilato ciclasa; GCs: guanilato ciclasa soluble; Gi: proteina G
inhibidora; GRK: protein cinasa asociada al AR f; Gs: proteina G estimuladora; 1SO:
isoprenalina; NA: noradrenalina, PKA: protein cinasa A (o proteina cinasa dependiente
de AMPc)
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Los genes de los AR B;, B, y PBs codifican para unas proteinas que en
humanos contienen 477, 413 y 408 aminoacidos respectivamente (Tabla A). El
AR B, tienen una secuencia de aminoacidos muy parecida al AR el 3,, pero el 3;
tiene un mayor peso molecular debido a que posee una regidon extracelular
amino-terminal y un dominio 13 citoplasmatico mayor (Chakraborti y cols.,
2000).

Como ya se ha comentado, los AR B son receptores que se caracterizan
por tener una homologia estructural, formando parte de la superfamilia de
receptores con 7 dominios transmembrana acoplados a proteinas G (GPCR)
(Guimaraes y Moura, 2001; Rockman y cols., 2002; Lefkowitz, 2004; Warne y
cols., 2008; Rasmussen y cols., 2011) (Imagenes 9 y 10). La estructura a
helicoidal de estos AR esta formada por una cadena polipeptidica que contiene
7 dominios hidrofébicos transmembrana (TM) de 22 a 35 aminodcidos cada
uno, conectados entre si por 3 bucles intracelulares (I1, 12 e 13) y 3 bucles
extracelulares (E1, E2 y E3) (Imagen 9). Los dominios transmembrana (TM),
exactamente el TM3, TM4, TM5 y TM6, vy el bucle intracelular I3 presentan los
lugares de unidn del receptor con las proteinas G (Dohlman y cols., 1990; Rang y
cols., 2012) (Imagen 9). Las diferencias en longitud y funcién de los dominios

confieren propiedades especificas a cada tipo de receptor (Baldwin, 1993).

El extremo amino-terminal es de localizaciéon extracelular y presenta
sitios de glicosilacion para la unién con las catecolaminas enddgenas u otros
agonistas y antagonistas (Imagen 9). En cambio el extremo carboxilo-terminal es
intracelular y presenta un sitio de palmitoilacion que ayuda al anclaje del
receptor con la membrana plasmdtica (Warne y cols., 2008; Sanz-Rosa, 2011;
Warne y cols., 2011) (Imagen 9). Ademas el extremo carboxilo-terminal, junto
con el 13, es importante para la unién con dos cinasas diferentes: la PKA y las
cinasas de los GPCR (GRK) (Sanz-Rosa, 2011). Las GRK desempefian un papel
importante en la regulacion de los AR B: la fosforilacion del AR B activo y unido
al agonista, por parte de las GRK, es un proceso rapido que favorece la
desensibilizacion del receptor. Una vez fosforilado por la GRK, el AR se une a la
B-arrestina, favoreciendo una inhibiciéon estérica de la activacion de las

proteinas G (Chakrabortiy cols., 2000).

31



Revision Bibliogrdfica
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Imagen 9. Estructura primaria (A) y cristalina (B) del AR f3,
(modificado de Warne y cols., 2008).
E: region extracelular; I: region intracelular; TM: dominios transmembrana.

Solamente los subtipos B; y B, contienen sitios de fosforilacién para la
PKA y las GRK, mientras que en el subtipo 33 no se han encontrado y de hecho
posee pocos residuos de serina o treonina en el extremo carboxilo-terminal
susceptibles de ser fosforilados (Strosberg, 1993) (Tabla A). De esta forma, el AR
Bs no podria ser desensibilizado tras la activacion por catecolaminas,

confiriéndole la capacidad de ser resistente a este mecanismo de regulacién,
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permaneciendo siempre disponible ante la llegada de nuevos estimulos
(Granneman, 1992; Liggett y cols., 1993; Portillo y cols., 1995). En este sentido,
algunos autores han descrito una disminucién regulada a nivel génico para este
subtipo, a través de mecanismos dependientes de la via AMPc/PKA tras la
propia activacion del AR 5 o incluso de la PKC activada por otras vias, siendo
ambas cinasas capaces de fosforilar factores de transcripcidon necesarios para la

expresion del AR, tras largas exposiciones al agonista (Bengtsson y cols., 2000).

Como ya se ha comentado, los AR B ejercen sus efectos intracelulares a
través de la activacion de proteinas G. Las proteinas G son proteinas
heterotriméricas, formadas por 3 subunidades: la subunidad a que se une e
hidroliza a la guanosin trifosfato (GTP), la subunidad f y la subunidad y. Las
proteinas G se dividen en cuatro familias segun la subunidad a: Gs, Gi, Gq y Gi;.
Los tres subtipos de AR B se encuentran acoplados a la proteina Gs (“s” de
estimuladora) (Tabla A, Imagen 10), que activa positivamente la AC (Dixon y
cols., 1986; Frielle y cols., 1987; Emorine y cols., 1989; Gudermann y cols., 1995;
Tanakay cols., 2005; Rasmussen y cols., 2011; Sanz-Rosa, 2011).

Aunque los tres subtipos de AR B estan acoplados a la proteina Gs, es
posible que uno o cada uno de ellos interaccione con diferentes combinaciones
de la subunidad a con uno de los cinco u once productos genéticos de las
subunidades f o vy, respectivamente. Por otro lado, la AC también presenta 8
isoformas distintas y se piensa que los AR B3 estimulan una isoforma diferente
de la estimulada por los otros dos receptores. Esto se encontrd en adipocitos,
tejido predominantemente 35 donde la isoforma principalmente expresada de
AC es la tipo Ill, por lo que se piensa que esta es la isoforma a la que el receptor

5 se acopla preferentemente (Strosberg, 1997b).

Por otro lado, los AR B, y B3, ademds de acoplarse a la proteina Gs,
también se pueden acoplar a la proteina Gi (“i” de inhibidora) (Tabla A)
(Chaudhry y cols., 1994; Xiao y cols., 1995, 1999; Gauthier y cols., 1996; Daaka y
cols., 1997; Johnson, 1998; Altschuld y Billman, 2000; Zamah y cols., 2002;
Hasseldine y cols., 2003; Zheng y cols., 2005), cuya activacién provoca la

inhibicién de la AC y la activacién de rutas de sefializacion alternativas o “no
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clasicas” (como veremos mas adelante en el apartado 2.5 “Vias de sefializacion
de los AR B”). Ambos AR 3, y B3, una vez acoplados a las proteinas Gs o Gi, van a

ejercer efectos diferentes segun el tejido donde estén presentes.

Agonista

Espacio ™

extracelular
Membrana > ARB,
Espacio )
intracelular <
Subunidad > Proteina Gs
a
Subunidad
Yy
_/

Imagen 10. Representacion tridimensional del complejo: agonista/AR f,/proteina Gs
(modificado de Rasmussen y cols., 2011).

El AR B, (verde) estd unido en la parte extracelular con un agonista (esferas de colores)
y en la parte intracelular con la proteina Gs (estimuladora), constituida por las
subunidades a (naranja), f (turquesa) y y (morado).
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Por ultimo, es importante sefialar que se ha demostrado con receptores
clonados y expresados en distintos tipos celulares, que los receptores acoplados
a proteinas G, y entre ellos los AR, interaccionan con otras proteinas, entre las
gue se encuentra el mismo o algun otro subtipo de AR, siendo capaces de
formar homo- o hetero-dimeros u oligdmeros, que presentan unas
caracteristicas funcionales y farmacoldgicas diferentes, modulando ademas
algunas propiedades del receptor como su localizaciéon celular y su vias de
sefializacion (Xiao y cols., 2006). Asi, los tres subtipos de AR a; y los AR B, y B,
pueden formar homodimeros (Park y Palczewski, 2005; Uberti y cols., 2003;
Hebert y cols., 1996). Ademas los AR B; y B, pueden formar heterodimeros en
células HEK 293 (Lavoie y Hebert, 2003) y, lo que es mas importante, en un
territorio nativo como los cardiomiocitos de raton (Zhu y cols., 2005). La
heterodimerizacidon produce una alteracion en algunas propiedades funcionales
y de senalizacion de estos receptores, asi facilita las interacciones de los
ligandos con el receptor, produciendo un aumento en el eficiencia de la sefal de
los AR B y optimizando la modulacidn de la contractilidad cardiaca mediada por
estos receptores (Zhu y cols., 2005). Por tanto, los dimeros de los AR Bi/B,
pueden considerarse como una poblacion de AR [ farmacoldgica y

funcionalmente diferente.

2.3 Caracteristicas farmacoldgicas de los AR f

Para identificar los subtipos de AR B presentes en un tejido, normalmente
se utilizan técnicas de unidon de radioligandos, empleando agonistas y
antagonistas selectivos para cada subtipo. Ademas se pueden medir los niveles
de proteinas y/o ARNm de cada subtipo mediante técnicas de biologia
molecular, como el Western Blot y/o la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), respectivamente. Sin embargo, un receptor detectado con estas técnicas
no siempre se corresponde con un receptor funcional. Por eso, los subtipos de
AR B implicados en las respuestas fisioldgicas tienen que ser identificados

inequivocamente a través de estudios funcionales, con la ayuda de los agonistas
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y sobre todo de los antagonistas selectivos de cada subtipo, que son una

herramienta muy valiosa para estos estudios (Tanaka y cols., 2005).

En la presente Tesis Doctoral se han caracterizado los subtipos de AR B
responsables de la funcion vascular, utilizando agonistas y antagonistas
selectivos de los tres subtipos de AR B. La Imagen 11 muestra las estructuras
guimicas de los ligandos de los AR B que hemos utilizado en nuestro estudio,
ademas de los agonistas enddgenos A y NA. Las Tablas B y C muestran los
valores de afinidad y potencia de estos compuestos en lineas celulares que
expresan los diferentes subtipo de AR B y en tejidos nativos que expresan

preferentemente un subtipo de AR B, respectivamente.

2.3.1 Agonistas

Los AR B se activan por los agonistas endogenos NA y A, sin embargo
estas catecolaminas tienen una afinidad diferente segun el tipo de receptor: la
NA tiene una afinidad mayor por el AR 3;, mientras la A por el AR B, (Westfall y
Weston, 2007). EI AR B3 es activado por las catecolaminas, pero a
concentraciones mayores de las necesarias para activar los AR B,y B, (Gauthiery
cols., 2007), sugiriendo que este receptor se activa en situaciones en las que el

tono catecolaminérgico esta elevado. NA y A actian también sobre los AR a.

Isoprenalina (Imagen 11) es una catecolamina sintética derivada de la
NA, no presente en el organismo, que presenta selectividad por los AR f3
respecto a los AR a; y a,. Dentro de los subtipo de AR [3, presenta una menor
actividad por el AR B3 (Tabla B, C).

Dobutamina (Tabla B), xamoterol y RO363 son agonistas selectivos de los
AR B; mientras que salbutamol (Tabla B y C), procaterol, zinterol, salmeterol,
formoterol, terbutalina y fenoterol son selectivos de los AR [3, respecto a los
otros subtipos. La dobutamina y el salbutamol son catecolaminas sintéticas

(Imagen 11).
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Entre los agonistas que activan con mas afinidad y potencia el subtipo 35
respecto a los otros subtipos, se encuentran las feniletanolaminas como
CL316243, SR58611A (Imagen 11, Tabla By C) y BRL37344, y las arilpropilaminas
como CGP12177A. Algunos compuestos, como CL316243 (Hutchinson y cols.,
2001) y CGP12177A (Kaumann y Molenaar, 1996), son antagonistas de los AR 3;
y B, pero agonistas de los AR B3. En conjunto, los estudios realizados tanto in
vivo como in vitro describen una farmacologia compleja para el subtipo s, con
una marcada variabilidad entre las especies. Existen diferencias farmacoldgicas
entre los AR B3 humanos y de roedores, asi CL316243 y BRL37344 que son
agonistas selectivos en los roedores, tienen baja eficacia en los humanos,
mientras CGP12177A y L755507 activan los receptores humanos (Sato y cols.,
2008).

2.3.2 Antagonistas

El antagonista estandar selectivo por los AR [ es el propranolol (derivado
del naftaleno, Imagen 11) que presenta alta afinidad por los AR B, y B, (pKi 8,2—
9,1; Tabla B). El subtipo 5 es relativamente resistente al propranolol, ya que
presenta una afinidad baja por este antagonista (pKi 6,7—7,2; Tabla B), de hecho,
una de las caracteristicas diferenciales del subtipo 33 es su baja afinidad atipica
por los antagonistas clasicos de los AR B como propranolol o nadolol. A nivel
funcional también se aprecian estas diferencias (Tabla C).

Los antagonistas selectivos mas ampliamente utilizados son:

e CGP20712A (Imagen 11, Tabla By C) y atenolol para los AR f3;.

e ICI118551 (Imagen 11, Tabla By C) y butoxamina para los AR [3,.

e SR59230A (Tabla B y C) para los AR [3. SR59230A es una
ariloxipropanolaminotetralina (Imagen 11) que presenta una alta
afinidad por los AR ;3 en roedores (Manara y cols., 1996), pero no
discrimina bien entre los tres subtipos de AR en humanos

(Candelore y cols., 1999).
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Imagen 11. Estructura quimica de algunos agonistas (en azul) y
antagonistas (en rojo) selectivos de los tres subtipos de AR f.
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Tabla B. Caracteristicas farmacoldgicas de los AR f1, B2 y B3 clonados humanos,
expresados en células de ovario de hamster chino (CHO). Los valores estdn determinados
mediante estudios de union con radioligando (binding) y estudios de estimulacion de la AC.

. Bl BZ B3
Agonistas 3
pKi pKact pKi pKact pKi pKact
5,52 7,35
(4) 3) (4) 5,80" 7,41
6,06 8,46° 6,64 g 27" 4730 202
6,65 8,59 6,34" _—r P P
Iso li (10) (10) (10) 8,40 4,55 7,37
prenalina 5,80 8,75 5,82 (12) (12) (11)
(12) (12) (12) 8,39 4,55 7,99
5,97 8,41 6,17 3 60(15) 32(13) - 99(12)
5,69 9,72 6,60 ' >32 77
’ ’ ’ 4,67 7,80
6,20" 8,41
. 7,18% @ @) @) 6,277
Dobutamina 681 5,84 6,32 5,09 6379
’ ) ®) -
6,12 4,33
4,6651 6,5051 oyt a— 208" 5,76$;
Salbutamol 4,68 6,21 " " s) e 6,01
gy 21309 5,66 8,28 4,27 (15)
’ ’ 5,80 4,28 6,58
5,11? 6,03"
CL316243 <3? Antag.(ls) 4,10(2) Antag.(ls) 5,87(14) 9,80(14)
4,85 7,17
5,20 7 90
SR58611A 4,0" 49" | 673" 744" 6,99" pocs
(15) 7,60
5,18
_ B1 B2 Bs
Antagonistas 3
pK; pK; pK;
(2)
8,16 @)
Propranolol 8,15% 9,08? 2,3:(7)
8,7421 9,10” 2190
8,67 '
8,81" (2) ()
9'19(3) 6,11 5,19
CGP20712A ) 5,39(7’ 5,63(7)
8,33(15) 5 7419 5 641
8,82 ' '
2)
2'3;3) 9,26 6,44
1C1118551 g 9,15" 6,217
7'31(15) 8,921 6,59
6,92 ' '
(3)
1
3’51(4) 8,45 7,37%
SR59230A 6 9,30 8,38
8'40(7) 7,217 6,91"
7,79 ’ ’

pK;= logaritmo negativo de la constante de inhibicidn en los estudios de competicidn con radioligandos.
pK,. = logaritmo negativo de la constante de activacidn en los estudios de estimulacion de la AC.

* = en células COS-7

Valores tomados de la literatura: mBaker, 20053; (Z)Baker, 2005b; (S)Baker, 2005¢; (4)Baker, 2010; G)glin Y
cols, 1993; ©)candelore y cols., 1999; "Hoffmann y cols., 2004; (S)Isoyaga y cols., 1999; (9)Joseph y cols.,
2004; 1Ol onkar y cols., 1999; nehta y cols., 2000; 2Nikulin y cols., 2006; (13)Popp y cols., 2004;
Msato y cols., 2007; (15)Strosberg, 1997b.
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Tabla C. Caracteristicas farmacoldgicas de los AR 31, B, y fs determinadas mediante
estudios funcionales, en tejidos que expresan preferentemente un subtipo de AR .

. B1 B2 Bs
Agonistas B
PECs0 PECso PECso
8.0-8 2(7) (ileon ro. B3-KO)
. 7,69-8,76(11) (cardiomiocitos r.) ) 7,70-7,80(7) (fleon ro.)
Isoprenalina g g (14) (auricular.) 8'00(14) (tréquear) 7 3414) (esofagorr.)
8'30(15) (auriculac.) ’
Salbutamol 5,542 (AMR.T) g el (pulmén ro) ]
8 50-8 80(7) (ifleonro.)
; 91(8’) (adipocitos ro.)
CL316243 (Antag.) (Antag.) "o.02) (lont)
7 05’(12) (esfinter anal r.)
SR58611A - _ 8,15(9) (colon r.)
; Bs B2 Bs
Antagonistas B N " -
P/ *pA;s PKs/ *pA; pKs/ *pA;
8'30*((51))( (auric’uli;c)-) 8,64:;;1() (L’Jter’o cr.‘)) , 76*(4) oot
Propranolol 8,50 {corazon . 8,90 (5 (corazén h. , |
8,90(7) (ileon ro. B3-KO) 9'0_10'2(16) (mioblastos r.) 6,00—6,50(9) (colonrr.)
g9 407 (ileon ro. B3-kO) 5 40\10) (corazéng,) 4 61-4 0*!6) ladipocitos r)
CGP20712A 9,600 (corazéne) 5,85(15) (dteroc) < 5 50(®) (colonr)
8'99(15) (auricula c.) 5 9’0(16) (mioblastos r.) 6.21-6 '41(17) (adipocitos r.)
5 33-5 49*(6) (adipocitos r.)
7 17*(1) (auriculac.) 9 26*(1) (atero c.) <7 (7) (ileon ro.)
1C1118551 ! (7) (ileon ro. p3-KO) . (16) (mioblastos r.) (9) (colon'r.)
<7 8,4-9,6 <5,50
5 88-5 99(17) (adipocitos r.)
7 89-8 12*(4) (colon h.)
8,30(7) (ileon ro.)
7,40(7) (ileon ro. B3-KO) 6,63*(13) (trdquea c.) 7’91(8) (adipocitos ro.)
SR59230A 7 31*(13) (auricula c.) 6 00(16) (mioblastos r.) 6.40-7 50(9) (colon r.)

8 76*(13) (colonr.)
8 20-’8 g7(17) (adipocitos r.)

PECso= logaritmo negativo de la concentracion del agonista que produce la mitad del efecto mdximo.
pKg=logaritmo negativo de la constante de afinidad del antagonista.

pA, =potencia del antagonista calculada con el método de Schild.

c. =cobaya; g = gato; h. = humano; r. = rata; ro. = raton; KO = knockout.

° = pKy determinado mediante estudios de unién con radioligando (binding).
Valores tomados de la literatura: “Bilski y cols., 1983; @) Briones y cols., 2005; &) Callaerts-Vegh y cols.,
2001; “pe Ponti y cols., 1999; ClGille y cols., 1985; (E)Hollenga y Zaagsma, 1989; “Hutchinson y cols.,
2001; ®Hutchinson y cols., 2005; Clkaumann y Molenaar, 1996; 19 emoine y Kaumann, 1991; ) ewis y
cols., 2004; (12)) y cols., 2004; ®panara y cols., 1996; ) prenta y cols., 2000; ®Ipolenaar y Summers,
1987; SNevzorova y cols., 2002; @ Nisoli y cols., 1996.
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2.4 Distribucion y funcion de los AR f

Los AR B juegan un papel muy importante en el control de la actividad
vascular, cardiaca, respiratoria y metabdlica del organismo. Estos receptores se
encuentran en la mayor parte de las células de mamiferos y roedores, sin
embargo su distribucién y proporciéon varian de un tejido a otro, y en cada

especie animal (Mersmann, 2002).

El AR B; se expresa en multiples tejidos y células sanguineas, pero
predomina en el corazén, donde tiene un efecto cronotrépico e inotrdpico
positivo: su estimulacién provoca un aumento en la velocidad y en la fuerza de
contraccion (Tabla A). En el rifidn, el subtipo B, estd implicado en la activacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona, ya que media la liberacion de
renina (Brodde y Michel, 1999). Su presencia ha sido también evidenciada en
algunos territorios vasculares produciendo un efecto vasodilatador como se
detalla en el apartado siguiente (O’Donnell y Wanstall, 1984; Graves y Poston,
1993; Chruscinsky y cols., 2001; Briones y cols., 2005).

Aunque su distribucién es ubicua, el AR B, se expresa mayoritariamente
en el musculo liso (bronquial, vascular y uterino) y su estimulo causa tanto la
broncodilatacién de las vias respiratorias, como la vasodilatacién de los vasos

sanguineos, modulando el tono vascular (Tanaka y cols., 2005) (Tabla A).

Los AR B son dianas farmacolégicas en enfermedades de origen
cardiovascular y tienen una particular importancia en procesos tales como la
hipertension (Werstiuk y Lee, 2000), en la que existe un tono vascular elevado, y
la isquemia de miocardio, con una perfusiéon del miocardio insuficiente. De
hecho, los antagonistas selectivos de los AR [, principalmente [3; pero también
B1 y P, se utilizan desde hace tiempo en terapéutica como farmacos
antihipertensivos (Williams y cols., 2004), en el tratamiento de la angina de
pecho y de la insuficiencia cardiaca (Sanz-Rosa, 2011), y han demostrado tener
beneficio prondstico en la prevencidn cardiovascular tras un infarto agudo de
miocardio. Otras patologias en las que los antagonistas 3; y B, han mostrado

utilidad son el glaucoma y la profilaxis de la migrafa. Por otro lado, los agonistas
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de los AR [, se utilizan en el tratamiento del asma por sus efectos

broncodilatadores.

Respecto al AR f33, el mas recientemente caracterizado, se ha visto que se
distribuye preferentemente en tejido adiposo marrén y blanco (Tabla A), donde
participa en la regulacion del metabolismo energético y la termogénesis
(Strosberg, 1997a, 1997b), pero también se ha localizado en el tracto
gastrointestinal, donde media la relajacidn intestinal (McLaughlin y MacDonald,
1990; Bianchetti y Manara, 1990; De Ponti y cols, 1995a, 1995b, 1996, 1999;
Manara y cols., 1995; Kaumann y Molenaar, 1996; Roberts y cols. 1997, 1999), y
a nivel cardiovascular donde produce efectos cardiodepresores, inhibiendo la
contraccion del miocardio, y produciendo relajacion en algunos vasos (Gauthier
y cols., 1996, 2000; Rozec y Gauthier, 2006) (Tabla A). Por ello, los compuestos
selectivos de los AR 35 pueden ser de gran interés por su posible uso en el
tratamiento de la obesidad y de algunos trastornos gastrointestinales, aunque
todavia no se conoce bien su potencial terapéutico. Recientemente, también se
apunta al posible uso de los compuestos selectivos por los AR B3 en las

enfermedades cardiovasculares (Gauthier y cols., 2011).

2.4.1 Distribucion y funcion de los AR B a nivel vascular

Como hemos comentado, a nivel vascular, los tres subtipos de AR 3
parecen estan implicados en la relajacion del musculo liso. Sin embargo, se ha
visto que la contribucion de uno u otro subtipo varia entre especies, pero
ademas depende del lecho vascular estudiado e incluso se ha postulado que
puede ser diferente segln las condiciones experimentales utilizadas en los
estudios en organo aislado (agente y/o tono precontractil utilizado para poder

evaluar el efecto relajante) (Guimaraes y Moura, 2001).

Tradicionalmente, se ha aceptado que los AR B implicados en la accidn
relajante de los vasos sanguineos pertenecian al subtipo B, (Lands y cols., 1967),
sin embargo estudios posteriores han demostrado que también los AR P,

participan en esta accién (O’Donnell y Wanstall, 1984; Graves y Poston, 1993;
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Chruscinsky y cols., 2001). De hecho, estudios mas recientes demuestran la
participaciéon mayoritaria del subtipo B; en la relajacién (Briones y cols., 2005) y
en la hiperpolarizacién (Garland y cols., 2011b) del musculo liso en A.M.R. de

rata.

La idea de un tercer subtipo de AR J3, distinto de los B; y B, e involucrado
en la regulacion del tono vascular, surgié a raiz de los resultados obtenidos en
diversos estudios in vivo, en los cuales se observd que los agonistas selectivos
B3, como CL316243, BRL26830 y BRL37344, producen vasodilatacion periférica
en perros (Shen y cols., 1996) y ratones (Rohrer y cols., 1999), y aumentan el
flujo sanguineo en tejido adiposo pardo de ratas (Takahashi y cols., 1992).
Posteriormente, se propuso la presencia de AR [3; vasorrelajantes en diversos
estudios funcionales in vitro en arteria cardtida de rata (Oriowo, 1994;
MacDonald y cols., 1999), en aorta toracica de rata (Trochu y cols., 1999;
Matsushita y cols., 2003) y en arteria pulmonar de rata (Sooch y Marshall, 1997)
y de perro (Tagaya, 1999), basdndose en la resistencia de la isoprenalina en
estos tejidos a ser bloqueada por el propranolol y en que los agonistas
adrenérgicos selectivos 33 (SR58611A, BRL37344, ZD2079) y el agonista parcial
B3 (CGP12177A) producian una vasodilatacion. Ademads, se observd que el
efecto vasodilatador de SR58611A en aorta toracica de rata fue inhibido por los
antagonistas selectivos 33 SR59230A (Trochu y cols., 1999) y L-748,337 (Rozec y
cols., 2006) y que los efectos de BRL37344 en arteria cardtida y de SR58611A en
aorta eran atenuados o inhibidos en presencia de L-NAME o con la eliminacidn
del endotelio (MacDonald y cols., 1999; Trochu y cols., 1999), sugiriendo con
ello que la vasodilatacion estaba mediada por AR [33 localizados principalmente
en el endotelio vascular y mediante un mecanismo NO dependiente. Otros
vasos en los que se ha postulado la existencia y la participacién funcional del AR
B3 son las arterias coronarias (Dessy y cols., 2004, 2005), mamaria (Rozec y cols.,

2005) y placentaria (Rouget y cols., 2006) humanas.

Sin embargo, diversos estudios funcionales hablan de la existencia de un
AR B atipico, distinto del AR B3, en los siguientes vasos aislados de rata: aorta
(Oriowo, 1995; Shafiei y Mahmoudian, 1999; Brawley y cols., 2000b), arteria

mesentérica (Torrens y cols., 2002; Kozlowska y cols., 2003), arteria cardétida
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(Oriowo, 1994)... En estos estudios, se postuld que los efectos vasodilatadores
de los agonistas 33 no estaban mediados por los AR 33 sino por un AR f atipico

al encontrar importantes diferencias farmacoldgicas entre ellos.

Ademas, es importante sefialar que algunos autores ponen en duda la
participacion funcional de los AR 33 en diversos vasos como aorta y arteria
mesentérica de rata. De hecho, en aorta de rata aunque su ARNm ha sido
detectado y algunos autores defienden su papel en la vasodilatacion (Trochu y
cols., 1999; Rautureau y cols., 2002), otros autores sostienen su falta de
funcionalidad (Brahmadevara y cols., 2003, 2004). Asi, los efectos relajantes de
CGP12177A y BRL37344 se producian en tejido contraido con fenilefrina
(agonista a,), pero no se producian en tejidos contraidos con prostaglandina F,
introduciéndose la idea de que la vasodilatacién podia deberse, al menos en
parte, al bloqueo de los AR a; (Brahmadevara y cols., 2003). Esta hipoétesis ha
sido recientemente corroborada mediante estudios de desplazamiento de
radioligandos selectivos del AR a; como el [3H]-prazosin: en estos estudios se ha
observado que diversos agonistas y antagonistas del subtipo B3 (CGP12117A,
BRL37344, bupranolol, SR59230A) tienen también afinidad por los AR a4, y por
ello se ha postulado que los efectos relajantes de estos ligandos adrenérgicos 35
en tejido vascular pueden ser debidos a su accién antagonista oy y no a su
accién agonista B3 (Leblais y cols., 2004; Brahmadevara y cols., 2004). Sin
embargo el agonista 33 CL316243 no tiene efecto sobre los AR o (Leblais y cols.,

2004) y por ello se ha utilizado en la presente Tesis.

En arterias de resistencia, con diametros entre 2 y 300 uM, son pocos los
estudios acerca de la participacion del subtipo B; en la vasorelajacion mediada
por los AR B. En A.M.R. de rata, Briones y cols. (2005) evidencian una
participacion mayoritaria del subtipo B;, localizado en el musculo liso, en la
vasodilatacion, excluyendo ademas la participacidn de los subtipos B, y B3 en

esta respuesta.

De todo lo expuesto, parece que la participacion del subtipo B3 en el
efecto relajante producido por la estimulacién 3 dependa del lecho vascular

estudiado, pero, ademas, hay que destacar que en algunos vasos los resultados
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obtenidos han sido contradictorios y por tanto, podemos concluir que a pesar
de que se ha evidenciado la expresidn génica de los AR 3 en algunos lechos
vasculares (Viard y cols., 2000; Rautureau y cols., 2002; Dessy y cols., 2004) su
funcionalidad se ha puesto en duda y son necesarios mas estudios para

evidenciar su papel a nivel vascular.

Ademas se ha visto que un mismo receptor puede encontrase en
distintos “estados conformacionales”, que conducen a una diferente afinidad
por un determinado farmaco. En el caso de los AR B se ha demostrado,
utilizando lineas celulares que expresan los subtipos B; o B3, la existencia de
estados de alta y baja afinidad para estos subtipos (Baker, 2005a, 2005c). Estos
estados de baja afinidad también se han puesto en evidencia en territorios
nativos y asi, como hemos comentado anteriormente, el AR “B,” caracterizado
farmacoldgicamente en corazén, se ha visto que en realidad se corresponde con
un estado de baja afinidad del subtipo B; (Granneman, 2001; Molenaar, 2003;
Baker y cols., 2003a; Arch, 2004; Baker, 2005b). Estudios recientes han
demostrado también la participacion funcional de este estado de baja afinidad
del AR B; en el efecto relajante independiente del endotelio observado en aorta
de rata, estando disminuido dicho efecto en ratas espontdaneamente
hipertensas (SHR), lo que ha llevado a los autores a hipotetizar la implicacion de
este estado de baja afinidad en la hipertension arterial (Mallem y cols., 2004,
2005a), patologia en la que se sabe que existe una disminucidon de la
vasodilataciéon inducida por estimulacion B adrenérgica (Arribas y cols., 1994;
Gross y cols., 2000; Oliver y cols., 2009). Ademas, algunos autores sugieren que
algunos B-blogueantes de tercera generacion pueden ejercer su efecto
vasodilatador a través de la activacién del estado de baja afinidad del subtipo
B, y/o del subtipo B; (Mallem y cols., 2004, 2005a; Dessy y cols., 2005; Rozec y
Gauthier, 2006).

En resumen, a pesar de los numerosos trabajos que estudian la
participacion de los AR B en la vasodilatacidon, no hay ningun estudio que de
forma sistemdtica y utilizando las mismas condiciones experimentales
establezca la participacion relativa de cada subtipo de AR B en la respuesta

funcional a nivel vascular. Uno de los objetivos de la presente Tesis es analizar
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este aspecto utilizando dos territorios vasculares representativos de vasos de

resistencia (A.M.R. de pequefio calibre) y de conductancia (aorta).

Asimismo, se ha descrito que los AR B, ademas de estar localizados en la
capa muscular del vaso, se encuentran también en el endotelio vascular
(Vanhoutte, 2001; Daly y cols., 2010; Daly y McGrath, 2011) pudiendo contribuir
al efecto relajante a través de la liberacién de NO (Queen y Ferro, 2006). Sin
embargo también los estudios sobre el papel del endotelio y del NO en el efecto
vasodilatador de los AR [ varian de un vaso a otro e incluso en el mismo vaso se
han descrito resultados contradictorios. En este aspecto se profundiza en el
apartado 2.5.2 “Via de seAalizacion dependiente del NO endotelial” de la
presente memoria. La localizacién de los diferentes subtipos de AR B a nivel
endotelial y el papel que pueda ejercer el NO sobre la relajacion mediada por

estos receptores son unos de los objetivos de la Tesis Doctoral.

2.5 Vias de senalizacion de los AR

La vasorelajacion inducida por los AR B esta mediada por la via de
sefializacion clasica del AMPc, pero también por otras vias “no clasicas”, como la
produccion de NO endotelial. Ademas recientemente se ha descrito que, a parte
de las sefiales de membrana, los AR B pueden activar vias intracelulares como la
via de sefalizacién de las cinasas activadas por mitégenos, MAPK (ERK1/2 vy

p38). Estas vias de sefializacidon se comentan a continuacion.

2.5.1 Via de senalizacion clasica del AMPc

El mecanismo clasico de transduccion de la sefal de los AR B, tras su
union con el agonista, implica el acoplamiento de la proteina estimuladora Gs a
la AC, que se activa y cataliza la conversidon de adenosina trifosfato (ATP) a
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) produciendo un aumento de los niveles
de AMPc (Dixon y cols., 1986; Frielle y cols., 1987; Emorine y cols., 1989)
(Imagen 12).
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Los niveles elevados de AMPc posteriormente activan la cinasa
dependiente de AMPc (PKA), la cual fosforila proteinas de membrana o
intracelulares relacionadas con el control del tono del musculo liso (via
AC/AMPc/PKA) (Werstiuk y Lee, 2000; Guimaraes y Moura, 2001; Tanaka vy
cols., 2005) (Imagen 12).

Asi, se produce la fosforilaciéon de la cinasa de la cadena ligera de miosina
(KCLM), la cual, una vez fosforilada, pierde afinidad por el complejo Ca*'-
calmodulina (Ca**-CaM) (Murray, 1990), disminuyendo con ello la sensibilidad
de las proteinas contractiles (Imagen 12). Ademas, mediante el mecanismo
AC/AMPc/PKA-dependiente, se inhibe la liberacion de Ca’** de los depositos
intracelulares, disminuye la entrada de Ca®* del exterior celular a través la
membrana citoplasmatica y se activa la recaptacion de Ca** por los depésitos
intracelulares, lo que disminuye la concentracion de Ca** disponible para formar

el complejo Ca**-CaM. Todo esto provoca una menor formacion del complejo

o~ X

onista
Agonista he

ARB

x\ CML
=,

Ca?*-CaM Caz*-CaM

+ +
KCLM - KCLM-P RELAJACION
(activa) (inactiva)

M CLM-P + actina

(relajacion) (contraccién)

Imagen 12. Via de senalizacion clasica del AMPc, mediante el cual los AR [ producen
vasorelajacion en el musculo liso vascular.

AC: adenilato ciclasa; AR: adrenoceptor; Ca**: calcio; CaM: calmodulina; CLM: cadena
ligera de miosina; CML: célula del musculo liso; Gi: proteina G inhibidora; Gs: proteina
G estimuladora; KCLM: cinasa de CLM; PKA: proteina cinasa A; P: estado fosforilado.
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Ca’*-CaM, fundamental para la contraccién del musculo liso y por lo tanto, se

produce la relajacién muscular (Rembold, 1992; Johnson, 1998).

Los tres subtipos de AR B (B1, B> Y Bs) se encuentran acoplados a este
sistema de transduccion y durante afios se ha pensado que los AR B inducen una
relajacidon a través del aumento del AMPc en las CML. De los tres subtipos de
AR, el mas estudiado es el AR B, en el musculo liso de las vias respiratorias,
donde se ha demostrado la intervencion del AMPc en la via de transduccion de
la sefal inducida por estos receptores (Tanaka y cols., 2005). De esta forma, se
ha observado que los efecto relajantes de isoprenalina y salbutamol elevan
significativamente el AMPc tisular y este efecto es abolido por un inhibidor de la
AC como SQ22536 (Koike y cols., 2004). Ademas, la relajacién de isoprenalina se
potencia con un inhibidor especifico de la fosfodiesterasa 4 (PDE4, enzima
encargada de la degradacion de AMPc) (Tanaka y cols., 2003). En el caso del
subtipo B3, estudios recientes han evidenciado que en algunos vasos como la
arteria pulmonar de perro (Tamaoki y cols., 1998) o en arterias de la placenta
humana (Rouget y cols., 2006), la relajacidn esta asociada con un aumento en
los niveles de AMPc. Sin embargo, diversos estudios indican que éste no parece
ser el Unico mecanismo por el que los AR B median su accidn, barajandose la
posibilidad de que hayan otros mecanismo algunos de ellos independientes de
AMPc (Tanaka y cols. 2005; Queen y Ferro, 2006).

Como ya se ha comentado, los AR 3, y B3, segun la localizacién y/o el
tiempo de estimulacidon por el agonista, también pueden mediar respuestas a
través de otra proteina G, la Gi (Tabla A), que ejerce efectos inhibitorios
respecto a la AC y todos los procesos que se inician con su activacion (Imagen
12). Ademas, se ha demostrado que la proteina Gi puede inducir la activacion de

vias “no clasicas” independientes de la inhibicién de la AC.

Asi, se ha demostrado que en corazén el AR B,, tras una estimulacién
sostenida, se acopla a la proteina Gi que inhibe la AC (Xiao y cols., 1995; Daaka y
cols., 1997). Estudios mas recientes demuestran que el acoplamiento de los AR
B, a la proteina Gi activa en el corazdn rutas “no clasicas” de sefializacion como:

i) activacion de la PDE4, que disminuye la produccién de AMPc (Osadchii y cols.,
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2006); ii) activacion de la ruta de la PI3K (fosfatidil inositol-3 cinasa), la
expresion del factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear kappa beta) y la
activacion de la Akt (proteina cinasa B); iii) activacion de la via de las MAPK
(ERK1/2 y p38) (Sanz-Rosa, 2011). En el caso de los AR f33, el acoplamiento a la
proteina Gi en corazén modula una actividad cronotrdépica e inotrdpica negativa
(Gauthier y cols., 1996), que no parece estar relacionada con la inhibicién de la
AC, sino con la produccion de NO que favorece la sintesis de GMPc vy la
activacion de la PKG (Sanz-Rosa, 2011).

2.5.2 Via de senalizacion dependiente del NO endotelial

Aunque tradicionalmente se considera que la relajacién inducida por los
AR B se produce a través de la estimulacion de la AC y el consiguiente aumento
del AMPc en las CML, éste no es el unico mecanismo por el que los AR B median
su accidon. Otro mecanismo de accién por el cual los AR B median la
vasorelajacion es la liberacién de NO a nivel de las CE (Imagen 13). De hecho se
ha demostrado la presencia de AR B en las CE (Vanhoutte, 2001). La
estimulacion de los AR B endoteliales produce la activacidon de la eNOS y el
consiguiente aumento de la formaciéon de NO (Queen y Ferro, 2006; Queen vy
cols, 2006). Como ya se ha comentado en un apartado anterior (1.5.3
“Mecanismo de accion del NO en la regulacion del tono vascular’), el NO
difunde al musculo liso vascular, donde produce una relajaciéon a través de la
activacion de la GCs que cataliza la formacion de GMPc (via NO/GCs/GMPc). El
GMPc activa la PKG que, a su vez, reduce la concentracion de Ca’* intracelular e

inhibe proteinas contractiles, provocando la relajacion vascular (Imagen 13).

Se ha postulado que los AR B median la activacién de la eNOS mediante un
mecanismo dependiente del AMPc, pero también mediante mecanismos
intracelulares independientes del AMPc. El primer mecanismo es la via de
sefializacion cldsica, que incluye la proteina Gs, AC, AMPc y PKA (Imagen 13, (i)),
mientras los mecanismos independientes del AMPc son: la via de las MAPK, que

implica a MEK1/2 y ERK1/2, y que se puede activar a través del acoplamiento
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Imagen 13. Vias de sefalizacion dependientes del NO endotelial, mediantes las
cuales los AR S producen vasorelajacion: (i) via cldsica, que incluye la proteina Gs, AC,
AMPc y PKA; (ii) via de las MAPK, que incluye MEK1/2 y ERK1/2, acoplada a la proteina
Gs o Gi; (iii) via de la PI3K/Akt, acoplada a la proteina Gi. Se incluye también la via de
sefializacion cldsica de los AR S en el musculo liso vascular (CML), anteriormente
descrita en la Imagen 12.

AC: adenilato ciclasa; Akt: proteina cinasa B; AR: adrenoceptor; CE: célula endotelial;
CML: célula del musculo liso; eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial; GCs: guanilato
ciclasa soluble; Gi: proteina G inhibidora; Gs: proteina G estimuladora; NO: oxido
nitrico; PI3K: fosfatidil inositol-3 cinasa; PKA: proteina cinasa A; PKG: proteina cinasa G.
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del AR B a la proteina Gs o Gi (Imagen 13, (ii)), y la via PI3K/Akt, que se activa a
través de la proteina Gi (Imagen 13, (iii)) (Queeny Ferro, 2006).

Varios estudios realizados en CE de vena umbilical (HUVEC) demuestran
gue, tras estimular los AR B,, se produce una elevacion de los niveles de AMPc
gue aumenta la activacion de la PKA y la fosforilaciéon de la eNOS, con la
consecuente vasodilatacion dependiente de NO (Ferro y cols., 1999). También
se ha visto en estudios de arterias mesentérica de rata, que los niveles de NO y
GMPc aumentan tras la estimulacion de los AR B1/B, Y AR B; con adrenalina y

diferentes agonistas de los AR B (Figueroa y cols., 2009).

Los AR B,, pero no los B, pueden activar la proteina inhibidora Gi (Tabla
A), mediante la cual pueden estimular a la cinasa Akt, via PI3K. En aorta de rata,
se ha visto que las vias implicadas tras la activacion de los AR B,, son AMPc/PKA
y PI3K/Akt y que median la relajacion de este tejido mediante un componente
dependiente de NO (Ferro y cols., 2004). Ciccarelli y cols. (2007) demuestran
gue la activacién de los AR B, produce una activacién de la eNOS en cultivos de

CE de aorta y una vasodilatacion de arteria carétida, a través de la via PI3K/Akt.

Sin embargo, la contribucion del NO en la respuesta vasorelajante
mediada por los AR B es una cuestion controvertida, en cuanto puede variar
segln los territorios vasculares y segun las diferentes especies, y en algunos
casos es un tema a resolver. En algunos tejidos, la produccion de NO mediada
por los AR B endoteliales puede pesar mds que los efectos vasorelajantes
directos de los AR B localizados en las CML (Ferro y cols., 1999; Xu y cols., 2000),
mientras que en otros esta contribucién es insignificante (MacDonald y cols.,
1987; Béa y cols., 1994).

Hay grupos que describen efectos opuestos incluso en el mismo tejido,
como por ejemplo en A.M.R. o aorta de rata. Asi, Briones y cols. (2005)
describen que la relajacién mediada por los AR B en A.M.R. es independiente
del NO endotelial, mientras otros autores defienden que depende del NO
(Graves and Poston, 1993). En aorta, Gray y Marshall (1992) describen que la
relajacion de los AR B depende totalmente del endotelio mientras otros autores

demuestran que depende sélo parcialmente del endotelio (Van der Zypp y cols.,
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2000; Brawley y cols., 2000a; Ferro y cols., 2004) o no depende en absoluto del
mismo (Moncada y cols., 1991b; Eckly y cols., 1994; Satake y cols., 1996). Estas
discrepancias en los resultados obtenidos pueden ser debidas, como se ha
comentado, a varios factores: el agente constrictor usado, el grado de
precontraccion (Eckly y cols., 1994), las diferencias en la edad de los animales
empleados (Van der Zypp y cols., 2000) o la destrucciéon incompleta del
endotelio (Gray y Marshall, 1992).

En cuanto a los subtipos implicados en esta via de sefializacidon, hay pocos
estudios realizados. Como ya hemos comentado, Ferro y cols. (2004) describen
la participacion mayoritaria del subtipo B, en la vasorelajacion producida en
aorta de rata mediante dos mecanismos: un mecanismo dependiente del NO,
gue ocurre via activacion PKA y PI3K/AKT, y un mecanismo independiente del
NO, mediado por PKA. Por otra parte, en este mismo territorio, Trochu y cols.
(1999) evidencian la participacion del subtipo B;, demostrando que la relajacion
inducida por agonistas B; es dependiente del endotelio y produce un aumento
en los niveles de GMPc. Otros territorios en los se ha evidenciado un efecto
relajante de los agonistas 35 dependiente del NO son las arterias humanas como
la arteria mamaria interna (Rozec y cols., 2005) y las microarterias coronarias
(Dessy y cols., 2005).

En la presente Tesis se profundiza en la contribucidn relativa de ambas
vias de sefializacion (AC/AMPc/PKA y NO/GCs/GMPc) en la relajacion de las
A.M.R. y la aorta, y en la caracterizacion farmacoldgica de los subtipos de AR

implicados en la formacién de ambos nucleétidos (AMPc y GMPc).
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2.5.3 Via de senalizacion de las MAPK

Las proteinas cinasas activadas por mitéogeno (MAPK, del inglés: mitogen-
activated protein kinase) son una familia de serina/treonina cinasas que son
capaces de traslocarse al nucleo para, alli, modificar la actividad de algunas
proteinas, incluso factores de transcripcion, y asi regular la transcripcion y
modular la expresion de distintos genes, decidiendo el destino de procesos tan
importantes como crecimiento, diferenciacion y muerte celular (Krishna y
Narang, 2008). Entre los miembros de la familia MAPK se encuentran tres
diferentes sub-familias: ERK (cinasa de respuesta exdgena, del inglés:
extracellular signal-related kinase), p38 y JNK (del inglés: c-Jun amino-terminal
kinase). Las principales ERK de mamifero son la ERK1 (p44) y la ERK2 (p42):
ERK1/2.

De forma general, las cascadas de sefializacién de las MAPK se organizan
en moédulos individuales, que se activan por estimulos extracelulares (como:
mitdgenos, factores de crecimiento, estrés, citocinas...) o también a través de
distintos tipos de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Para la generacién
de la sefial, estas MAPK deben ser doblemente fosforiladas en los residuos
serina/treonina y tirosina por una MAPK-cinasa (MAPKK, también llamada MEK)
qgue es fosforilada por una MAPK-cinasa-cinasa (MAPKKK, también llamada
MEKK) (Johnson y Lapadat, 2002) (Imagen 14).

ERK1/2 estd activada por mitdgenos, factores de crecimiento o GPCR
(May vy Hill, 2008); su ruta pasa por las cinasas: Ras, Raf y MEK1/2 (Imagen 14).
Dentro de sus efectores, se incluyen factores de transcripcion (Elk-1, Ets 1,
Sapla, m-Myc), transductores de sefial y activadores de sefiales de transcripcion
(STAT), entre otros. El estudio de las consecuencias fisiolégicas de Ia
sefalizacion de ERK1/2 se ha visto facilitado por la disponibilidad de inhibidores
farmacoldgicos de su accion, como U0126 (Alessi y cols., 1995; Davies y cols.,
2000) y PD98059 (Alessi y cols., 1995; Favata y cols., 1998). Ambos inhibidores
bloquean la sefializacion de ERK1/2 a través de la inhibicidon de sus activadores
inmediatamente situados por arriba, MEK1/2 (Imagen 14). Desde una

perspectiva fisioldgica, la sefalizacion por ERK1/2 estd implicada en Ia
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proliferacion, crecimiento y supervivencia celular (Imagen 14), y en algunas

circunstancias determina también la diferenciacién celular (Roux y Blenis, 2004).

p38 vy JNK, algunas veces referidas como “proteinas cinasas activadas por
estrés” (Lewis y cols., 1998), se activan por estimulos estresantes extracelulares
y por citocinas inflamatorias, o por GPCR (Raingeaud y cols., 1996) (Imagen 14).
La cinasa p38 es activada por Rac, MEKK1/4 y MEK3/6, mientras JNK es activada
por Rac, MEKK1/4 y MEK4/7, entre otros. Los efectores de la familia p38
incluyen factores de transcripcion (ATF-2, Elk-1) y enzimas (MAPKAP cinasa).

Mitégenos, factores de Estrés, citocinas,
crecimiento, GPCR GPCR

MAPKKK (MEKK) uo0126 | Raf | -MEKK1/4
‘L PD98059 - \
y

MAPKK (MEK) (MEKl/Z ) MEK3/6 MEK4/7

¢ ¢ ¢ :
Coe
[ I 1 I
I 1 1 l
I [ ., I
I I Factores de transcripcion I
: ! en el nucleo ]
| } } }
| | 1 |
v v v v
Respuesta biolégica PROLIFERACION APOPTOSIS

Imagen 14. Via de seializacion de las MAPK
(modificado de Pearson y cols., 2001; Roux y Blenis, 2004).
GPCR: receptores acoplados a proteina G.
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El estudio de las consecuencias fisiolégicas de la senalizaciéon de p38 se
ha visto facilitado por la disponibilidad de inhibidores farmacoldgicos de su
accién, como SB203580 (Gallagher y cols., 1997), que bloquean la senalizacién
de p38. Las rutas p38 y JNK median respuestas a choques osmoticos, procesos
inflamatorios y otras agresiones frecuentemente asociadas con decisiones de
supervivencia y apoptosis, transmitiendo senales inhibitorias del crecimiento

(Nemoto y cols., 1998; Pearson y cols., 2001; Roux y Blenis, 2004) (Imagen 14).

Dados los procesos fisiolégicos que estas enzimas controlan, se ha
explorado su posible uso en terapéutica: asi los inhibidores de ERK1/2 podrian
ser usados como agentes anti-cancer por su importancia en el control de la
divisién celular, mientras los inhibidores de p38 y JNK podrian ser efectivos en el
control de enfermedades causadas por citocinas inflamatorias y estrés
ambiental, como la artritis reumatoide, el asma o las enfermedades

autoinmunes (Johnson y Lapadat, 2002).

2.5.3.1 Efecto de los AR f sobre la activacion de las MAPK

Entre los GPCR, se ha visto que los AR B son capaces de activar las vias de
sefializacion de las MAPK, y asi se ha descrito en distintos tipos celulares (células
HEK 293, COS-7, fibroblastos, ...) que los AR B provocan un aumento en la
actividad de la ERK1/2 a través de la fosforilacion de la misma (Evans y cols.,
2010). Los tres subtipos de AR B parecen acoplados a esta via de sefalizacion.
Sin embargo, algunos autores demuestran una defosforilacion de ERK1/2
producida por los AR B, en queratinocitos (Pullar y cols., 2003) y células

epiteliales de cérnea (Ghoghawala y cols., 2008).

Otra de las cinasas sobre las que actuan los AR B es la p38. La mayoria de
los estudios demuestran su activacion por el subtipo B, en distintos tipos
celulares como cardiomiocitos (Communal y cols., 2000; Zheng y cols., 2000;
Magne y cols., 2001), linfocitos B (McAlees y Sanders, 2009) y células HEK293
(Yamauchi y cols., 1997; Gong y cols., 2008). También se ha descrito que la

estimulacion del subtipo B; produce una fosforilacion de la p38 en adipocitos
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(Caoy cols., 2004) y en células CHO-K1 que expresan dicho subtipo (Sato y cols.,
2008). Sin embargo, como ocurre con la ERK1/2, algunos estudios demuestran
una defosforilacion de la p38 mediada por la estimulacion de los AR 3 en células
de microglia espinal (Morioka y cols., 2009) y en cardiomiocitos de pollo (Tsang
y Rabkin, 2009).

Légicamente, la activacion de las MAPK por los AR influirda sobre las
funciones bioldgicas de estas enzimas, 6sea en los procesos de proliferacion,
diferenciacion celular y apoptosis. Asi, se ha relacionado la fosforilacion de la
ERK1/2 por el subtipo B, con un aumento en la proliferacion celular en
fibroblastos cardiacos (Kim y cols., 2002) y en las CE de aorta bovina (laccarinoy
cols., 2005); asimismo, se ha descrito que la fosforilacion de la ERK1/2 mediada
por los subtipos B; y B, puede estar implicada en el aumento de la proliferacion
celular de las CE en el hemangioma infantil (Ji y cols., 2013). Sin embargo, otros
estudios han demostrado la defosforilacion de ERK1/2 por los AR B y la
consecuente disminucion en la proliferacion en CML vascular (Kim y cols., 2009)
o en la migracion de queratinocitos (Pullar y cols., 2003) y en células epiteliales

de la cérnea (Ghoghawala y cols., 2008).

Ademads, la p38 ha sido ampliamente estudiada en tejido cardiaco,
estando implicada en la muerte celular causada por isquemia-reperfusién
(Kaiser y cols., 2004), en el infarto agudo de miocardio (Tenhunen y cols., 2006)
y en la insuficiencia cardiaca (Nishida y cols., 2004). Su papel como mediador en
los procesos de apoptosis ha sido establecido en CE de aorta bovina (laccarino y
cols., 2005) y en cardiomiocitos adultos (Zhu y cols., 2001). Asi, se puede
establecer que la via de sefializacion de la p38 es perjudicial en la mayoria de los
modelos de insuficiencia cardiaca, y que la inhibicion crénica sistémica de esta
via mediante agentes farmacoldgicos reduce la severidad de la enfermedad (Liu
y cols., 2005; Widder y cols., 2004). Sin embargo, se ha visto que la via de
sefializacion de la ERK1/2 tiene propiedades cardioprotectoras, en parte debido
a una inhibicién de la apoptosis de cardiomiocitos derivada de un proceso de
isquemia-reperfusion o debida al estrés oxidativo que se produce (Yue y cols.,
2000).
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Las MAPK han sido estudiadas también por su relacion con la
angiogénesis, que consiste en la formacidon de vasos sanguineos nuevos a partir
de vasos preexistentes (Carmeliet, 2003). La angiogénesis es un proceso
fisiolégico normal durante el desarrollo embrionario, el crecimiento del
organismo y la cicatrizacién de las heridas (Folkman, 2006), pero influye
también en la transformacion maligna del crecimiento tumoral. En relacién con
este fendmeno, la via de la ERK1/2 ha sido identificada como pro-angiogénica
(Zachary, 2003), mientras la via de la p38 como anti-angiogénica (Matsumoto y
cols., 2002; Issbrucker y cols., 2003). Por lo que concierne los AR B, la activacidn
del subtipo B, ha sido descrita como pro-angiogénica en la angiogénesis post-
isquémica (laccarino y cols., 2005; Ciccarelli y cols., 2011), pero existen estudios
aparentemente contradictorios sobre los efectos de la inhibicidon B adrenérgica.
De este modo, los antagonistas B se han descrito por un lado como agentes
anti-angiogénicos (Annabi y cols., 2009; Lamy y cols., 2010; Ristori y cols., 2011),
beneficiosos en el tratamiento de hemangiomas infantiles (Storch y Hoeger,
2010) y leucemia (Hajighasemi y Hajighasemi, 2009), pero por otro lado como
compuestos pro-angiogénicos, provechosos para la reparaciéon de heridas

(Romana-Souzay cols., 2009; Pullar y cols., 2012).

Por ultimo, es importante sefalar que, recientemente, se ha demostrado
gue algunos ligandos de los AR B presentan eficacias diferentes para un mismo
receptor, y asi pueden interactuar con diferentes conformaciones del receptor,
activando distintas vias de sefalizacion y provocando distintas respuestas
biolégicas (Evans y cols., 2010). Asi, algunos antagonistas, como propranolol o
SR59230A, actian como clasicos antagonistas competitivos de la via de
sefializacion del AMPc, pero también actian como agonistas de la via de
sefializacion de las MAPK (Azzi y cols., 2003; Baker y cols., 2003b; Galandrin y
Bouvier, 2006; Sato y cols., 2007, 2008; Galandrin y cols., 2008; Evans y cols.,
z

2010), presentando lo que se ha denominado “selectividad funcional” vy

comportandose como agonistas sesgados (del inglés: “biased agonists”).
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2.5.3.2 Efecto de las MAPK sobre la reactividad vascular

A nivel vascular, existen numerosos trabajos que describen el papel que
juega la activacién de las MAPK (ERK1/2 y p38) en la respuesta contractil de
diferentes vasos, en condiciones fisioldgicas o en patologias como la
hipertension (Kimy cols., 2005, 2006; Giachini y cols., 2010).

La mayoria de los estudios describen que la activacién de las MAPK
aumenta la contraccion en los diferentes tejidos vasculares y asi, por ejemplo, la
inhibicién de la ERK1/2 produce una reduccién de la contraccién mediada por
diferentes agentes contractiles, como: los agonistas a; en arteria de Utero ovino
(Xiao y Zhang, 2002; Xiao y cols., 2004), en arteria cardtida de rata (Tsaiy Jiang,
2005) o en aorta de ratén (Bhattacharya y cols., 2011); los agonistas a, en
arteria auditiva (Bhattacharya y Roberts, 2003) o vena palmar (Roberts 2001,
2004) de porcino; la endotelina en aorta de rata (Kim y cols., 2004; Kwon y cols.,
2003, 2004; Lee y cols., 2007); la serotonina en arteria de Utero bovino (Xiao y
Zhang, 2002); la angiotensina Il en arteria mesentérica o A.M.R. de rata (Touyz
y cols., 1999, 2002). Por otro lado, se ha descrito que estos mismos agentes
contractiles provocan un aumento en la fosforilacion de la ERK1/2 en diferentes
tejidos vasculares como: las CML de aorta humana (Chen y cols., 2009) y de rata
(Touyz y cols., 1999); la aorta (Kim y cols., 2004; Kwon y cols., 2004; Lee y cols.,
2007) y la arteria caudal de rata (Tsai y Jiang, 2005); la arteria auditiva
(Bhattacharya y Roberts, 2003) y la vena palmar (Roberts, 2001, 2004) de

porcino; la aorta de hurdn (Dessy y cols., 1998).

Por lo que respecta a la p38, se ha visto que su inhibicién disminuye la
respuesta contractil a la endotelina en aorta (Kwon vy cols., 2003, 2004; Kim y
cols., 2004; Lee y cols., 2007) y en arteria mesentérica de rata (Ohanian y cols.,
2001) y a la NA en arteria mesentérica de rata (Ohanian y cols., 2001). En estos
trabajos se ha visto que estos agonistas, a su vez, aumentan la actividad de la
p38.

Sin embargo hay muy pocos estudios sobre la influencia que las MAPK
pueden tener en la respuesta relajante mediada por la activacién de los AR B.

Recientemente, como ya se ha comentado anteriormente, se ha postulado que
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otro mecanismo de accién, diferente de la via de sefializacion cldsica del AMPc,
por el cual los AR B median la vasorelajacidn, es el acoplamiento a la proteina Gi
y la consiguiente activacion de la via de las MAPK (Queen y Ferro, 2006) (ver
Imagen 13). Ademas se ha visto que la estimulacion de los AR [ activa la via de
las MAPK en diferentes tipos celulares (Evans y cols., 2010). No obstante, hasta
el momento han sido publicados solamente dos trabajos en tejidos nativos,
demostrando que la inhibicién de la fosforilacion de la ERK1/2 aumenta el
efecto relajante de isoprenalina en bronquiolos porcinos (Lelliot y cols., 2012), y
de isoprenalina y salbutamol pero no de xamoterol en arterias coronarias

porcinas (Uhiara vy cols., 2009).

La mayoria de los estudios en los que se demuestra la activacién de las
MAPK inducida por los AR B han sido realizados en diferentes tipos de lineas
celulares en los que existe una sobreexpresiéon de receptores, y algunos de ellos
han sido realizados en células aisladas como cardiomiocitos, linfocitos y

adipocitos, pero se conoce muy poco lo que ocurre en un tejido intacto.

En la presente Tesis se ha profundizado en el efecto de la estimulacién de
los AR B sobre la fosforilacion de la ERK1/2 y la p38 en aorta y en CE y CML
aisladas de aorta y, por otro lado, se ha determinado el papel que ejercen estas

cinasas en la accion vasodilatadora mediada por isoprenalina en aorta de rata.
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Objetivos

Los AR B son receptores con siete dominios transmembrana, acoplados a
proteinas G y activados por las catecolaminas enddgenas NA y A. Estos
receptores estan situados, entre otras localizaciones, en las células de los vasos
sanguineos, donde producen vasodilatacion: de ahi que juegan un papel
fundamental en la regulacion del tono vascular. Aunque existen numerosos
trabajos acerca de la participacion de los diferentes subtipos de AR B (B4, B, ¥
Bs) en el efecto relajante a nivel vascular, los resultados de la literatura son
contradictorios y hasta el momento no se ha establecido bien la funcionalidad

de cada uno de los subtipos en los diferentes lechos vasculares.

Ademas, aunque tradicionalmente se considera que la relajacion
inducida por los AR B se produce a través de la estimulacién de la adenilato
ciclasa (AC) en las células musculares lisas (CML), con el consiguiente aumento
del AMPc vy la activacidn de la PKA (via de sefalizacion clasica: AC/AMPc/PKA),
se conocen otros mecanismos de transduccion de la senal por los cuales los AR
B median la vasodilatacion, como por ejemplo: la liberacion de NO en las
células endoteliales (CE), que lleva a la activacion de la guanilato ciclasa
soluble (CGs) y a la formaciéon de GMPc (via de sefializacién: NO/GCs/GMPc).
Sin embargo, en la literatura existen datos discordantes sobre la contribucion
relativa de la via de seializacién cldsica y la via del NO en la relajacién mediada

por los distintos subtipos de AR B y en distintos territorios vasculares.

Recientemente se ha descrito que, ademas de las sefiales de
membrana, los AR B pueden activar vias intracelulares como la via de
sefializacion de las cinasas activadas por mitégenos, MAPK (ERK1/2 y p38). No
obstante, existen muy pocos estudios que determinen el efecto de los AR B
sobre las MAPK a nivel vascular y sobre todo la influencia que pueda tener esta
via de senalizacidon en la funcionalidad de los mismos en un tejido vascular

nativo.

Ante estas evidencias, en la presente Tesis nos proponemos el estudio de
la localizacién de los subtipos de AR B en las diferentes células vasculares, su
funcion y sus vias de senalizacién, utilizando dos lechos vasculares con

diferentes caracteristicas fisioldgicas: un vaso de resistencia de pequeno calibre,
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como la arteria mesentérica de resistencia (A.M.R.) y un vaso de conductancia
de calibre mayor, como la aorta. Para ello nos planteamos los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinar la expresion génica y proteica, asi como la distribucion celular en
la pared vascular (CE, CML y/o adventicia) de los tres subtipos de AR B (B4, B
y B3), en los dos tejidos (A.M.R. y aorta).

2. Determinar los mecanismos de sefializaciéon por los cuales los tres subtipos
de AR B median la vasodilatacién en A.M.R. y aorta: la via clasica de
activacion AC/AMPc/PKA y/o la via NO/GCs/GMPc.

3. Determinar la participaciéon funcional de cada uno de los tres subtipos de
AR B en la vasodilatacién mediada por estimulacion B adrenérgica, de
forma sistematica y utilizando las mismas condiciones experimentales en

los dos tejidos en estudio.

Ademads, determinamos si los AR B son capaces de seializar a través de la
via de las MAPK (ERK1/2 y p38), en aorta entera y en los principales tipos
celulares de este vaso (CE y CML aisladas de aorta), analizando el papel que esta

via puede desempeiiar en la accién vasodilatadora mediada por los AR .
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y EXTRACCION DE
LOS TEJIDOS

El cuidado y el tratamiento de los animales se realizd siguiendo Ia
legislacidon espafiola recogida en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de Octubre,
sobre “Proteccidn de los animales utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos” (ratificacién de la Directiva Europea 86/609/CEE), y segun Decreto
13/2007, de 26 de Enero, del Consell de la Comunidad Valenciana. Los
protocolos realizados fueron aprobados por el Comité Etico de la Universidad de

Valencia.

Se emplearon ratas adultas macho de raza Wistar, criadas en el servicio
de Produccion animal del SCSIE de la Universidad de Valencia, con un peso
comprendido entre 275 y 325 g. Todos los animales fueron estabulados hasta su
sacrificio, siguiendo ciclos de luz—oscuridad de 12 horas, a una T2 ambiental de
22°C y 60 % de humedad, con alimentacién artificial y agua de bebida ad

libitum.

Las ratas previamente anestesiadas con Isofluorano (IsoFlo®, Esteve), se
sacrificaron por decapitacion y se desangraron, teniendo en cuenta las
recomendaciones para la eutanasia de los animales de la Direccién general de
medio ambiente (DGXI) de la Comisidn Europea, para el sacrificio con el minimo
sufrimiento fisico y mental del animal (Close y cols., 1996). Después del
sacrificio, se extrajeron dos tipos de tejido vascular diferente: vasos de
resistencia (arterias mesentéricas de pequeno calibre) y un vaso de

conductancia (aorta toracica), tal y como se expone a continuacion:

- ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA (A.M.R.)

Se realizé una laparotomia mediante una incisién a nivel abdominal, se
extrajo el intestino y se puso en una placa conteniente solucidn fisiolégica de
Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4,75 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1,2 mM, KH,PO, 1,2
mM, NaHCO; 25 mM y glucosa 11 mM) a pH = 7,4. El intestino se extendié con

cuidado con unas pinzas, para visualizar mejor los tejidos adiposo y conectivo
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que se encuentran adheridos a la vasculatura esplacnica. La separacién de
dichas adherencias mediante la utilizacion de material especial quirurgico
permitid visualizar la arteria mesentérica superior y sus ramas (Imagen |A). A
continuacion, con la ayuda de una lupa de diseccion de 20 aumentos (Leica S6E),
se aislaron las segundas y terceras ramas de las A.M.R. (Imagen IA). Cuando el
protocolo exigia la ausencia de endotelio, éste fue eliminado mediante friccion
con un fino alambre. Esta operacion se llevé a cabo con cuidado para no dafar

la capa muscular del vaso y perder asi su capacidad contractil y relajante.

- AORTA TORACICA

Tras realizar una toracotomia, se separaron los pulmones y el corazén
visualizandose la arteria aorta, la cual se extrajo con cuidado, desde el cayado
aodrtico hasta el diafragma. El segmento extraido se colocé en una placa Petri
con solucién fisiolégica de Krebs y se limpid cuidadosamente de la grasa
perivascular (Imagen IB). Para la eliminacion del endotelio, se utilizd una canula

fina que se introdujo en la luz del vaso repetidas veces.

Inmediatamente después de su extraccién, los tejidos fueron
manipulados de diferente forma, segln las técnicas que se iban a realizar y que

se describen en los apartados correspondientes:

- Obtencidn de las células musculares y endoteliales.

- Estudios de expresidon génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(los tejidos se congelaron a —80°C hasta su posterior utilizacion).

= Inmunofluorescencia.

- Estudios funcionales de formacion de AMPc y GMPc o de reactividad
vascular en bafo de érgano.

- Western Blot.
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ARTERIAS MESENTERICAS
DE RESISTENCIA (A.M.R.)
Arteria
mesentérica 12rama
superior
2%rama
fleo
32rama
B

AORTA TORACICA

Imagen I:
Fotografias de una arteria mesentérica de resistencia (A.M.R.) (A)
y una aorta tordcica (B) recién aisladas de una rata Wistar.
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2. EXTRACCION Y CULTIVO DE LAS CELULAS
MUSCULARES LISAS (CML) Y ENDOTELIALES (CE) DE LA
AORTA

Las células de musculo liso (CML) y las células endoteliales (CE)
procedentes de la arteria aorta se extrajeron y cultivaron segun el protocolo

gue se describe a continuacion.

- CML

Tras eliminar el endotelio, raspando el interior de la aorta con una pipeta
Pasteur cuya punta fue hecha roma, y triturar el tejido haciendo uso de un
bisturi, la masa homogénea obtenida se vertié en 2,5 ml de medio DMEM F12-
HAM (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), suplementado con: penicilina 180 U/ml,
estreptomicina 180 pg/ml, L-glutamina 20 nM, fungizona 2,5 U/ml vy
gentamicina 4 mg/ml. Seguidamente se realizd una centrifugacion a 180 x g
durante 4 minutos, tras la cual se resuspendié el pellet en 2,5 ml de una
solucion de colagenasa (2,5 mg/ml, Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) en el
mismo medio. Durante 90 minutos se incubd el tejido en la solucion de
colagenasa a una T2 constante de 37°C y en agitacidon. Cada 10 minutos la
solucidén fue agitada fuertemente y cada 30 minutos se realizé una disgregacion
mecanica utilizando una pipeta Pasteur cuya punta fue estrechada, con el
objetivo de obtener una disgregacién eficiente. Posteriormente, el tejido
disgregado se sometid a una centrifugacion a 390 x g durante 10 minutos. El
pellet fue resuspendido en el medio DMEM F12-HAM vy se repitid la

centrifugacion.

El pellet resultante, conteniente las CML, se utilizd para el cultivo celular
o fue congelado a —80°C. En este ultimo caso, las células que no fueron
cultivadas sino guardadas directamente tras su obtencién, se denominaron:

CML frescas.
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Para el cultivo de las CML, el pellet fue resuspendido en el medio DMEM
F12-HAM suplementado con los componentes anteriormente mencionados y
suero bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Gaithersburg MD, USA) al 12%. Las células
fueron sembradas en placas Petri de 30mm de diametro y el medio se renovéd

cada 3 dias.

- CE

Para obtener las CE, se utilizaron anillos de aorta (de 2 mm de largo) que
fueron sumergidos separadamente en 50 ul de Matrigel (del inglés: “Basement
Membrane Matrix”; BD Bioscience, San Jose CA, USA) en una placa de 96
pocillos, con 200 pl de medio EGM-MV2 (del inglés: “Endothelial Cell Growth
Medium MV2”; Promocell GmbH, Heidelberg, Alemania), suplementado con:
anfotericina B (Lonza Group Ltd., Basel, Suiza) y gentamicina (Schering-Plugh SA,
Madrid). El medio se renovd cada 2 dias. Después de 5 dias, los anillos de aorta
se desecharon y las CE formadas de los nuevos tubulos se aislaron como se
detalla a continuacion: el Matrigel se disgregd mecanicamente utilizando una
pipeta Pasteur con 200 pul de tripsina fria (Gibco BRL, Gaithersburg MD, USA). El
volumen total (4 ml) fue centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos vy el pellet
resultante fue resuspendido en el medio EGM-MV2. Las CE se sembraron en

placas Petri de 30 mm de didmetro y el medio se renové cada 3 dias.

El cultivo en placa tanto de las CML como de las CE se mantuvo en
atmosfera humeda a 37°C y 5% de CO,. Los experimentos en los cultivos

celulares fueron realizados entre el pase 2y 6.

66



Material y métodos

3. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS
AR B y DE LA eNOS

Se cuantificd el ARN mensajero (ARNm) de los 3 subtipos de AR By de la
enzima eNQOS, previamente retrotranscrito a ADN complementario (ADNc),
mediante la técnica de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo
real, en: los tejidos enteros (A.M.R. y aorta), las CML frescas recién aisladas de

aorta y los cultivos de CMLy CE de aorta, tal y como se describe a continuacion.

3.1 Extraccion de ARN total

Antes de proceder a la extracciéon de ARN total, los tejidos enteros
(segmentos de las segundas y terceras ramas de A.M.R. y anillos de aorta
previamente congelados y almacenados a —80°C) se pulverizaron finamente con

la ayuda de un mortero de acero enfriado.

El ARN total de los tejidos pulverizados, las CML frescas y los cultivos de
CML y CE de aorta, se extrajo utilizando el reactivo de lisis Tripure Isolation
Reagent (Roche Applied Science, Alemania), que destruye las membranas
celulares de manera que los 4cidos nucleicos, acompafiados de otros
compuestos (proteinas, enzimas, carbohidratos), queden disponibles para su
posterior procesamiento. Seguidamente, con el fin de eliminar restos celulares
no lisados, se realizd una primera centrifugacion a 12.000 x g durante 10
minutos a 4°C. Al sobrenadante se le afiadid cloroformo (200 uL por cada ml de
reactivo Triprure), se agité durante 15 segundos, seguidos de 10 minutos de
reposo a T2 ambiente; posteriormente, se realizé una segunda centrifugacion a
12.000 x g durante 15 minutos a 4°C con objeto de favorecer la separacion de
fases: i) fase superior acuosa, donde se localiza el ARN total; ii) interfase; iii) fase

inferior organica, donde se encuentra el ADN.

A continuacidén se recogio la fase acuosa a la que se afnadio isopropanol,

dejandola reposar 10 minutos a T2 ambiente para que los acidos nucleicos
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precipitaran. Las muestras se centrifugaron de nuevo a 12.000 x g durante 10
minutos a 4°C, obteniendo un pellet de ARN total. Se descarté el sobrenadante
y se lavé el pellet con etanol diluido al 70 % en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC). Para recoger el pellet lavado, se realizd una ultima
centrifugacion a 8.000 x g durante 5 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante
y el pellet se sometié a secado bajo la luz de un flexo. Finalmente, el pellet se
resuspendidé en agua tratada con DEPC y se congeld a -80°C hasta su posterior

analisis.

La integridad y la concentracion del ARN total obtenido se evaluaron con
la ayuda de un sistema de electroforesis automatico (Experion™, Bio-Rad
Hercules CA, USA), empleando unos chips y un kit de sensibilidad estandar para

analisis de ARN total, segun las instrucciones dadas por el fabricante.

3.2 Transcripcion reversa (RT)

Una vez aislado el ARN total, se procedid a la sintesis del ADN
complementario (ADNc), mediante la reaccién de transcripcion reversa o
retrotranscripcion (RT). EI ARN total (2 pg) y el cebador oligo (dT) (250 ng)
fueron precalentados en agua tratada con DEPC a 70°C para favorecer su union,
y luego enfriados en hielo. La reaccion de RT fue ajustada a un volumen de 25
ul, conteniente: 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT
(Ditiotreitol), 40 U del inhibidor de ribonucleasas RNAsin® (Promega Corp.
Madison, USA), 2 mM de cada deoxinucledsido trifosfato y 300 U de
Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (Moloney
Murine Leukemia Virus reverse Transcriptase, M-MLV RT) (Promega Corp.
Madison, USA). La reaccién transcurrié a 42°C durante 60 minutos y al final la

enzima fue desactivada por calentamiento a 70°C durante 15 minutos.

Una vez finalizadas las reacciones, el ADNc sintetizado se almacend a

-20°C hasta su posterior uso.
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3.3 PCR cuantitativa a tiempo real

Los ARNm codificantes para cada uno de los 3 diferentes subtipos de AR
B (B1, B2 Y B3), para la enzima eNOS y para Gapdh como control interno, se
cuantificaron mediante el empleo de sondas Tagman® con propiedades
fluorescentes, usando un termociclador GeneAmp 5700 sequence-detection

system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Diluciones 1/10 de la reaccién de RT previa, se analizaron por duplicado
mediante ensayos de expresidn génica (Tagman® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, FosterCity, CA, USA), consistentes en una mezcla 20X de
cebadores y sondas Tagman® MGB (Rn00824536_s1 para el Adrbi;
Rn00560650 s1 para el Adrb2; Rn00565393 m1 para el Adrb3; Rn02132634 s1
para la enzima Nos3; Rn99999916_s1 para Gapdh).

Las reacciones se ajustaron a un volumen de 25 upl con Tagman®
Universal Master Mix (AmpliTaqg Gold® DNA Polymerase; Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), incluyendo 5 ul de la diluciéon de la reaccion de RT y 1,2 ul
de la mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores (900 nM). El ADNc fue
amplificado segln las condiciones del fabricante: un primer paso de activacién
de la polimerasa a 95°C durante 10 minutos y 40 ciclos compuestos de dos
pasos: desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos e hibridacidon/extension a

60°C durante 1 minuto.

3.4 Andlisis de los resultados

Al finalizar el proceso de amplificacion, se obtuvieron los valores del ciclo
umbral Ct (“threshold cycle”: numero de ciclo en el cual la fluorescencia
sobrepasa el umbral determinado automaticamente por el sistema) para cada
gen. Los valores Ct fueron normalizados usando como gen de referencia el
Gapdh, siendo ACt la diferencia entre Ct del gen estudiado y Ct de Gapdh. El
valor ACt se transformé matematicamente mediante la expresion 27,
directamente proporcional al nimero inicial de copias de cada gen (Livak y

Schmittgen, 2001).
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4. EXPRESION PROTEICA DE LOS AR B POR
INMUNOFLUORESCENCIA

Segmentos de las terceras ramas de A.M.R. y anillos de aorta recién
extraidos del animal, se fijaron con paraformaldehido (4 %; pH 7,4) durante 1
hora. A continuacidon se realizaron 3 lavados, de 10 minutos cada uno, con
tampodn fosfato salino (PBS; 0,1 M; pH 7,4) y las arterias se mantuvieron toda la
noche en una solucion de sacarosa al 30 % en PBS. Posteriormente fueron
transferidas a un criomolde de pldstico (Bayer Quimica Farmacéutica, Espafia),
sumergidas en el medio de inclusion Tissue-Tek® OCT (Optimum Cutting
Temperature, Sakura Finetek Europe, Zoeterwoute, Holanda), se congelaron con

nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C hasta su utilizacién posterior.

Los segmentos arteriales se cortaron con un criostato en secciones
transversales de 14 um de grosor, y se colocaron en un portaobjetos gelatinado.
Después de 90 minutos de secado a 37°C, se bloguearon en una camara
himeda durante 2 horas (37°C) con PBS (pH 7,4) + Tween 20 (0,3 %) (PBS-T),
gue contenia 5 % de albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, St Louis MO,
USA). Las secciones se incubaron en la cdmara humeda durante 1 hora (37°C),
con anticuerpos primarios especificos para cada subtipo de AR B: anticuerpo
policlonal de conejo anti-B; (sc-568; dilucidon 1:30; Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, USA); anticuerpo policlonal de conejo anti-B, (sc-9042;
dilucion 1:30; Santa Cruz); anticuerpo policlonal de cabra anti-B; (sc-1473;
dilucién 1:30; Santa Cruz), diluidos con PBS-T, que contenia 2 % de BSA. A
continuacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-T y posteriormente
las secciones se incubaron (1 hora, 37°C, en la camara humeda) con los
anticuerpos secundarios IgG anti-conejo o anti-cabra conjugados con CyTM3
(1:200; Jackson Immuno Reasearch Laboratories) diluidos con PBS-T, que
contenia 2 % de BSA.

Después de realizar 3 lavados de 10 minutos con PBS-T, las muestras se
incubaron (10 minutos) con el colorante nuclear 2’-(4-etoxifenil)-5-(4-metil-1-
piperacinil)-2,5’-bi-1H-benimidazol (Hoechst 33342; 10 pg/ml; excitacion A =

351-364 nm, emision A = 400-500 nm). Finalmente, después de realizar 3
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lavados de 5 minutos con PBS, las muestras se cubrieron con un cubreobjetos
de vidrio y las sefiales inmunofluorescentes se visualizaron con un microscopio
laser confocal (Leica TCS SP2) con lentes de inmersién en aceite (40X para aorta;
63X para A.M.R.). Los anticuerpos secundarios conjugados con CyTM3 se
visualizaron por excitacion a A = 561 nm y emision a A = 600-700 nm. La
autofluorescencia verde de la elastina de la lamina elastica (LE) se observé por
excitacion a A = 488 nm y emision a A = 500-560 nm. La especificidad de la sefial
se evalud por emisidn del anticuerpo primario. En estas condiciones, no se

observé tincion de la pared vascular.

5. FORMACION DE LOS NUCLEOTIDOS AMPc y GMPc

Para los experimentos de formacién de los nucleétidos ciclicos, se
utilizaron las ramas de segundo y tercer orden de las A.M.R. de 2 ratas, que se
dividieron aleatoriamente en 6 muestras, mientras la aorta proveniente de cada

animal se dividié en 5 anillos de 3 mm aproximadamente.

5.1 Estimulacion de las muestras

Las muestras de A.M.R. y aorta se incubaron en un volumen de 5 ml de
solucion fisiolégica de Krebs a 37°C, con burbujeo de carbégeno (95 % O, + 5 %
CO,; cada 10 minutos), y se estabilizaron durante un periodo de 30 minutos. A
continuacion se incubaron durante 30 minutos con los agentes estimulantes
(forskolina, nitroprusiato sddico o los agonistas B), en presencia de IBMX (3-
isobutil-1-metilxamina) 0,5 mM, como inhibidor no selectivo de las
fosfodiestererasas de los nucledtidos ciclicos, con el fin de evitar la degradacién

de los mismos (Bender y Beavo, 2006).

Las acciones de forskolina 1 uM, activador directo de la AC, y de
nitroprusiato sédico 1 uM, activador directo de la GCs, se analizaron en unos
experimentos preliminares, como controles positivos de la generacién de AMPc

y GMPc, respectivamente. A continuacién, la capacidad de aumentar la
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produccién de los nucledtidos se ensayd para los siguientes agonistas de los AR
B: isoprenalina (no selectivo), dobutamina (B; selectivo), salbutamol (j,

selectivo) y CL316243 ([3; selectivo), a una concentracion de 1 uM.

Para comprobar que la formacion de AMPc que detectamos estaba
mediada por la enzimas AC, se estudio la accién del inhibidor de la AC (SQ22536
100 uM) sobre la formacion de AMPc provocada por isoprenalina 1 uM. Asi
mismo, para comprobar que el aumento de GMPc dependia de la liberacion de
NO, se estudié la accién del inhibidor de la eNOS (L-NAME 100 pM) sobre la
formacion de GMPc provocada por isoprenalina 1 uM. Ambos inhibidores,

SQ22536 y L-NAME, se anadieron 15 minutos antes de isoprenalina.

En otro grupo de experimentos, con objeto de estudiar el efecto de los
diferentes antagonistas B sobre la produccidon de nucledtidos inducida por
isoprenalina 1 uM, se ensayaron los siguientes antagonistas de los AR B:
propranolol (B:/B, no selectivo), CGP20712A (B, selectivo), 1CI118551 (B,
selectivo) y SR59230A (B; selectivo), a una concentracion de 1 puM. Estos se

afiadieron 15 minutos antes de isoprenalina.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion con los diferentes
compuestos, se procedid a congelar de forma inmediata cada muestra en

nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su posterior andlisis.

5.2 Extraccion de AMPc y GMPc

Los tejidos congelados se trituraron en un mortero de acero enfriado
hasta obtener un polvo fino, que fue suspendido en un vial con 100 ul de HCI 0,1
N e IBMX 0,5 mM. La suspension se agité durante 5 segundos y se sonico
mediante ultrasonido, provocando la ruptura de las células y la liberacion de los
nucledtidos ciclicos. A continuacion, se procedidé a centrifugar el vial a 600 x g

durante 5 minutos a T2 ambiente. El sobrenadante obtenido se congelé a —80°C.

Con objeto de ajustar la cantidad de proteinas por ensayo, se determind
la concentraciéon de proteinas de cada muestra mediante el método de Bradford
(1976) (Bio-Rad Hercules CA, USA), utilizando BSA como referencia. Las
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muestras se diluyeron con HCl 0,1 N hasta obtener una concentraciéon de 60

nug/ml de proteinas.

5.3 Cuantificacion de AMPc y GMPc

Para la cuantificacidon de los nucleétidos ciclicos se emplearon dos kits
comerciales especificos para la cuantificacion de AMPc y GMPc (Direct Cyclic
AMP Correlate-EIA TM y Direct Cyclic GMP Correlate-EIA TM, Assay Designs, Ann
Arbor, MI, respectivamente). La técnica se basd en un inmunoensayo
competitivo, utilizando un anticuerpo policlonal dirigido a AMPc o GMPc que se
unié a los nucleétidos de la muestra, compitiendo con una molécula de
fosfatasa alcalina que tenia unido covalentemente un nucleétido (AMPc o GMPc
conjugado). Las muestras (o el estandar, con una concentracién conocida de
nucledtido) fueron incubadas por duplicado con el anticuerpo y el conjugado, a
T2 ambiente, durante 2 horas, en oscuridad y con agitacion. Posteriormente se
lavé y se afadid un sustrato de la fosfatasa alcalina (para-nitrofenil fosfato) que
se dejé a T2 ambiente, durante 1 hora, en oscuridad y sin agitacion. Al finalizar
la incubacidn, la reaccidn fue detenida mediante una solucién “stop” incluida en
el kit y se observd la formaciéon de un color amarillo, cuya intensidad fue
inversamente proporcional a la concentracion de AMPc o GMPc en las muestras
o en el estdndar. Por ultimo, se mididé la absorbancia a A = 405 nm en un

espectofotémetro (VICTOR 3TM U1420 multilabel counter).

5.4 Andlisis de los resultados

En cada ensayo se realizd una curva estandar con concentraciones
conocidas de AMPc (0,078 hasta 20 pmol/ml) o GMPc (0,08 hasta 50 pmol/ml).
La concentracion de AMPc o GMPc de las muestras se calculd interpolando el %
de nucledtido unido en la curva estdndar (mediante GraphPad Prism versién
4.0, San Diego, California). Los resultados se expresaron en pmol/mg de

proteina o como porcentaje respecto a la acumulacién basal del control.
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6. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS MAPK

Para estudiar el efecto de los AR B en la via de sefalizacion de las MAPK,
se analizo la fosforilacion de ERK1/2 y p38 por inmunodeteccidon de proteinas
(Western Blot), en los anillos enteros y en las diferentes células cultivadas (CML

y CE) de aorta, después de la estimulacién o el bloqueo de los AR B.

6.1 Estimulacion de las muestras

Los anillos de aorta se incubaron en un volumen de 5 ml de solucidn
fisiologica de Krebs a 37°C, con burbujeo de carbdégeno (95 % O, + 5 % CO,), y se
estabilizaron durante un periodo de 30 minutos. Una vez alcanzada la
confluencia requerida, las CML se mantuvieron en medio sin suero y las CE se

mantuvieron en medio sin suero ni factores de crecimiento, durante 4 horas.

Los anillos de aorta y las células se incubaron en ausencia (control) y en
presencia de isoprenalina (0,1; 1; 10 uM) durante 5 minutos. Cuando se indica,
las preparaciones se incubaron con el antagonista propranolol (1 uM, 15
minutos) o con los inhibidores de ERK1/2 (U0126) y de p38 (SB203580) (10 uM,
45 minutos), solos o antes de isoprenalina. En estos ultimos experimentos el
control se realizé6 en presencia de DMSO 0,1 % que se uso para disolver los
inhibidores U0126 y SB203580. En algunos experimentos, los anillos de aorta
fueron estimulados con el agonista de los AR a; (fenilefrina, 10 uM) o con el

agonista del receptor del tromboxano A, (U46619, 1 uM), durante 5 minutos.

Al final del tratamiento, se extrajo la solucidn de Krebs y los anillos de
aorta se congelaron de forma inmediata en nitrégeno liquido, mientras las

células fueron lavadas con PBS frio y congeladas.
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6.2 Extraccion y cuantificacion del contenido proteico

Los anillos de aorta congelados se trituraron en un mortero de acero
enfriado hasta obtener un polvo fino. La aorta asi pulverizada, las CML y las CE
fueron suspendidas en un tubo con la solucion de lisis RIPA (50 mM HEPES; 150
mM NaCl; 10 % glicerol; 1,5 mM MgCl,; 0,1 % dodecil sulfato de sodio (SDS); 1
mM EGTA; 100 mM NaF; 1 % Tritén X-100; 1% deoxicolato sédico) junto a una
mezcla comercial que contenia inhibidores de proteasas (Complete®, Roche
Diagnostics, Alemania) y de fosfatasas (PhosSTOP®, Roche Diagnostics,
Alemania). Los homogeneizados asi obtenidos se sonicaron (Microson™ XL 2000
Ultrasonic Liquid Processor) durante 3 ciclos de 5 segundos vy, a continuacion, se
centrifugaron a 16.100 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido,
el cual contenia las proteinas solubles totales, fue alicuotado y almacenado a -
80°C.

La cuantificacion de las proteinas se determind mediante el método de
Bradford (1976) (Bio-Rad Hercules CA, USA), utilizando BSA para establecer la

curva estandar.

6.3 Inmunodeteccion de proteinas (Western Blot)

Se determind la expresion proteica de las MAPK (ERK1/2 y p38) y sus
formas fosforiladas (p-ERK1/2 y p-p38). Para ello, 15 pg de proteinas de aorta,
CML y CE se incubaron con el tampdén de carga (2 % SDS; 60 mM Tris-HCI
pH=6,8; 5 % B-mercaptoetanol; 0,01 % azul de bromofenol; 10 % glicerol). La
separacion de las proteinas se realizd mediante electroforesis humeda
utilizando geles de poliacrilamida-SDS al 10 % y con tampdn de electroforesis
Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris pH = 8,3; 192 mM glicina; 0,1% SDS) a un voltaje
constante de 115 V durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo, los geles se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinildieno (PVDF) durante 2
horas a 4°C, a un amperaje constante de 375 mA en tampdn de transferencia
Tris-Glicina-Metanol (25 mM Tris pH=8,3; 192 mM glicina; 20 % metanol; 0,01 %

SDS). Tanto para la electroforesis como para la transferencia se utilizé el sistema
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Mini-Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell System (Bio-Rad Hercules CA,
USA).

Las membranas se bloquearon con BSA al 3% en PBS-T (PBS con 0,1 %
Tween 20), durante 1 hora a T2 ambiente, en suave agitacién. Tras varios
lavados con PBS-T, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C, en
rotacion, con los anticuerpos primarios, anti: ERK1/2 (p44/42 ERK1/2 MAPK), p-
ERK1/2 (p-p44/42 ERK1/2 MAPK, Thr202/Tyr204), p38 (1:500; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) o p-p38 (1:500; Promega Corp. Madison, USA)
de conejo. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-T y las membranas
se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa (1:2500; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) durante 45 minutos a
T2 ambiente. Se repitieron los lavados con PBS-T y finalmente las bandas fueron
detectadas mediante incubacidn con el reactivo quimioluminiscente ECL™ Prime

Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

6.4 Analisis de los resultados

Las imagenes de quimioluminiscencia fueron capturadas mediante el
Autochemi™ System (UVP Ltd., Cambridge, UK) y la intensidad de las bandas
especificas fue cuantificada mediante el programa LabWorks Image Acquisition
and Analysis (UVP Ltd., Cambridge, UK).

La MAPK ERK1/2 dio lugar a la aparicion de dos bandas: una para ERK1
(p44) y otra para ERK2 (p42). Se cuantificé la intensidad de ambas bandas v,

para el analisis de los resultados, se utilizé la media de las dos.

La intensidad de las bandas correspondientes a las MAPK fosforiladas (p-
ERK1/2 y p-p38) se normalizd respecto a la intensidad de las bandas
correspondientes a las MAPK (ERK1/2 y p38). El efecto de los diferentes

tratamientos se expresé como porcentaje respecto al control.
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7. ESTUDIOS FUNCIONALES DE REACTIVIDAD VASCULAR

Para estudiar la respuesta vasodilatadora de los AR B, se realizaron
estudios funcionales de microbafios de érgano aislado (miografia) en AAM.Ry de

bafo de drgano aislado en aorta.

7.1 Miografia

Para los experimentos funcionales se utilizaron anillos de las segundas y
terceras ramas de las A.M.R., con una longitud de aproximadamente 2 mm y un
diametro de 250-350 um. Como se ha dicho anteriormente, cuando el protocolo
exigia la ausencia de endotelio, éste fue eliminado mecanicamente frotando el
lumen del vaso con un fino alambre. Para cada experimento, se utilizé un solo

segmento de A.M.R. por rata.

Los anillos de A.M.R. se montaron en los microbafios de un midgrafo (J. P.
Tradig; Aarthus, Denmark) (Imagen IlI), con 5 ml de solucién de Krebs
termostatado a 37°C y burbujeado continuamente con carbégeno (95 % O,y 5
% CO,), tal y como estd descrito por Mulvany y Halpern (1977). A través del
lumen de cada anillo de arteria, se introdujeron dos finos alambres que se
colocaron paralelos entre si (Imagen IIC) y que fueron atados a dos soportes:
uno conectado a un transductor isométrico y otro conectado a un mecanismo
de desplazamiento para controlar el didmetro interno del vaso (Imagen IIB). Los
cambios de tensidn isométrica se registraron mediante un sistema informatico
de adquisicion de datos (MaclLab/8e, ADInstruments) en un ordenador
Macintosh (Imagen IIA) utilizando como programa informdatico Chart v3.5.6

(ADInstruments).

Después de 30 minutos de estabilizacion, se procedidé a la normalizacién
de las preparaciones: a través del mecanismo de desplazamiento, los anillos
fueron estirados en pasos progresivos de aproximadamente 10 um, cada 2
minutos, y los valores de tensién de cada estiramiento se ajustaron a una curva

exponencial. A través de un programa informatico (Mulvany), se calculé la
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ORDENADOR
Macintosh

MIOGRAFO
de 4 microbafios

-0

Sistema informatico de
adquisicion de datos:
Maclab/8e

B Soporte conectado C
al transductor
isométrico

MICROBANO
Soporte conectado

al mecanismo de

desplazamiento

Anillo de A.M.R.
montado a los
soportes mediante
2 alambres paralelos

Imagen li:
A: Midgrafo de 4 microbaiios, conectado al sistema MacLab/8e y al ordenador.
B: Microbafio con soportes para montar la arteria mesentérica de resistencia (A.M.R).
C: anillo de A.M.R. montado en el microbafio.
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tension inicial a la cual deberia de ser sometido cada anillo de A.M.R., que es
equivalente a 0,9 veces el diametro estimado para una presién efectiva de 100

mmHg.

Después de la normalizacién, las preparaciones se dejaron reposar
durante un segundo periodo de estabilizacién de 60 minutos, y a continuacion

se realizaron los diferentes protocolos experimentales (apartado 7.3).

7.2 Baino de organo aislado

La arteria aorta recién extraida de la rata y limpiada de la grasa
perivascular, se cortd en anillos de aproximadamente 4 mm de longitud.
También en este caso, si el protocolo exigia la ausencia de endotelio, éste fue
eliminado mecanicamente introduciendo una fina canula en la luz del vaso y
frotando repetidas veces. Para cada experimento, se utilizé un solo anillo de

aorta por rata.

A través del lumen de cada anillo de aorta, se introdujeron dos alambres
de acero inoxidable paralelos entre si: uno se fijo al bafio y el otro se conectd a
un transductor isométrico de fuerza-desplazamiento (Grass FT03), estando las
preparaciones sumergidas en 10 ml de solucidn de Krebs termostatado a 37°Cy
burbujeado continuamente con carbégeno (95 % O, y 5 % CO,) (Imagen lll). Los
cambios de tensidn isométrica se registraron en un ordenador mediante un
sistema informatico de adquisicién de datos (PowerLab/8sp, ADInstruments),

utilizando como programa informatico Chart v5.0.2 (ADInstruments)

Antes de iniciar los protocolos experimentales (que se describen en el
siguiente apartado 7.3), las preparaciones se sometieron a una tensién inicial de

1 g y se dejaron estabilizar durante un periodo de 60 minutos.

79



Material y métodos

Transductor
A isométrico

Conexion al
termocirculador

adquisicion de

Salida de
carbdgeno
(95% 0,y 5% CO,)

Desague

Bafio de érganos
termostatadoa 37 °C

Alambre superior conectado
al transductor isométrico

Anillo de aorta

Alambre inferior
conectado al bafio

Imagen Ili:
A: Componentes del baiio de drgano aislado.
B: Anillo de aorta montado en el bafio.

Sistema informatico de

datos:

Powerlab/8sp
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7.3 Protocolos experimentales

Se detalla a continuacion un Esquema general de los protocolos

realizados en A.M.R. y aorta:

CCR
agente
Acetilcolina relajante
L 10uM
L
15min , 30-45min 15min
K+*80mM Fenilefrina ! CCR
1uM Inhibidory/o agente Inhibidor
Antagonista contractil
L=lavado

CCR = curva concentracidén-respuesta

Al finalizar el periodo de estabilizacion de 60 minutos y para comprobar
la capacidad contractil de los vasos, éstos se contrajeron con una solucion
despolarizante de KCl 80 mM. La meseta de contraccién se mantuvo durante 5
minutos en A.M.R. y 10 minutos en aorta, y su magnitud fue utilizada como
contraccion de referencia para los otros agentes contractiles. La solucidn
despolarizante de KCI tiene una composicidon similar a la solucion de Krebs,
realizdndose una sustitucion equimolar de NaCl por KCl a una concentracidn de
80 mM, y contiene: NaCl 42,75 mM, KCI 80 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1,2 mM,
KH,PO, 1,2 mM, NaHCO3 25 mM vy glucosa 11 mM.

Tras un periodo de lavado de 15 minutos, se comprobd la presencia o
ausencia de endotelio mediante la adicion de un agonista muscarinico
(acetilcolina 10 uM) sobre la meseta de contraccion inducida por un agonista a,
(fenilefrina 1 puM). La ausencia de respuesta relajante a la acetilcolina (< 10 %)
confirmé la destruccién total del endotelio (Furchgott y Zawadzki, 1980),
mientras que una relajacion mayor del 70 % indicé que el endotelio permanecia

funcional.

Con el fin de determinar la influencia del endotelio y del NO en la respuesta
de los fdrmacos utilizados, los experimentos se realizaron en diferentes

condiciones experimentales:
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- en anillos con endotelio, que abreviamos: E (+);
- en anillos desprovistos de endotelio, que abreviamos: E (-);

= en anillos con endotelio o sin endotelio, en presencia de L-NAME, que

abreviamos: E (+) L-NAME y E (-) L-NAME, respectivamente.

L-NAME es un inhibidor de las tres isoformas de la NOS (eNOS, nNOS e
iNOS). Se afiadid a las preparaciones 30 minutos antes de los agentes

contractiles, a la concentracion de 100 pM.

Después de comprobar la integridad funcional del endotelio, las
preparaciones se lavaron con solucidn fisioldgica de Krebs hasta alcanzar la linea
basal y se preincubaron en presencia de diferentes compuestos, inhibidores y/o
antagonistas (segun los Esquemas de los protocolos experimentales que se

detallan en Resultados) durante 30-45 minutos.

Transcurrido este periodo y para obtener una meseta de contraccion
previa sobre la cual ensayar los agentes relajantes, se realizaron curvas
concentracion-respuesta (CCR) de contraccion de los agentes contractiles:
fenilefrina (agonista selectivo de los AR a;) y U46619 (agonista del receptor del
tromboxano A,). Se anadieron concentraciones acumulativas crecientes de
fenilefrina (de 30 nM a 10 uM en AM.R. y de 1 nM a 1 uM en aorta) cada 5
minutos, y de U46619 (de 1 nM a 0,3 uM en aorta) cada 10 minutos, hasta
alcanzar el mdaximo de respuesta contractil y producir una meseta de
contraccion estable. En los casos en que no era necesario construir las CCR de
los agentes contractiles, simplemente se afiadié una concentracién Unica de los

farmacos, capaz de generar una meseta de contraccion estable y duradera.

Seguidamente se construyeron las CCR de relajacion de los agonistas de
los AR B sobre las mesetas de contraccidn inducidas por fenilefrina (10 uM en
A.M.R.y 1 uM en aorta) o U46619 (0,3 uM en aorta). Para ello, se afiadieron
concentraciones acumulativas crecientes (de 0,1 nM a 100 uM) de los distintos
agonistas con un perfil de selectividad diferente por los subtipos de AR B:
isoprenalina (no selectivo), dobutamina (B; selectivo), salbutamol (f3,
selectivo), CL316243 y SR58611A (f; selectivos) (ver Esquema 4 de Resultados).
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El intervalo de tiempo entre cada concentracién ensayada fue de 5 minutos en
A.M.R. y 8 minutos en aorta. Las vasodilataciones de los diversos compuestos
fueron expresadas como porcentaje de relajacidon respecto a la contraccidon

previa de fenilefrina o U46619.

En algunos experimentos, para aclarar el papel del NO en la vasodilatacion
de la arteria aorta, se realizaron CCR de relajacion de otros agentes relajantes:
acetilcolina (agonista de los receptores muscarinicos) y nitroprusiato sodico
(donador de NO), adicionando concentraciones acumulativas crecientes (de 0,1
nM a 10 uM y de 0,03 nM a 1 uM, respectivamente), sobre la contraccion

inducida por fenilefrina 1 uM (ver Esquema 3 de Resultados).

Para determinar la potencia de los antagonistas de los AR B, se realizaron
CCR de relajacion de los agonistas de los AR B (como se ha descrito
anteriormente) en presencia y ausencia de los siguientes antagonistas con una
selectividad diferente por los subtipos de AR B: propranolol (B;/B, no selectivo),
CGP20712A (B, selectivo), ICI118551 (B, selectivo) y SR59230A (B; selectivo),
gue se afadieron al bafio 30 minutos antes de la adicién de fenilefrina (10 uM

en A.M.R.y 1 uM en aorta) (ver Esquemas 5 de Resultados).

Para determinar la participacion de las vias de sefalizacion
AC/AMPc/PKA y/o NO/GCs/GMPc en la accién vasodilatadora tras estimulacion
de los AR B, se realizaron CCR de relajacidon de isoprenalina en presencia o
ausencia de los inhibidores de AC (SQ22536 10-100 uM), PKA (H89 0,1 uM) vy
GCs (ODQ 10 uM), que se afiadieron a las preparaciones y se dejaron incubar 30
minutos antes de las CCR de contraccion de fenilefrina y se mantuvieron

durante la realizacion de las CCR del agonista B (ver Esquema 1 de Resultados).

Para determinar la participacion de las vias de seiializaciéon de las MAPK
(ERK1/2 y p38) en la accién vasodilatadora de los AR B, se realizaron CCR de
relajacién de isoprenalina en presencia o ausencia de los inhibidores de ERK1/2
(U0126 10 uM) y de p38 (SB203580 10 uM). Estos compuestos se prepararon en
DMSO 0,1 %, se afadieron a los banos 45 minutos antes de construir las CCR de

contraccion de fenilefrina o U46619 y se mantuvieron durante la realizacion de
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las CCR del agonista B (ver Esquema 7 de Resultados). El control se realizé en
presencia de DMSO 0,1 %.

En algunos experimentos, se determind la capacidad de L-NAME 100 pM
de revertir el efecto relajante de isoprenalina, acetilcolina y nitroprusiato
sodico, y recuperar el tono contractil previo. Para ello, el inhibidor se afadié
transcurridos 15 minutos a partir de la finalizacion las CCR de relajacion (ver
Esquema 3A de Resultados). El incremento de tono (reversion) producido fue
expresado como porcentaje respecto a la contraccioén inicial de K* 80 mM vy fue

comparado con la contraccién previa de fenilefrina 1 uM.

7.4 Analisis de los resultados

Las contracciones de fenilefrina y U46619 se expresaron como porcentaje
respecto a la contraccion inicial de K* 80 mM, mientras las relajaciones de los
agonistas B y de los otros agentes relajantes se expresaron como porcentaje
respecto a la contraccién previa inducida por el agente contractil. En todos los
casos, las CCR de contraccidon o relajacion fueron ajustadas por regresion no
lineal mediante el programa GraphPad Prism versién 4.0 (San Diego, California),

obteniendo los siguientes parametros:

- pCEsy = logaritmo negativo de la ECgy (concentracion a la que el
compuesto produce el 50 % del efecto maximo, sea contraccion o
relajacidn). En el caso de que el ajuste de la curva fue significativo para
dos sitios de unidn, se obtuvieron dos valores de potencia: pECso(1) y
PECso(2), para el sitio de unidon de alta y de baja afinidad,
respectivamente. En este caso también se calculé el porcentaje de

receptores que hay en cada sitio.

=  Emax = efecto maximo contractil o relajante. Cuando se refirié a efecto
contractil, fue expresado como porcentaje respecto a la contraccidn
inicial de K" 80 mM, a la cual se le atribuy6 el valor de 100 %. Cuando se
refirid a efecto relajante, fue expresado como porcentaje respecto a la

contraccion previa de fenilefrina o U46619, segun el caso.
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Para estudiar la potencia de los antagonistas B, se realizaron CCR de los
agonistas B en presencia y en ausencia de dichos compuestos, y se calculd la
afinidad de los antagonistas B que se expresé como pKg (constante de
disociacion del antagonista), segin el método de Furchgott (1972), mediante la
ecuacion: pKg = log [B] + log (CR - 1), donde: [B] es la concentraciéon del
antagonista empleada y CR es la razon de concentraciones.

CR = EC;; en presencia de antagonista/ECsy en ausencia de antagonista.

Con el objeto de determinar el caracter competitivo del antagonismo, en
algunos experimentos se realizaron CCR de agonista en presencia y en ausencia
de diferentes concentraciones de antagonista y se realizd el analisis de Schild
(Schild, 1947). La recta definida por la ecuacién: log (CR-1) = log [B] — log Kg se
denomina recta de Schild, se calcula por regresion lineal mediante el programa
GraphPad Prism y permite determinar la naturaleza competitiva del
antagonismo, si la recta tiene una pendiente cercana a la unidad, y hacer una
estimacion de la constante de afinidad del antagonista por el receptor (pKg) que,
matematicamente, es igual al logaritmo negativo de Ky y representa la

interseccion de la recta de Schild con el eje de abscisas.

Como puede observarse, el término pKg coincide con el valor de —log [B]
cuando CR es igual a 2. Esto corresponde al valor de pA,, un parametro empirico
definido como el logaritmo negativo de la concentracion molar de antagonista
gue produce una relacion de concentraciones de 2 para el agonista. El valor de
pKg se corresponde con el valor de pA, pero lo contrario solo es cierto cuando la

regresion de Schild es lineal y tiene una pendiente igual a la unidad.

8. FARMACOS UTILIZADOS

Los siguientes farmacos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St Louis MO,
USA): acetilcolina, CGP20712A ((*)-2-hidroxi-5-[2-[ [2-hidroxi-3-[4-[1-metil-4-
(trifluorometil)-1H-imidazol-2-il] phenoxi] propil] amino] etoxi]-benzamide
metansulfonato), CL316243  (disodio  5-[(2R)-2-[[(2R)-2-(3-clorofenil)-2-
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hidroxietillJamino] propil]-1,3-benzodioxolo-2,2-dicarboxolato hidrato),
dobutamina hidrocloruro, (R)-(-) fenilefrina hidrocloruro, forskolina, H89 (N-[2-
(p-bromocinnamilamino) etil]-5-isoquinolin  esulfonamide dihidrocloruro),
IC1118551 ((+)-1-[2,3-(dihidro-7-metil-1H-inden-4-il) oxi]-3-[(1-metiletil)Jamino]-
2-butanol hidrocloruro), (t)-isoprenalina hemisulfato, L-NAME (N,-nitro-L-
arginina metil éster), nitroprusiato sédico, ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]
quinoxalin-1-one), (t)-propranolol hidrocloruro, salbutamol hemisulfato,
SB203580 (4-(4-fluorofenil) -2-(4-metilsulfinilfenil) -5-(4-piridil) -1H-imidazolo),
$Q22536 (9-(tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-6-amina), SR59230A  (3-(2-
etilfenoxi)-1-[[(1S)-1,2,3,4- tetraidronaft-1-illJamino]-(2S)-2-propanol oxalato),
U0126 (1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis (o-aminofenilmercapto) butadieno
monoetanolato), U46619 (9,11,-dideoxi-11a,9a-epoxi-metano-prostaglandina-
F,q). SR58611A (N(2S)-7-carbetoximetoxi- 1,2,3,4- tetrahidronaft-2-il]- (2R)-2-
hidroxi-2- (3-clorofenil) etanamino hidrocloruro) fue un regalo de Sanofi-Aventis

(Bridgewater, N.J.).

Los farmacos se prepararon en agua destilada, excepto: isoprenalina que
fue disuelta en acido ascérbico 0,01 %; SR59230A en etilen glicol al 20 %;
forskolina y U46619 en etanol absoluto; ODQ y SR58611A en etanol 20 %;
U0126 y SB203580 en dimetil sulféxido (DMSO) 0,1 %.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se presentan como la media * el error estandar de la media
(media * e.e.m.). El niumero (n) de experimentos se indica en las tablas y en los

pies de figura.

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo por medio del Test de la
t de Student o por medio del ANOVA seguido del Test de Dunnett, utilizando el
programa GraphPad Prism versién 4.0 (San Diego, California). Las diferencias

fueron consideradas significativas a partir de valores de P < 0,05.
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Resultados

1. EXPRESION GENICA Y LOCALIZACION DE LOS AR B

El primer objetivo de la presente Tesis fue estudiar la expresion génica y
proteica de los tres subtipos de AR B (B4, B, Y Bs), en dos tejidos vasculares con
diferentes caracteristicas fisioldgicas: un vaso de resistencia de pequeio calibre,
como la A.M.R,, y un vaso de conductancia de calibre mayor, como la aorta.
Para ello, se cuantificaron los niveles de ARNm que codifican para los diferentes
subtipos de AR B mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, y se determinaron
las proteinas de los mismos mediante experimentos de inmunofluorescencia,

con la ayuda de un microscopio laser confocal.

La inmunofluorescencia nos permitid, ademas, estudiar la distribucion
celular de los tres subtipos de AR B, ya que gracias a esta técnica pudimos
visualizar y diferenciar los diferentes tipos celulares en ambos tejidos: las células
endoteliales (CE), las células musculares lisas (CML) y la capa adventicia (ADV).
Las CE se encuentran en contacto directo con la luz del vaso, las CML se
distribuyen en capas concéntricas a la luz del vaso y la ADV es la capa mas
externa, constituida por numerosos tipos celulares (como células nerviosas,
fibroblastos, macréfagos, mastocitos y adipocitos). Los nucleos de las células
fueron tefiidos con el colorante Hoechst 33342 y visualizados en color azul,
mientras los AR B fueron marcados con los anticuerpos especificos y

visualizados mediante una sefal fluorescente de color rojo.

Las laminas eldsticas (LE) se visualizaron por emitir autofluorescencia en
verde. En A.M.R,, la linea serpenteante verde, localizada concéntricamente a luz
del vaso, representa la LE interna (LEIl), que separa el endotelio de las CML y la
LE externa (LEE) separa las CML de la ADV (Figura 1B). La arteria aorta que, al
contrario de la A.M.R., es un vaso elastico, ademas de la LEl y la LEE, presenta
varias capas concéntricas de LE localizadas en la tunica media e intercaladas con
las CML (Figura 2D).

Los resultados en A.M.R. y aorta muestran que existe expresién génica y
proteica de los 3 subtipos de AR B, aunque en una proporcion diferente segun el
vaso analizado. Se describen a continuacidn los resultados obtenidos en ambos

Vvasos.
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Figura 1. A) Niveles de expresion del ARNm de los tres subtipos de AR [ en arteria
mesentérica de resistencia (A.M.R.) entera con endotelio intacto. Los valores estdn
normalizados usando Gapdh como gen de referencia y estdn expresados como la media
de 2% 10" + e.e.m. de n=3-5 experimentos.

B) Imdgenes representativas de inmunofluorescencia de secciones transversales de
A.M.R.

ADV: capa adventicia; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa vascular; LEI:
Idmina eldstica interna (autofluorescencia en verde). Fluorescencia en azul: nucleos de
las células tefidos con Hoechst 33342; fluorescencia en rojo: AR 1, B2y bs.

Las imdgenes son representativas de al menos 3 experimentos.
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Figura 2. Niveles de expresion del ARNm de los tres subtipos de AR f en aorta entera
con endotelio intacto (A); aorta sin endotelio (E (-)) (B) y células musculares lisas (CML)
frescas recién aisladas de aorta (C). Los valores estdn normalizados usando Gapdh
como gen de referencia y estdn expresados como la media de 2% 10* + e.e.m. de n=3-
5 experimentos.

D) Imdgenes representativas de inmunofluorescencia de secciones transversales de
aorta.

ADV: capa adventicia; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa vascular; LE:
ldmina elastica (autofluorescencia en verde). Fluorescencia en azul: nucleos de las
células tenidos con Hoechst 33342, fluorescencia en rojo: AR f1, 2y f3.

Las imdgenes son representativas de al menos 3 experimentos.
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En A.M.R. se expresé el ARNm de los tres subtipos de AR B, aunque en
proporciones diferentes: los subtipos B; y B, mostraron niveles de expresion
similares y mayores que el AR B3, el cual se expresé pobremente (Figura 1A). Los
experimentos de immunofluorescencia mostraron que el subtipo B, se localizé
en todas las capas vasculares: en las CML, las CE y la ADV, siendo la sefial muy
abundante e intensa en las CML. Por el contrario, los subtipos B, y Bs; se

expresaron soélo en las CE y en la ADV, estando ausentes en las CML (Figura 1B).

En aorta también se expresé el ARNm de los tres subtipos de AR B,
siendo en este caso la expresion de los AR B, y B, similar, y mayoritaria la del
subtipo B; (Figura 2A). Las imagenes confocales mostraron que los AR PB;
tuvieron una localizacién parecida a la obtenida en la A.M.R.,, ya que se
encontraron en todas las capas vasculares (muscular, endotelial y adventicia) y
con una sefial mas intensa en la muscular. Los AR B, también se localizaron en
las tres capas vasculares, pero mas abundantemente en las CE. Sin embargo los
AR 5 presentaron una localizacion peculiar, ya que, ademas de en las CE y en la
ADV, no parecian expresarse en las CML, sino a lo largo de las capas de elastina
(LE) (Figura 2D).

Dada la particular localizacion de los AR B; en aorta, y para confirmar la
distribucién celular obtenida por inmunofluorescencia, decidimos comparar los
niveles de ARNm de la aorta entera que presenta el endotelio intacto, con la
aorta sin endotelio (E (-)) y las CML frescas recién aisladas de la aorta. Como
muestra la Figura 2B, al eliminar el endotelio, la expresién del AR B; aumentd
ligeramente, sin embargo la expresién de los AR B, y Bs disminuyd. Aunque
estos cambios no fueron significativos, sugieren una mayor presencia del
subtipo B, en las CML y la presencia de los subtipos B, y Bs en las CE.
Finalmente, la determinacidon de la expresién génica en las CML frescas recién
aisladas, confirmd la existencia de los subtipos B1y B,, pero excluyd la presencia
del subtipo B; en este tipo celular, ya que su expresién desaparecidé por
completo (Figura 2C), lo que concuerda con las imagenes de

inmunofluorescencia.
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2. PARTICIPACION DE LOS SUBTIPOS DE AR B EN LA
FORMACION DE AMPc Y GMPc

Otro objetivo del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de
sefalizacion por los cuales actuan los diferentes subtipos de AR 3 en los vasos:
la via clasica del AC/AMPc/PKA vy la via del NO/GCs/GMPc. Para ello, se
determind la accidn de agonistas y antagonistas selectivos por los diferentes

subtipos de AR (3 sobre la formacidn de los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc.

En estos experimentos, se considerd como control la acumulaciéon basal
de AMPc y GMPc que se produce sin la adicion de ningun agonista, pero en
presencia del IBMX (inhibidor no selectivo de las PDEs) con objeto de
determinar niveles detectables de nucledtidos ciclicos. En A.M.R., la
acumulacién basal de AMPc resulto significativamente mayor que la de GMPc
(130,12 + 18,77 vs. 66,32 + 10,50 pmol/mg proteina, respectivamente, P <
0,001), mientras en aorta la acumulacion basal de GMPc fue significativamente
mayor que la de AMPc (51,26 * 6,82 vs. 35,63 = 3,54 pmol/mg proteina,
respectivamente, P<0,05) (Figura 3, Tabla 1).

En unos estudios preliminares, realizados en aorta para poner a punto el
procedimiento experimental, se analizaron las acciones de un activador directo
de la AC (forskolina, 1 uM) y de un activador directo de la GCs (nitroprusiato
sédico, 1 uM), como controles positivos de la acumulacién de AMPc y GMPc
respectivamente. En efecto, forskolina aumenté de forma significativa los
niveles de AMPc (de 35,63 + 3,54 a 290,40 + 60,80 pmol/mg proteina, P < 0,001)
y nitroprusiato sédico aumenté de forma significativa los niveles de GMPc (de
51,26 + 6,82 a 370,80 + 18,10 pmol/mg proteina, P < 0,001).
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2.1 Accion de los agonistas

Validada la técnica experimental, se determind la participacién de los tres
subtipos de AR B en la acumulacién de AMPc y GMPc, utilizado los agonistas
selectivos de los AR B: isoprenalina (no selectivo), dobutamina (B;), salbutamol
(B,) y CL316243 (Bs), a una concentracion de 1 uM. Todos los experimentos se
realizaron en presencia de IBMX, como se describe en “Material y Métodos”. El
agonista no selectivo isoprenalina aumenté significativamente los niveles de
ambos nucledtidos respecto a los valores basales del control, pero con alguna
diferencia en los dos tejidos: en A.M.R provocé un aumento mayor de AMPc
qgue de GMPc (Figura 3A, Tabla 1), mientras en aorta provocdé un aumento

similar de los dos nucleétidos (Figura 3B, Tabla 1).

En A.M.R., dobutamina y CL316243 aumentaron significativamente los
niveles de AMPc, mientras salbutamol no tuvo ningun efecto (Figura 3A, Tabla
1). Con respecto a los niveles de GMPc, Unicamente CL316243 fue capaz de
producir una acumulacion de este nucledtido (Figura 3A, Tabla 1). Estos
resultados indican que la activacidn de los AR B, y B; aumenta la formacion de
AMPc, mientras solo el subtipo B; esta acoplado a la via del GMPc. El subtipo B,

parece no estar implicado en ninguna de estas dos vias de sefalizacion.

En aorta, unicamente dobutamina produjo un aumento de los niveles
de AMPc, sin embargo salbutamol y CL316243 no tuvieron efectos significativos
(Figura 3B, Tabla 1). En el caso de GMPc, salbutamol y CL316243 aumentaron
los niveles de este nucledtido pero, por el contrario, dobutamina no estimuld su
produccién (Figura 3B, Tabla 1). Estos resultados sugieren que en este vaso, el
AR [; esta acoplado a la formaciéon de AMPc, mientras que los AR B, y Bs

promueven la formacién de GMPc.
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2.2 Accion de los antagonistas

Para confirmar la implicacion de los diferentes subtipos de AR B en la
formacién de los nucledtidos ciclicos, se examind la accidon inhibidora de los
antagonistas selectivos de los AR B: propranolol (Bi/B,), CGP20712A (B.),
IC1118551 (B,) y SR59230A ([35), sobre la acumulaciéon de AMPc y GMPc inducida

por isoprenalina 1 uM.

En A.M.R., propanolol, CGP20712A y SR59230A, pero no ICI118551,
inhibieron significativamente la formacién de AMPc inducida por isoprenalina
(Figura 4A, Tabla 2), confirmando el papel de los AR B;y B3 pero no del B, en esta
via de sefalizacion. Solo SR59230A ocasiond una inhibicion significativa de la
formacion de GMPc, anulando completamente el aumento de GMPc inducido
por isoprenalina (Figura 4A, Tabla 2) y corroborando que el AR B3 esta implicado

en esta via de sefalizacion.

En @aorta, la acumulacion de AMPc inducida por isoprenalina fue inhibida
por propranolol y completamente bloqueada por CGP20712A, hasta llevar la
respuesta a los valores basales; sin embargo IC1118551 y SR59230A no tuvieron
ningun efecto (Figura 4B, Tabla 2). La acumulacién de GMPc fue inhibida por
IC1118551 y fue anulada por completo por propranolol y SR59230A, sin embargo
CGP20712A no produjo ninguna modificacidon significativa (Figura 4A, Tabla 2).
Estos resultados confirman el acoplamiento del AR B, a la via del AMPc, y de los
AR B,y Bsalavia del GMPc.

Ademas, se ensayd el efecto del inhibidor de la AC, SQ22536, que
bloqued significativamente el aumento de AMPc inducido por isoprenalina
tanto en A.M.R. (Figura 4A, Tabla 2) como en aorta (Figura 4B, Tabla 2),
comprobando que la formacién de AMPc que detectamos estaba mediada por
la enzima AC. Asimismo, el inhibidor de NOS, L-NAME, anulé por completo el
aumento de GMPc inducido por isoprenalina, tanto en A.M.R. (Figura 4A, Tabla
2) como en aorta (Figura 4B, Tabla 2), evidenciando que la formacién de GMPc

gue obtuvimos dependia totalmente del NO.
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Figura 3. Acumulacion de AMPc y GMPc inducida por los agonistas de los AR f (1 uM),
en A.M.R. (A) y aorta (B).

Los valores son expresados en pmol/mg proteina.

Test t de Student: 1 P < 0,05; 11 P < 0,001 vs. AMPc;

*P<0,05; ¥*P<0,01; *** P< 0,001 vs. control.
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Tabla 1. Acumulacion de AMPc y GMPc inducida por los agonistas de los AR f (1 uM),

en A.M.R. y aorta.

A.M.R.
AMPc GMPc
pmol/mg proteina n pmol/mg proteina n
Control 130,12+18,77 15 66,32+10,501tt 15
Isoprenalina 367,71+37,10%** 10 124,91+16,55** 10
Dobutamina 383,53+52,64*** 3 66,98+22,59 3
Salbutamol 162,01+13,19 3 77,68+15,24
CL316243 298,24+75,43** 3 131,25+2,68** 3
AORTA
AMPc GMPc
pmol/mg proteina n pmol/mg proteina n
Control 35,63+3,54 25 51,26+6,82t 12
Isoprenalina 108,99+9,59*** 22 115,53+8,74*** 11
Dobutamina 69,20+£19,19* 3 53,91+4,76
Salbutamol 52,16+11,37 3 85,1248,38*
CL316243 40,7418,63 7 105,69+25,30*

Los valores son expresados como pmol/mg de proteina y representan la media + e.e.m.

de n experimentos.
Test t de Student: 1 P < 0,05; Tt P < 0,001 vs. AMPc;

*P<0,05; **P<0,01; *** P< 0,001 vs. control.
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Figura 4. Accion de los antagonistas de los AR [ y de los inhibidores SQ22536 y L-NAME
sobre el aumento de AMPc y GMPc inducido por isoprenalina 1 uM, en A.M.R. (A) y
aorta (B).

Los valores son expresados en % respecto a la acumulacion basal del control.

Test t de Student: * P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. isoprenalina.
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Tabla 2. Accion de los antagonistas de los AR [ y de los inhibidores SQ22536 y L-NAME
sobre el aumento de AMPc y GMPc inducido por isoprenalina 1 uM, en A.M.R. y aorta.

A.M.R.

AMPc GMPc

% n % n
Isoprenalina 303,66+32,31 8 174,63119,01 8
Isoprenalina + Propranolol 1 uM 125,39+43,77** 4 155,65+15,29 3
Isoprenalina + CGP20712A 1 uM 170,51+25,27* 6 181,18+57,55 4
Isoprenalina + 1C1118551 1 uM 292,06+83,97 4 172,45+16,39 5
Isoprenalina + SR59230A 1 uM 183,87+11,65* 4 86,53+32,22* 5
Isoprenalina + SQ22536 100 uM 124,90£42,50** 3 - -
Isoprenalina + L-NAME 100 uM - - 63,64+35,30** 3

AORTA

AMPc GMPc

% n % n
Isoprenalina 313,66+30,47 23 256,43+27,82 13
Isoprenalina + Propranolol 1 uM 176,78+22,99* 6 105,13+21,38** 7
Isoprenalina + CGP20712A 1 uM 98,37+14,40*** 8 195,50+38,35 6
Isoprenalina + 1C1118551 1 uM 250,58+37,92 9 138,99+24,64* 7
Isoprenalina + SR59230A 1 uM 249,27+14,27 3 101,09+8,61** 4
Isoprenalina + SQ22536 100 uM 126,00+51,30* 5 - -
Isoprenalina + L-NAME 100 uM - - 54,05+7,14** 4

Los valores son expresados como % respecto al valor basal del control y representan la

media + e.e.m. de n experimentos.

Test t de Student: * P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. isoprenalina.
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3. INFLUENCIA DE LAS VIAS DE AMPc Y GMPc EN LA
VASODILATACION MEDIADA POR LOS AR B

Con el fin de determinar la influencia de las vias de sefializacidon de
AC/AMPc/PKA y NO/GCs/GMPc en la relajacion mediada por los AR B en A.M.R.
y en aorta, se realizaron estudios funcionales de relajacidon de isoprenalina, en
las arterias precontraidas con fenilefrina, en presencia o ausencia de los
inhibidores selectivos de la AC (SQ22536), de la PKA dependiente del AMPc
(H89), de la NOS (L-NAME) y de la GCs (ODQ).

Las preparaciones se incubaron con dichos inhibidores durante 30
minutos, transcurridos los cuales se construyeron CCR de contraccidon de
fenilefrina, hasta alcanzar el maximo efecto contractil (10 uM en AM.R. y 1 uM
en aorta), y sobre la meseta contractil estable se construyeron las CCR de

relajacion de isoprenalina, tal y como se indica en el siguiente Esquema:

Acetilcolina CCRIsoprenalina
L = 10uM
L
1 30min
K+*80mM Fenilefrina y CCR Fenilefrina
1uM -5Q22536
u
-H89
-0DQ
-L-NAME
-5Q22536 +0DQ
L=lavado
CCR = curva concentracidén-respuesta

Esquema 1. CCR de contraccion de fenilefrina y CCR de relajacion de
isoprenalina en presencia o ausencia de los inhibidores selectivos de la AC
(5Q22536, 10-100 uM), de la PKA dependiente del AMPc (H89, 0,1 uM), de la
GCs (0DQ, 10 uM) y de la NOS (L-NAME, 100 uM). En la parte inicial del
protocolo, como se describe en “Material y Métodos”, se comprueba la
capacidad contrdctil de los vasos con la solucién despolarizante de K* 80 mM y
se verifica la presencia del endotelio mediante la relajacion obtenida al
adicionar acetilcolina sobre la meseta de contraccion de fenilefrina. Esta parte
es comun en todos los protocolos de reactividad vascular.
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En A.M.R., la adicidn de concentraciones acumulativas crecientes de
fenilefrina produjo una respuesta contractil concentraciéon-dependiente, como
se muestra en la Figura 5A. Ninguno de los inhibidores utilizados afecté a las
CCR de contracciéon de fenilefrina (Figura 5A), no produciéndose cambios
significativos en el efecto maximo (E,..) ni en la potencia contractil (pECsg)
(Tabla 3).

La adicién de concentraciones acumulativas crecientes de isoprenalina
produjo una respuesta vasodilatadora concentracidon-dependiente (Figuras 5B y
5C) cuyos parametros efecto maximo (E,..) y valores de potencia (pECsp) se
muestran en la Tabla 3. La CCR de isoprenalina fue desplazada de manera
significativa a la derecha por SQ22536 10 uM (Figura 5B, Tabla 3) pero no por
L-NAME 100 pM o ODQ 10 uM (Figura 5C, Tabla 3). La adicién conjunta de
ambos inhibidores (SQ22536 y ODQ) no tuvo un efecto adicional al producido
por SQ22536 (Figura 5B, Tabla 3). Estos resultados evidencian la participacidon
de la via del AC/AMPc/PKA en la vasodilatacién mediada por los AR B en A.M.R,,
y excluyen la via del NO/GCs/GMPc.

En aorta, al igual que en A.M.R., la adicion de concentraciones
acumulativas crecientes de fenilefrina produjo una respuesta contractil
concentracidon-dependiente  (Figura 6A), pero con una potencia
significativamente mayor a la obtenida en A.M.R. (Tabla 3). La respuesta
contractil a la fenilefrina no fue modificada por SQ22536 y H89, sin embargo fue
potenciada por L-NAME y ODQ, produciéndose un aumento significativo tanto
del E,,.x como de la pECs, (Figura 6A, Tabla 3). Estos resultados indican que en
aorta se produce una liberacion basal de NO que contrarresta en parte la accidn

vasoconstrictora del agonista a;.

La isoprenalina produjo una respuesta vasodilatadora concentracion-
dependiente (Figuras 6B y 6C), con un efecto maximo y una potencia similares a
los obtenidos en A.M.R. (Tabla 3). Sin embargo, al analizar el efecto de los
inhibidores en aorta se obtuvieron resultados opuestos a los descritos en la
A.M.R. Asi, la CCR de relajaciéon de isoprenalina no fue modificada por SQ22536

10 puM, ni incluso a una concentracién mds alta de 100 uM. Tampoco la
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preincubacion con H89 0,1 uM tuvo ningun efecto sobre la relajacién de
isoprenalina (Figura 6B, Tabla 3). Sin embargo, L-NAME 100 uM y ODQ 10 uM
inhibieron las CCR de relajaciéon produciendo una disminucion significativa del

efecto maximo y de la potencia de isoprenalina (Figura 6C, Tabla 3). La adicién
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Figura 5. Efecto de los inhibidores de la AC (5Q22536), la GCs (ODQ) y la NOS (L-NAME)
sobre las curvas de contraccion de fenilefrina (A) y de relajacion de isoprenalina (B, C)
en A.M.R. con endotelio intacto.
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conjunta de SQ22536 y ODQ no tuvo un efecto adicional al producido por ODQ
(Figura 6C, Tabla 3). Estos resultados indican que en el caso de la aorta, la
vasodilatacion mediada por los AR B se produce a través de la via del
NO/GCs/GMPc, quedando excluida la via del AC/AMPc/PKA.
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Figura 6. Efecto de los inhibidores de la AC (SQ22536), la PKA (H89), la GCs (ODQ) y la
NOS (L-NAME) sobre las curvas de contraccion de fenilefrina (A) y de relajacion de
isoprenalina (B, C) en aorta con endotelio intacto.
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Tabla 3. Pardmetros obtenidos de las curvas de contraccion de fenilefrina y de las
curvas de relajacion de isoprenalina, en presencia de los inhibidores SQ22536, H89,

0ODQ y L-NAME, en A.M.R. y aorta con endotelio intacto.

A.M.R.
Fenilefrina Isoprenalina
PECso Emax (%) PECso Emax (%) n
Control 6,27+0,11 131,6+17,5 7,10+0,09 93,9+4,7 5
$Q22536 10 uM 6,29+0,06 140,1+8,5 5,99+0,09** 93,3%0,3 6
0oDQ 10 uM 6,22+0,04 149,646,8 7,31+0,08 93,5+2,9 6
L-NAME 100 pM 6,40+0,06 128,415,6 7,11+0,14 94,8+1,4 7
$Q22536 + ODQ 10 uM  6,3140,10 145,5+21,1 5,80+0,29** 94,843,6 3
AORTA
Fenilefrina Isoprenalina
PECso Emax (%) PECso Emax (%) n
Control 7,12+0,04*f+ 85,941,071 7,17+0,07 99,5+0,3 6
$Q22536 10 uM 7,05+0,11 85,3+11,1 7,350,04 99,3+0,5 4
$Q22536 100 uM 7,14+0,04 87,4+2,6 7,10+0,06 99,5+0,5 4
H89 0,1 uM 7,09+0,09 87,6%3,4 7,25+0,04 97,9+1,9 5
0oDQ 10 uM 7,38+0,05**  126,2+4,6*** 6,07+0,06*** 78,1+2,7*** 6
L-NAME 100 uM 7,29+0,05* 133,5+6,1%** 6,04+0,15*** 85,6+6,3* 6
$Q22536 + ODQ 10 pM  7,42+0,09* 137,9+2,0%** 5,94+0,21*** 73,415,4*** §

Los valores representan la media *+ e.e.m. de n experimentos.

pECso= —log [fenilefrina] e [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 % de Eqy.
Enax = efecto mdximo contrdctil de fenilefrina, expresado como % respecto a la
contraccién previa de K*'80 mM, o efecto mdximo relajante de isoprenalina, expresado
como % respecto a la contraccion previa de fenilefrina.
Test t de Student: T P < 0,05; 1 P < 0,001 vs. A.M.R.;
*P<0,05; **P<0,01; *** P< 0,001 vs. control.
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Participacion del NO en la vasodilatacion mediada por los AR [
en aorta: posible influencia del nivel de precontraccion

Los resultados anteriores ponen de manifiesto la contribucidon del NO en
la relajacidén inducida por los AR B en aorta pero no en A.M.R. de rata. Sin
embargo, como se ha descrito en la Revision Bibliografica, diferentes grupos
describen resultados opuestos en cuanto a la posible intervencion del NO en
aorta de rata (Moncada y cols., 1991b; Gray y Marshall, 1992; Eckly y cols.,
1994; Satake y cols., 1996; Brawley y cols., 2000a; Van der Zypp y cols., 2000;
Ferro y cols.,, 2004). La discrepancia entre estos estudios puede estar
relacionada con las diferencias en las condiciones experimentales, como el nivel
de pre-contraccion y/o el agente utilizado para obtener el tono contractil inicial.
En la presente Tesis se analizan estos aspectos en aorta de rata, donde se
obtuvo un mayor nivel de precontraccion de fenilefrina cuando los
experimentos se realizaron en presencia de L-NAME o ODQ (Figura 6A, Tabla 3).
Este mayor tono inicial, y no el bloqueo de la via NO/GCs/cGMP, podria ser el
responsable de la menor respuesta relajante de la isoprenalina (Figura 6C, Tabla
3). Para aclarar esta cuestion, se analizd la accién relajante de isoprenalina
frente a diferentes niveles de precontraccién, utilizando distintas
concentraciones de fenilefrina en presencia de L-NAME, con la finalidad de
obtener un tono inicial similar en presencia o ausencia de este inhibidor, segin

el siguiente Esquema:

Acetilcolina

10uM
L
30min

K+*80mM Fenilefrina 1 #[Fenilefrina)]
my L-NAME

L CCRIsoprenalina

Esquema 2. CCR de relajacion de isoprenalina frente a la contraccion
obtenida utilizando diferentes concentraciones de fenilefrina (0,1; 0,3; 1; 3
uM), en presencia de L-NAME 100 uM.
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AORTA

>
w

Fenilefrina

Isoprenalina

2007

150+ *
100+
10
0_

N
T 2

Contraccion (% K+ 80 mM)
Relajacion (% Fenilefrina)
3

751
100-
AR\ R\ 10 9 8 -7 6 5 -4
WY §§ ,e?@ ,e@ F\YQ log [Isoprenalina] (M)
X\/ X\/ X\/ X\/
$ $ $ $ Sobre Fenilefrina:
oY Q2 Y ? ° 1uM
® 0,1 uM + L-NAME
® 0,3 uM + L-NAME
® 1M +L-NAME
° 3uM + L-NAME
C
Fenilefrina Isoprenalina
[Fenilefrina] Emax (%) PECsq Emax (%) n
1uM 89,016,4 7,42+0,09 98,2+1,7 5
0,1 UM + L-NAME 107,6+8,0 7,3840,20 98,8+1,7 8
0,3 uM + L-NAME 130,5+3.7* 6,84 + 0.09** 98,5+3,5 4
1 uM + L-NAME 148,9+5,1%** 5,97+0,10%** 85,3+5,0** 6
3 uM + L-NAME 153,5+7,0%** 5,67+0,25%** 77,8+1,9%* 5

Figura 7. Efecto contrdctil de diferentes concentraciones de fenilefrina en ausencia o
presencia de L-NAME 100 uM (A) y correspondientes curvas concentracion-respuesta
de relajacion de isoprenalina (B) en aorta con endotelio intacto. Pardmetros de las
contracciones de fenilefrina y de las relajaciones de isoprenalina (C).

Los valores representan la media *+ e.e.m de n experimentos.

pECso= —log [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 % de E .

Enax = efecto mdximo contrdctil de fenilefrina, expresado como % respecto a la
contraccién previa de K'80 mM, o efecto mdximo relajante de isoprenalina expresado
como % respecto a la contraccion previa de fenilefrina.

Test t de Student: * P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. fenilefrina 1 uM.
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La fenilefrina en presencia de L-NAME dio lugar a un efecto contractil
concentracion dependiente que alcanzé su maximo a la concentracion de 1 uM
del agonista (Figuras 7A y 7C). Como se esperaba, la preincubacién con L-NAME
aumento la respuesta contractil a la fenilefrina y asi, en presencia de L-NAME, la
contraccion inducida por fenilefrina 1 uM fue significativamente mayor a la
obtenida en ausencia de L-NAME (148,9 + 5,1 vs. 89,0 + 6,4 % K" 80 mM,
respectivamente), confirmando que en aorta la accion contractil de fenilefrina
esta modulada por la liberacion de NO. Un tono contractil de magnitud similar al
obtenido con fenilefrina 1 pM en ausencia de L-NAME se consiguid con
fenilefrina 0,1 uM en presencia de L-NAME (Figuras 7Ay 7C).

Los parametros (potencia y el efecto maximo relajante) de isoprenalina
obtenidos sobre las diferentes concentraciones de fenilefrina en presencia de L-
NAME se compararon con los valores obtenidos sobre fenilefrina 1 uM en
ausencia de L-NAME (Figura 7).

La relajacidon inducida por isoprenalina disminuyd al aumentar el tono
pre-contractil, observandose un descenso significativo en la pECs, proporcional
al aumento en el tono pre-contractil (Figuras 7B y 7C). Si comparamos las
potencias relajantes frente a la misma concentracidon de fenilefrina (1 uM), la
isoprenalina mostré una menor potencia en presencia de L-NAME (pECso= 5,97
+ 0,10) que en su ausencia (pECso= 7,42 £ 0,09), lo cual indicaria, como ya se ha

comentado, que la respuesta de isoprenalina depende de la formacion de NO.

Sin embargo, la relajacion inducida por isoprenalina fue similar en
presencia y ausencia de L-NAME cuando el tono contrdctil inicial se iguald,
ajustando la concentracién de fenilefrina (fenilefrina 1 uM vs. fenilefrina 0,1 uM
+ L-NAME), lo que indicaria que la respuesta de isoprenalina no depende del
NO. Por lo tanto, dependiendo de cdmo se realicen los experimentos, se pueden
postular conclusiones opuestas respecto a la influencia del NO sobre la
relajacidon B-adrenérgica inducida por isoprenalina. Esto explicaria los resultados

divergentes obtenidos en los diferentes estudios de la literatura.

Para aclarar definitivamente esta cuestion, realizamos otro protocolo

experimental en el que determinamos la capacidad de L-NAME de revertir el
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efecto relajante de isoprenalina en aorta, adicionandolo al finalizar la CCR de
relajacion de isoprenalina. Comparamos también la capacidad del L-NAME de
revertir el efecto de otros agentes que relajan a través del NO endégenamente
liberado por el endotelio (acetilcolina), o el NO anadido de forma exdgena
(nitroprusiato sédico: un agente donador de NO). Para ello, tras la realizacidon de
las CCR de isoprenalina (de 0,1 nM a 100 uM), acetilcolina (de 0,1 nM a 10 uM)
y nitroprusiato sodico (de 0,03 nM a 1 uM) sobre la aorta precontraida con
fenilefrina 1 uM, se afiadié L-NAME 100 pM sin lavar la preparacién (ver
Esquema 3A).

Ademas, el efecto relajante de los tres compuestos ensayados
(isoprenalina, acetilcolina y nitroprusiato sédico) se compard con el obtenido en
presencia de L-NAME 100 puM, realizando CCR de relajacion, segun se detalla en

el Esquema 3B.

- CCR Isoprenalina
Acetilcolina - CCR Acetilcolina
A L — 10uM - CCR Nitroprusiato sédico
L
15min
K*80mM Fenilefrina Fenilefrina
1uM 1M L-NAME
(reversion)
- CCR Isoprenalina
Acetilcolina - CCR Acetilcolina
B L = 10uM - CCR Nitroprusiato sédico
L
30min
KE80mM Fenilefrina ! Fenilefrina
1um L-NAME 1uM

Esquema 3. Reversion por parte de L-NAME 100 uM de las CCR de
relajacion de isoprenalina, acetilcolina y nitroprusiato sédico frente a la
contraccion inducida por fenilefrina (A). CCR de isoprenalina, acetilcolina
y nitroprusiato sédico frente a la contraccion inducida por fenilefrina, en
presencia de L-NAME 100 uM (B).
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Los resultados obtenidos muestran que todos los agentes ensayados
fueron capaces de relajar de forma concentracion dependiente la contraccion

inducida por fenilefrina 1 uM (Figura 9).

La adicion de L-NAME posterior a la CCR de acetilcolina, no solo revirtio
totalmente la relajacion, sino que dio lugar a una contraccién cuya magnitud fue
significativamente mayor a la contraccion de la fenilefrina (1 uM) previa (154,6
+12,2 vs. 94,1 + 3,4 % K" 80 mM) (Figura 8) y similar a la que se obtuvo cuando
la contraccion de fenilefrina (1 uM) se realizé6 en presencia de L-NAME (ver
Figuras 6A y Tabla 3; Figuras 7Ay 7C). Este resultado indica que la relajacidon

mediada por acetilcolina depende totalmente del NO.

La adicidon de L-NAME tras la CCR de relajacion de isopenalina, también
dio lugar a una respuesta contractil, aunque de magnitud inferior a la obtenida
con la fenilefrina (1 pM) previa (73,0 + 4,7 % vs. 94,1 + 3,4 % K 80 mM)
evidenciando una reversion parcial de la relajacion de isoprenalina (Figura 8).
Este resultado indica que la accién vasodilatadora mediada por la activacion de
los AR B depende en parte de la liberacion de NO enddgeno, y tiene también un

componente independiente del NO.

Sin embargo, la adicién de L-NAME no fue capaz de revertir la relajacién
inducida por nitroprusiato sddico (Figura 8), lo que confirma que su efecto

relajante es independiente del NO enddgeno.

s 200+
2 *kk Fi 3
8 = 1504 T igura 8.
g é Reversiones provocadas por la
2 8 1004 ek adicion de L-NAME (100 uM) sobre
s\ las relajaciones de isoprenalinag,
9 R g acetilcolina y nitroprusiato sddico,
q) ~ . .
é en aorta con endotelio intacto,
0- precontraida con fenilefrina 1 uM
enilefrina previa).
Q'\Q’ & \06\\ &\’b Los valores representan la media #+
\;\\be OQ\Q’ (&gz)\\ .\\QQ\ e.e.m. de 4-25 experimentos.
R N\
S¥ (2?\% & \,ng Test t de Student: *** P < 0,001 vs.
! o .
< 2 &« fenilefrina previa.
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La Figura 9 muestra las CCR de relajacion de acetilcolina (B) y
nitroprusiato sédico (C), asi como la de isoprenalina (A), frente a la contraccién
inducida por fenilefrina en presencia y ausencia de L-NAME 100 uM, junto con
los pardmetros de dichas curvas (D). En las graficas de relajacion se incluyen los
niveles previos de contraccién: en todos los casos, el tono pre-contractil
alcanzado con la fenilefrina 1 uM fue mayor en presencia que en ausencia de L-
NAME, mientras que con fenilefrina 0,1 uM en presencia de L-NAME se
consiguid un tono similar al obtenido con fenilefrina 1 UM en ausencia de L-

NAME, como ya se ha comentado anteriormente (ver Figuras 7Ay 7C).

El efecto del L-NAME sobre las CCR de relajacion fue diferente segun el
agente relajante utilizado. En el caso de acetilcolina, su accién relajante fue
inhibida casi completamente en presencia de L-NAME en ambas condiciones
experimentales, tanto si usamos fenilefrina 0,1 o 1 uM (Figura 9B). Estos
resultados corroboran que la relajacion de acetilcolina depende exclusivamente
de la liberacion de NO y evidencian que dicho efecto no se ve influenciado por la

magnitud del tono contractil inicial.

En el caso del nitroprusiato sédico, cuya accidn relajante es
independiente de la presencia de NO enddgeno, aunque el tono contractil inicial
también fue diferente en presencia y ausencia de L-NAME, las CCR de relajacién
obtenidas en las dos condiciones experimentales fueron similares (Figura 9C),
poniendo de manifiesto que el efecto relajante es independiente del tono

contractil inicial.

Como ya se ha visto (ver Figura 7B), el efecto inhibidor del L-NAME en la
relajacion de isoprenalina (disminuyendo tanto la pECs, como el efecto maximo)
solo se manifiesta cuando se realiza la CCR de relajaciéon frente a fenilefrina 1
UM (Figuras 9A y 9D) y no cuando se ajusta el tono precontractil utilizando un
concentracion menor de fenilefrina (0,1 uM) en presencia de L-NAME (Figura
9A). Esta discrepancia puede deberse a que la relajacion de isoprenalina es
parcialmente dependiente del NO pero tiene también un componente que es
independiente del mismo, y las condiciones experimentales pueden determinar

gue se evidencie mas uno u otro mecanismo.
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D
CCR de agentes relajantes sobre:
Fenilefrina 1 uM Fenilefrina 1 uM + L-NAME
PECso Emax (%) N PECso Emax (%) n
Isoprenalina 7,42+0,09 98,2+1,7 5 5,97+0,10*** 85,345,0** 6
Acetilcolina 6,94+0,09 86,3+3,3 4 - 11,8+1,9*** 4
Nitroprusiato sédico 8,10+0,08 99,1+1,4 5 7,9610,04 99,7+10,3 4

Figura 9. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de isoprenalina (A), acetilcolina
(B) y nitroprusiato sddico (C), realizadas en aorta con endotelio intacto, sobre la
contraccion inducida por fenilefrina 1 y 0,1 uM en ausencia y en presencia de L-NAME
100 uM. En los insertos se muestran las correspondientes precontracciones de
fenilefrina 1y 0,1 uM. Parametros de las curvas de relajacion (D).

Los valores representan la media *+ e.e.m de n experimentos.

pECso= —log [agentes relajantes] (M) necesaria para producir el 50 % de E .

Enax = efecto mdximo de los agentes relajantes expresado como % respecto a la
contraccion previa de fenilefrina.

Test t de Student: **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. fenilefrina 1 uM.
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4. PARTICIPACION DE LOS SUBTIPOS DE AR B EN LA
VASODILATACION

El tercer objetivo del presente trabajo fue determinar la participacion de
cada uno de los tres subtipos de AR B (B4, B,y B3) en la respuesta vasodilatadora
de los dos tejidos en estudio: A.M.R. y aorta. Para ello, analizamos la accién
relajante de los agonistas selectivos por los diferentes subtipos de AR B:
isoprenalina (no selectivo), dobutamina (B;), salbutamol ((3,), CL316243 vy
SR58611A (B;). Ademds, se completd el estudio analizando la accién de
diferentes antagonistas selectivos por los subtipos de AR B (propranolol (B.1/B,),
CGP20712A (B;), 1€C1118551 (B,) y SR59230A (35)) frente a la relajacion inducida

por los agonistas.

4.1 Accion de los agonistas

Para determinar la potencia de los diferentes agonistas en los dos vasos
estudiados, se adicionaron concentraciones acumulativas crecientes de
isoprenalina, dobutamina, salbutamol, CL316243 y SR58611A sobre la meseta
de contraccién inducida por la concentracién maximal de fenilefrina (10 uM en

A.M.R.y 1 uM en aorta), segun el siguiente Esquema:

-CCR Isoprenalina
- CCR Dobutamina
- CCR Salbutamol

Acetilcolina -CCRCL316243
L 10um - CCR SR58611A
K+*80mM Fenilefrina Fenilefrina

1uM

Esquema 4. CCR de relajacion de diferentes agonistas de los AR f frente a
la contraccidn inducida por fenilefrina.

Todos los agonistas ensayados, excepto el agonista B; CL316243 en
A.M.R., relajaron de manera concentracion-dependiente la meseta de
contraccion de fenilefrina, pero con potencias diferentes en A.M.R. y aorta

(Figuras 10A-10C). Aunque isoprenalina mostré una potencia similar en ambos
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vasos, dobutamina fue mas potente en A.M.R. que en aorta, mientras
salbutamol mostré una mayor potencia relajante en aorta que en A.M.R. Estos
resultados sugieren una mayor implicaciéon del subtipo B; en la respuesta

vasodilatadora de A.M.R. y un predominio del subtipo 3, en aorta.
4.1.1 A.M.R.

En AM.R, como vya se ha comentado, dobutamina relajé
completamente, mientras que CL316243 no fue capaz de provocar ningun
efecto relajante. En cambio SR58611A (agonista B; selectivo pero que a dosis
altas es también agonista B1/B,) relajo con un valor de potencia bajo, que no se
corresponde con el descrito para el subtipo B;. Ademas, aunque el agonista
selectivo B,, salbutamol, relajé la meseta de contraccion de fenilefrina, lo hizo
también con una potencia baja que no se corresponde con la descrita para el
subtipo B, (Figuras 10A y 10C). Estos resultados parecen excluir la participacion
de los subtipos B, y Bs en la vasodilatacion de la A.M.R. mediada por los AR B,

evidenciando solo la participacién funcional del subtipo B;.
4.1.2 Aorta

En aorta obtuvimos un escenario mds complejo: todos los agonistas
fueron capaces de relajar y aunque parece haber un predominio del subtipo B,,
no se puede excluir una participacion de los AR B; y Bs. Asi, ademas del
salbutamol que relajé con mayor potencia en la aorta que en la A.M.R,, el
agonista selectivo de los AR [B;, dobutamida, y los agonistas de los AR f;,
CL316243 y SR58611A, también relajaron de forma concentracidén dependiente.
En el caso del SR58611A, que como hemos comentado es un agonista selectivo
de los AR B3 pero a que a mayores dosis actua sobre los subtipos B,y B, la curva
de relajacion obtenida fue bifasica, discriminando dos poblaciones de AR B: una
de elevada potencia (pECsp(1) = 7,11 £ 0,23) que corresponderia a los AR B; y
cuyo porcentaje fue de un 30 % respecto a la totalidad de receptores, y otra
poblacién de baja potencia (pECso(2) = 4,94 £ 0,25) que corresponderia a los AR
B, y/o B, (Figuras 10B y 10C).

111



Resultados

A A.M.R. B AORTA
© ©
£ £
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o -0 9 8 -7 6 5 -4 0 d 100 9 8 -7 6 -5 -4
log [agonista] (M) log [agonista] (M)
® |soprenalina
A Dobutamina
V Salbutamol
O CL316243
¢ SRS58611A
C
A.M.R. AORTA
pECSO Emax (%) n pECSO Emax (%) n
Isoprenalina 7,00+0,10 95,9+2,4 19 7,10+0,04 98,7+1,3 12
Dobutamina 6,95+0,04 99,610,4 3 6,03+0,11** 96,8+5,4 3
Salbutamol 4,87+0,10 96,0£t4,0 3 6,81+0,08**  98,0+1,4 3
CL316243 - 12,0¢6,2 5 6,48+0,09 76,7+4,4 4
SR58611A 5,25+0,08 98,3%6,1 3 (1): 7,11+0,23 92,7+4,4 7
(30,0+0,05%)
(2): 4,94%0,25

Figura 10. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de los agonistas p:
isoprenalina, dobutamina, salbutamol, SR58611A y CL316243 realizadas en A.M.R. (A)
y aorta (B) con endotelio intacto. Parametros de las curvas (C).

Los valores representan la media * e.e.m de n experimentos.

pECso= —log [agonistas p] (M) necesaria para producir el 50 % de E .

PECso (1) o (2= PECs0 para los sitios de alta o baja potencia y %: porcentaje de sitios de

alta potencia.

Enmax = efecto mdximo de los agonistas f expresado como % respecto a la contraccion

previa de fenilefrina.

Test t de Student: **P < 0,01: A.M.R. vs. aorta.
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4.2 Accion de los antagonistas

Con objeto de confirmar y aclarar la participacion de los subtipos, se
analizo la accidn de los antagonistas B selectivos sobre la relajacion mediada por
isoprenalina. Para ello, se construyeron las CCR de relajacién de isoprenalina
sobre la meseta de contraccion inducida por la concentraciéon maximal de
fenilefrina (10 uM en A.M.R. y 1 uM en aorta), en presencia o ausencia de los
antagonistas B con un diferente perfil de selectividad: propranolol (B./B.),
CGP20712A (B), 1€C1118551 (B,) y SR59230A (Bs). En aorta, estos antagonistas se
estudiaron también frente a sus correspondientes agonistas selectivos
(dobutamina, salbutamol, CL316243 y SR58611A).

- CCR Isoprenalina
- CCR Dobutamina
- CCR Salbutamol

Acetilcolina -CCRCL316243
L — 10uM - CCR SR58611A
L
I 30min
+ H : |
K*80mM Fenilefrina Propranolol Fenilefrina

1uM
-CGP20712A

-1C1118551
- SR59230A

Esquema 5. CCR de relajacion de isoprenalina y otros agonistas f frente a
la contraccion inducida por fenilefrina, en presencia de diferentes
antagonistas f.

4.2.1 A.M.R.

Las CCR de relajacién de isoprenalina sobre la contraccion inducida por
fenilefrina fueron significativamente desplazadas a la derecha por propranolol
(1 uM) y CGP20712A (1 uM) (Figura 11A). En la Tabla (Figura 11B) se muestran
los valores de potencia (pKg) obtenidos para ambos antagonistas. Sin embargo,
la preincubacién con ICI118551 (1 uM) o SR59230A (1 uM) no modificé la CCR
de relajacion de isoprenalina (Figuras 11A y 11B). De nuevo, se confirma que la
vasodilatacion mediada por los AR B en A.M.R se produce mayoritariamente a

través de los AR B4, quedando excluidos los subtipos B,y Bs.
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B
Isoprenalina

pPECso Emax (%) CR pKs n
Control 7,0040,10 95,9+2,4 8
Propranolol 1 uM 5,47%0,26*** 90,618,1 34,1 7,52 3
CGP20712A 1 uM 5,20£0,09*** 98,1+1,9 63,8 7,80 3
ICI118551 1 uM 6,65+0,19 96,7+1,3 3
SR59230A 1 uM 6,75+0,13 98,0+2,0 4

Figura 11. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de isoprenalina sobre la
meseta de contraccion inducida por fenilefrina en ausencia (control) o presencia de los
antagonistas f: propranolol, CGP20712A, ICI118551 y SR59230A en A.M.R. con
endotelio intacto (A). Parametros de las curvas (B).

Los valores representan la media *+ e.e.m. de n experimentos.

pECso= —log [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 % de E .

Enax = efecto maximo relajante de isoprenalina expresado como % respecto a la
contraccion previa de fenilefrina.

CR = ECsy de isoprenalina en presencia del antagonista/ ECso de isoprenalina en
ausencia del antagonista (control).

pKg = —log de la constante de afinidad de los antagonistas.

Test t de Student: *** P < 0,001 vs. control.
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4.2.2 Aorta

Para clarificar la participacion de los subtipos de AR B en aorta de rata,
donde la situacidn es mas compleja y parece que son varios los subtipos
implicados, se analizd la accion de diferentes concentraciones de antagonistas
sobre las CCR de relajacion de isoprenalina. Ademas se analizo si las CCR de los
diferentes agonistas selectivos eran especificamente inhibidas por los
antagonistas selectivos de dichos receptores. Los resultados obtenidos se

detallan a continuacion.

CCR de relajacion de isoprenalina en presencia y ausencia de los antagonistas

selectivos de los subtipos de AR 3

Propranolol a la concentracion de 10 nM no modificé la CCR de relajacion
de isoprenalina. Sin embargo, a las concentraciones de 0,1 y 1 uM, la desplazé
significativamente a la derecha (Figura 12A, Tabla 4). Los valores de potencia
(pKg) obtenidos para el propranolol fueron de 7,19y 6,97 (Tabla 4). Estos valores
de pKg son bajos respecto a aquellos descritos en los tejidos que expresan
mayoritariamente los AR B; y/o B, (ver Tabla C de la Revision Bibliografica), lo

gue nos indica la presencia de un componente resistente al propranolol.

El antagonista adrenérgico [, selectivo, [ICI118551, a las tres
concentraciones ensayadas (10 nM, 0,1 uM y 1 uM), desplazé significativamente
a la derecha las CCR de isoprenalina (Figura 12C, Tabla 4). Sin embargo, la recta
de Schild, representada en la Figura 12E, revela un antagonismo no competitivo,
ya que la pendiente de dicha recta fue significativamente menor que la unidad
(0,55 £ 0,07; P < 0,01). Los valores de pKg para el ICI118551 se muestran en la
Tabla 4.

Sin embargo, ninguna de las concentraciones ensayadas (10 nM, 0,1 uM y
1 uM) de los antagonistas B; y PB; selectivos, CGP20712A y SR59230A
respectivamente, fue capaz de desplazar las curvas de relajacion de isoprenalina
(Figuras 12By 12D, Tabla 4).
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Figura 12. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de isoprenalina realizadas
sobre la meseta de contraccion producida por fenilefrina 1 uM, en presencia de los
antagonistas f: propranolol (A), CGP20712A (B), ICI118551 (C) y SR59230A (D) a las
concentraciones de 10 nM, 0,1 uM y 1 uM, en aorta con endotelio intacto.

Recta de Schild para el IC1118551 (E).
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Tabla 4. Parametros obtenidos de las curvas concentracion-respuesta de relajacion de
isoprenalina en ausencia (control) o presencia de los antagonistas f: propranolol,
CGP20712A, ICI118551 y SR59230A, en aorta con endotelio intacto.

AORTA
Isoprenalina
pECso Emax (%) CR pKs n
Control 7,39%0,06 98,612,4 6
Propranolol 10 nM 7,40£0,15 96,0%4,0 3
Propranolol 0,1 uM 6,98+0,05* 99,3+0,7 2,5 7,19 3
Propranolol 1 uM 6,38+0,10*** 94,9+3,1 10,2 6,97 6
Isoprenalina
PECso Emax (%) n
Control 7,01+0,07 94,0+2,1 13
CGP20712A 10 nM 6,90+0,07 95,1+2,4 9
CGP20712A 0,1 uM 6,84+0,01 96,0+0,6
CGP20712A 1 uM 6,75+0,10 92,4+4,8 6
Isoprenalina
PECso Emax (%) CR  pKg n
Control 7,55%0,08 96,3+2,5 15
IC1118551 10 nM 7,19+0,01* 98,7+1,6 23 810 &6
ICI118551 0,1 uM 6,91+0,19** 91,1+4,3 4,4 7,53
IC1118551 1 uM 6,31+0,16*** 92,3+2,2 17,1 7,21
Isoprenalina
PECso Emax (%) n
Control 7,15+0,13 96,9+2,2 9
SR59230A 10 nM 7,15+0,12 96,1+2,0 3
SR59230A 0,1 uM 6,91+0,11 96,0+2,1 7
SR59230A 1 uM 6,92+0,08 99,9+0,8 7

Los valores representan la media * e.e.m. de n experimentos.

pECso= —log [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 % de E .

Enax = efecto maximo relajante de isoprenalina expresado como % respecto a la
contraccion previa de fenilefrina.

CR = ECsy de isoprenalina en presencia del antagonista/ ECso de isoprenalina en
ausencia del antagonista (control).

pKg = —log de la constante de afinidad de los antagonistas.

Test t de Student: * P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. control.
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CCR de relajacion de los agonistas selectivos de los AR B en presencia y

ausencia de los antagonistas selectivos de dichos subtipos

Se realizaron CCR de los agonistas adrenérgicos selectivos por los
subtipos de AR, dobutamina (B;), salbutamol (B,), CL316243 y SR58611A (Bs) en
ausencia y en presencia de los antagonistas selectivos de cada uno de ellos:
CGP20712A (Bi), ICI118551 (B,) y SR59230A (Bs3). Todos los antagonistas
ensayados fueron capaces de desplazar a la derecha las CCR de relajaciéon de sus

correspondientes agonistas, pero con potencias diferentes.

ICI1118551 1 uM desplazd significativamente a la derecha la curva de
relajacion de salbutamol (Figura 13B) obteniéndose un valor de pKg de 8,00 que
fue mayor que el obtenido frente a isoprenalina (Tabla 5 vs. Tabla 4), sugiriendo

de nuevo una participacion mayoritaria pero no uUnica del subtipo [3,.

CGP20712A 1 pM desplazé ligeramente pero significativamente la curva
de relajacion de dobutamina, obteniéndose un valor de potencia como
antagonista (pKg) bajo (6,43) (Figura 13A, Tabla 5), lo que excluye una
participacion importante del subtipo B;, siendo los AR B; de baja afinidad los

gue, en cualquier caso, estarian implicados en la vasodilatacion.

SR59230A 0,1 uM también desplazd significativamente a la derecha la
CCR de relajacion de CL316243, obteniendo un valor de pKg para este
antagonista de 7,58 (Figura 13C, Tabla 5) que coincide con el valor de potencia
descrito en la literatura (Kaumann y Molenaar, 1996; ver Tabla C de la Revisidn
Bibliografica). Ademads, SR59230A fue capaz de anular la fraccion de alta
afinidad de la CCR de relajacién de SR58611A que, como ya hemos comentado,
corresponderia a los AR B;, sin modificar la segunda parte de la CCR de
relajaciéon de SR58611A, que se debe a la activacidén de los subtipos B, y/o B,
(Figura 13D, Tabla 5). De hecho, en presencia de SR59230A, la CCR del agonista
B; es monofasica (Figura 13D, Tabla 5). Estos resultados confirman el papel,

aunqgue minoritario, del subtipo B3 en la respuesta vasodilatadora de aorta.
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Figura 13. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de los agonistas p:
dobutamina (A), salbutamol (B), CL316243 (C) y SR58611A (D) y en ausencia (control) y
en presencia de sus respectivos antagonista [: CGP20712A (f1), ICI118551 (B2) y
SR59230A (fs). Las curvas de relajacion estdn realizadas sobre la meseta de
contraccion producida por fenilefrina 1 uM, en aorta con endotelio intacto.
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Tabla 5. Parametros obtenidos de las curvas concentracion-respuesta de relajacion de
los agonistas f5: dobutamina (f1), salbutamol (f3,), CL316243 (f3) y SR58611A (f3) y en
ausencia (control) y en presencia de sus respectivos antagonista f: CGP20712A (1),
ICI118551 (f3;) y SR59230A (f33), en aorta con endotelio intacto.

AORTA
Dobutamina
PECso Emax (%) CR pKg n
Control 6,0340,11 96,815,4 3
CGP20712A 1 uM 5,46+0,08* 83,813,6 3,8 6,43 3
Salbutamol
PECso Emax (%) CR pKe n
Control 6,81+0,08 98,0+1,4 3
ICI118551 1 uM 4,80+0,28** 86,8+3,9 10,0 8,00 3
CL316243
PECso Emax (%) CR PKs
Control 6,48+0,09 76,7t4,4
SR59230A 0,1 uM 5,80+0,25* 68,8+7,5 4,8 7,58 4
SR58611A
PECso Emax (%) n
(1)= 7,11%0,23
Control (30,0£0,05%) 92,7+4,4 7
(2)= 4,9440,25
SR59230A 0,1 uM 5,32+0,18 86,8+10,3 3

Los valores representan la media *+ e.e.m. de n experimentos.

pECso=—log [agonistas ] (M) necesaria para producir el 50 % de Epqy.

PECso 1) 0 (2= PECso para los sitios de alta o baja potencia y %: porcentaje de sitios de
alta potencia.

Enax = efecto mdximo relajante de los agonistas 5, expresado como % respecto a la
contraccidn previa de fenilefrina.

CR = ECso de agonistas f§ en presencia del antagonista/ ECso de agonistas f en ausencia
del antagonista (control).

pKg = —log de la constante de afinidad de los antagonistas.

Test t de Student: * P < 0,05; **P < 0,01 vs. control.
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5. PAPEL DEL ENDOTELIO Y DEL NO EN LA
VASODILATACION MEDIADA POR LOS SUBTIPOS DE AR 8

Con objeto de analizar la influencia del endotelio y del NO en la respuesta
vasodilatadora mediada por los diferentes subtipos de AR B en A.M.R. y aorta,
se realizaron CCR de relajacion de los agonistas de estos receptores
(isoprenalina (no selectivo), dobutamina (f;), salbutamol (B,) CL316243 (3;5) vy
SR58611A (Bs)) en distintas condiciones experimentales: en anillos con
endotelio (E (+)) o en anillos desprovistos de endotelio (E (-)). Algunos
experimentos se realizaron en presencia de L-NAME 100 uM (inhibidor de la

enzima NOS), como se muestra en el siguiente Esquema:

- CCR Isoprenalina
- CCR Dobutamina
- CCR Salbutamol
- CCR CL316243

- CCR SR58611A

Acetilcolina

— 10pM
y
1 30min
K+*80mM Fenilefrina : ilefri
1o L-NAME CCRFenilefrina

L

Esquema 6. CCR de contraccion de fenilefrina y CCR de relajacion de los
diferentes agonistas de los AR f, en distintas condiciones experimentales:
en presencia de endotelio (E (+)), en ausencia de endotelio (E (-)), en
presencia o ausencia de L-NAME 100 uM (inhibidor de la enzima NOS).

5.1 A.M.R.

En A.M.R., fenilefrina dio lugar a una respuesta contractil concentracion-
dependiente, que fue similar en presencia o ausencia de endotelio o, como ya
hemos comentado, cuando se realizé en presencia de L-NAME (100 uM) (Figura
14A, Tabla 6; ver Figura 5A, Tabla 3), indicando que en este vaso la accion de
fenilefrina no esta influenciada por la presencia del endotelio ni por la liberacién

de NO.
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Figura 14. Curvas concentracion-respuesta (CCR) de contraccion de fenilefrina (A) y CCR
de relajacion de los agonistas f: isoprenalina (B), dobutamina (C), salbutamol (D) y

SR58611A (E) realizadas en A.M.R. con endotelio intacto (E (+)), en ausencia de
endotelio (E (-)) o con endotelio intacto en presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME).
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Tabla 6. Pardmetros obtenidos de las curvas concentracion-respuesta (CCR) de
contraccion de fenilefrina y consiguientes CCR de relajacion de isoprenalina,
dobutamina, salbutamol y SR58611A en A.M.R con endotelio intacto (E (+)); sin
endotelio (E (-)); o con endotelio intacto en presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME).

A.M.R.
Fenilefrina
PECso Emax (%) n
E (+) 6,2710,05 111,4+4,1 19
E(-) 6,3620,06 111,6+6,3 14
E (+) L-NAME 6,42%0,06 106,4+3,5 14
Isoprenalina
PECso Emax (%) n
E (+) 7,11+0,08 93,0£1,6 19
E(-) 7,10+0,10 94,045,0 4
E (+) L-NAME 7,18+0,11 93,6%1,6
Dobutamina
PECso Emax (%)
E(+) 6,9510,04 99,610,4
E (+) L-NAME 6,85+0,06 99,3+0,9 3
Salbutamol
PECso Emax (%)
E (+) 4,87+0,10 96,0+4,0
E (+) L-NAME 4,74+0,17 92,7+41,9 3
SR58611A
PECso Emax (%)
E (+) 5,25%0,08 98,3+6,1
E (+) L-NAME 5,03+0,05 91,0+4,9 3

Los valores representan la media *+ e.e.m de n experimentos.

pECso= —log [fenilefrina] y [agonistas p] (M) necesaria para producir el 50 % de E .
Emax = efecto mdximo contrdctil de fenilefrina, expresado como % respecto a la
contraccién previa de K'80 mM, o efecto mdximo relajante de los agonistas p,
expresado como % respecto a la contraccion previa de fenilefrina.
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La accién relajante de isoprenalina tampoco fue modificada por la
eliminacion del endotelio o, como ya hemos comentado, por la inhibicién de la
NOS mediante la preincubacion con L-NAME (Figura 14B, Tabla 6; ver Figura 5C,
Tabla 3). Asimismo, las CCR de relajacion de los agonistas selectivos
dobutamina, salbutamol y SR58611A fueron similares en presencia o ausencia
de L-NAME (Figuras 14C-14E, Tabla 6). Estos resultados indican que en A.M.R. la
vasodilatacion mediada por los AR B no depende del endotelio ni de la
produccion de NO, hecho que concuerda con la falta de participaciéon de la via
del NO/GCs/GMPc que hemos observado anteriormente en este vaso (ver
Apartado 3. “Influencia de las vias de AMPc y GMPc en la vasodilatacion
mediada por los AR 7).

5.2 Aorta

En aorta, fenilefrina produjo una respuesta contractil concentracion-
dependiente en todas las condiciones experimentales ensayadas (Figura 15A,
Tabla 7). En aorta sin endotelio (E (-)), el efecto contrdctil de fenilefrina fue
mayor, produciéndose un aumento significativo de la potencia (pECso) v de la
respuesta maxima (E,.x) con respecto a los anillos con endotelio (E (+)) (Figura
15A, Tabla 7). Un aumento semejante en el efecto contractil de fenilefrina se
observd, como ya hemos descrito, cuando las CCR de contraccidn se realizaron
en anillos con endotelio en presencia de L-NAME (Figura 15A, Tabla 7; ver Figura
6A, Tabla 3), indicando que en aorta el NO liberado por el endotelio

contrarresta la contraccion inducida por fenilefrina.

Isoprenalina relajd de manera concentracion-dependiente las mesetas
contractiles de fenilefrina en las distintas condiciones ensayadas, pero en este
vaso si se observaron diferencias. Como se ha comentado anteriormente en el
Apartado 3. “Influencia de las vias de AMPc y GMPc en la vasodilatacion
mediada por los AR f”, la preincubacién con L-NAME redujo el efecto relajante
de la isoprenalina observandose una disminucidn significativa de la pECsy y del
Emax (Figura 15B, Tabla 7; ver Figura 6C, Tabla 3), confirmando la participacion

del NO en la accidon relajante mediada por los AR B. En aorta desprovista de
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endotelio se observd también una disminucién en el efecto relajante de
isoprenalina, aunque fue menor que la observada en los experimentos
realizados en presencia de L-NAME (Figura 15B, Tabla 7). Estos resultados
parecen indicar que la relajacién inducida por los AR B en aorta depende de la
liberacién de NO endotelial, pero ademas tiene un componente relacionado con

la produccion de NO que es independiente del endotelio.

Con objeto de determinar la influencia del endotelio y del NO en Ia
vasodilatacion mediada por los distintos subtipos, se analizé la accion relajante
de los agonistas B selectivos en las diferentes condiciones experimentales. Las
CCR de relajacién del agonista B;, dobutamina, fueron similares en aorta con o
sin endotelio, o en presencia de L-NAME (Figura 15C, Tabla 7), lo que nos indica
gue la vasodilatacién mediada por el subtipo B; es independiente del endotelio
y del NO.

La ausencia de endotelio o la peincubacién con L-NAME desplazé a la
derecha de forma similar las CCR del agonista B3, CL316243, produciéndose una
disminucion significativa de la pECsy y el E, .« respecto a la aorta con endotelio
(Figura 15E, Tabla 7). Estos resultados sugieren que la vasodilatacion mediada

por el subtipo B; depende del NO liberado por el endotelio.

Sin embargo, al igual que ocurre con isoprenalina, la preincubacién con L-
NAME desplazé las CCR de salbutamol (agonista B,) a la derecha en mayor
medida que la ausencia de endotelio (Figura 15D, Tabla 7). Ademas
comprobamos que, en anillos desprovistos de endotelio, L-NAME inhibié la
relajacion de salbutamol (Figura 15D, Tabla 7), sugiriendo que los AR B,
presentes en las CML estimulan la produccién de NO. Por tanto, los AR B,
ejercen su funcidn tanto en el endotelio como en el musculo liso vascular,

relajando en ambos casos por un mecanismo relacionado con el NO.

Como confirmacién de esta hipdtesis, detectamos la presencia de eNOS
no solo en la aorta con endotelio intacto, sino también en la aorta desprovista
de endotelio y en las CML frescas recién aisladas de la aorta (Figura 16),
indicando que esta enzima no solo se expresa de forma abundante en las CE,

sino que también se expresa en la capa muscular.
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Figura 15. Curvas concentracion-respuesta (CCR) de contraccion de fenilefrina (A) y CCR
de relajacion de los agonistas f: isoprenalina (B), dobutamina (C), salbutamol (D) y
SR58611A (E) realizadas en aorta con endotelio intacto (E (+)) o en ausencia de
endotelio (E (-)), en presencia o ausencia de L-NAME 100 uM (L-NAME).
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Tabla 7. Pardmetros obtenidos de las curvas concentracion-respuesta (CCR) de
contraccion de fenilefrina y consiguientes CCR de relajacion de los agonistas p:
dobutamina, salbutamol y CL316243 en aorta con endotelio intacto (E (+)) o sin

endotelio (E (-)), en presencia o ausencia de L-NAME 100 uM (L-NAME).

AORTA
Fenilefrina
PECso Emax (%) n
E (+) 7,08+0,09 86,9+7,0 11
E(-) 7,41+0,05** 133,445,1%** 10
E (+) L-NAME 7,304£0,04* 142,245 4%** 14
E (-) L-NAME 7,33+0,06* 140,1+4,6%** 8
Isoprenalina
PECso Emax (%) n
E (+) 7,33+0,03 99,7+1,8 12
E(-) 6,62+0,09%** 98,8+1,3 12
E (+) L-NAME 5,680,111 *** ## 86,9+2,3* * 12
Dobutamina
PECso Emax (%) n
E (+) 6,3910,06 99,310,4 9
E(-) 6,22+0,05 99,0+1,0 3
E (+) L-NAME 6,19+0,08 93,4141 4
Salbutamol
PECso Emax (%) n
E(+) 6,8610,09 98,4+0,8 5
E(-) 6,08+0,12** 98,412,1 13
E (+) L-NAME 5,48+0,19*** * 89,5+7,1
E (-) L-NAME 5,47+0,16%** * 96,5+3,0
CL316243
PECso Emax (%) n
E (+) 6,48+0,09 76,7t4,4 4
E(-) 5,62+0,22%* 49,4+10,1* 4
E (+) L-NAME 5,52+0,18** 46,4+8,7* 4

Los valores representan la media *+ e.e.m de n experimentos.
pECso= —log [fenilefrina] y [agonistas ] (M) necesaria para producir el 50 % de E .
Enmax = efecto mdximo contrdctil de fenilefrina, expresado como % respecto a la
contracciéon previa de K'80 mM, o efecto mdximo relajante de los agonistas p,
expresado como % respecto a la contraccion previa de fenilefrina. Test t de Student: * P
<0,05; **P < 0,01; *** P< 0,001 vs. E (+); *P<0,05; " P<0,001 vs. E (-).
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Figura 16. Niveles de expresion del ARNm de la eNOS en aorta con endotelio intacto (E
(+)); aorta sin endotelio (E (-)) y células musculares lisas (CML) frescas de aorta. Los
valores estan normalizados usando Gapdh como gen de referencia y estdn expresados
como la media de 2 10° + e.e.m. de n=3-5 experimentos.

Estos resultados evidencian la participacidon funcional de una poblacion
mixta de AR B, vy B; que ejercen su efecto a través de la liberacién de NO. La
relajacion mediada por los AR B3 depende completamente de la liberacién de
NO endotelial, mientras que la relajacion mediada por los AR B, se produce a
través de la liberacion de NO de origen endotelial, pero también de origen no
endotelial. La activacion de los AR B en anillos desprovistos de endotelio y en
presencia de L-NAME sigue produciendo un efecto relajante que sera por tanto

independiente de endotelio y de la produccién de NO.

Con objeto de analizar los subtipos de AR B implicados en la
vasodilatacion independiente del endotelio y del NO, se estudid el efecto de los
antagonistas B selectivos sobre el efecto relajante de isoprenalina en anillos
desprovistos de endotelio (E (-)) y en anillos con endotelio incubados en
presencia de L-NAME (E (+) L-NAME).

En ausencia de endotelio, la CCR de relajacion de isoprenalina fue
desplazada a la derecha por propranolol e IC1118551 1uM, produciéndose una
disminucion significativa de la pECs, de isoprenalina (Figura 17A, Tabla 8), al
igual que ocurria en presencia de endotelio (ver Figura 12, Tabla 4). Pero, en

esta condicidon experimental, el antagonista selectivo f; CGP20712A también
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inhibid el efecto relajante de isoprenalina, aunque con un valor de potencia bajo
(Figura 17A, Tabla 8). SR59230A (antagonista B; selectivo) no modificé las CCR

de relajacién de isoprenalina (Figura 17A, Tabla 8).

En presencia de L-NAME, la CCR de relajaciéon de isoprenalina fue
modificada solo por propranolol y CGP20712A, obteniéndose también en este
caso unas potencias bajas para ambos antagonistas (Figura 17B, Tabla 8). Los
antagonistas 1CI118551 y SR59230A no provocaron ningun cambio en las curvas

de relajacién de isoprenalina (Figura 17B, Tabla 8).

Estos resultados demuestran que los AR B; y B, estan implicados en la
relajacién inducida por isoprenalina en la aorta desprovista de endotelio y que
por tanto, se produce Unicamente por mecanismos que se desarrollan en la
capa muscular. Por otro lado, solo el subtipo B, estd implicado en la relajacién
de isoprenalina en presencia de L-NAME, es decir, de la relajacién
independiente del NO. Ademas, la obtencién de una baja potencia (pKg) para el
antagonista B, (Tabla 8) nos lleva a postular que es el estado de baja afinidad del
AR B, el que participa en la respuesta relajante mediada por la estimulacién de

los AR B en aorta.

En conjunto, todo el estudio en aorta indica que la vasodilatacién
mediada por los AR B se produce mayoritariamente a través del subtipo B,
presente tanto en las CE como en las CML, dependiendo en gran parte de la
produccién de NO. Asimismo el subtipo Bs, presente en las CE, colabora en la
respuesta relajante, y lo hace de manera totalmente dependiente de Ia
produccién de NO. Por ultimo el subtipo B, de baja afinidad, presente en las

CML, participa a través de un mecanismo independiente del NO.
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Figura 17. Curvas concentracion-respuesta de relajacion de isoprenalina realizadas
sobre la meseta de contraccion producida por fenilefrina 1 uM, en presencia de los
antagonistas f: propranolol, CGP20712A, ICI118551 y SR59230A, en aorta sin endotelio
(E (-)) (A) o en aorta con endotelio en presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME) (B).
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Tabla 8. Pardmetros obtenidos de las curvas concentracion-respuesta de relajacion de
isoprenalina en presencia de los antagonistas [: propranolol, CGP20712A, ICI118551 y
SR59230A, en aorta sin endotelio (E (-)) o en aorta con endotelio en presencia de L-
NAME 100 uM (E (+) L-NAME).

AORTA
Isoprenalina
E ()

PECso Emax (%) CR pKg n
Control 6,72+0,06 100,0+0,9 8
Propranolol 1 uM 5,91+0,19*** 92,5+7,5 6,5 6,73 3
CGP20712A 1 pM 6,14+0,15** 96,7£2,7 34 645 5
IC1118551 1 uM 5,72+0,17*** 99,5+0,5 10,0 6,95 3
SR59230A 1 uM 6,60+0,10 99,4+0,6 3

Isoprenalina

E (+) L-NAME
PECso Emax (%) CR pKe n
Control 5,77+0,06 86,21+2,4 9
Propranolol 1 uM 5,27+0,10*** 85,9+3,4 3,2 6,33 3
CGP20712A 1 uM 5,08+0,09*** 71,7£3,4 49 6,59 4
IC1118551 1 pM 5,54+0,15 82,3+7,7 4
SR59230A 1 uM 5,87%0,09 90,416,9 3

Los valores representan la media + e.e.m. de n experimentos.

PECso= —log [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 % de Epqy.

Emax = efecto mdximo relajante de isoprenalina, expresado como % respecto a la
contraccidn previa de fenilefrina.

CR = ECsp de isoprenalina en presencia del antagonista/ ECso de isoprenalina en
ausencia del antagonista (control).

pKg = —log de la constante de afinidad de los antagonistas.

Test t de Student: **P < 0,01; *** P < 0,001 vs. control.
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6. INFLUENCIA DE LA VIA DE SENALIZACION DE LAS
MAPK (ERK1/2 y p38) EN LA VASODILATACION MEDIADA
POR LOS AR B EN AORTA

Otro objetivo de esta Tesis fue analizar si los AR B son capaces de
sefalizar a través de la activacion de las MAPK (ERK1/2 y p38) y el papel que
estas vias de sefializacion pueden desempefiar en la accion vasodilatadora
mediada por los AR B. Para ello se analizo:

- el efecto de los AR B sobre la activacion de la ERK1/2 y p38 en aorta de
rata y en cultivos primarios de los principales tipos celulares de los vasos: CMLy
CE (ver apartado 6.1 “Efecto de los AR B sobre la activacion de las MAPK”).

- el efecto que los inhibidores de la fosforilacion de ERK1/2 (U0126) y p38
(5B203580) podrian tener en la accién vasodilatadora mediada por los AR B en
aorta de rata (ver apartado 6.2 “Efecto de las MAPK sobre la vasodilatacion de
los AR B”).

Previamente se analizd la expresidn génica de los tres subtipos de AR
en los cultivos primarios de las CML y CE extraidas de la aorta, comparandola

con la obtenida en aorta entera (Figuras 18A-18C).

A B C |
AORTA CML cultivadas CE cultivadas
4\150- 50, 501
91 40- 40
%1:\] 1001 30. 301 _
E —_ T 20+ L 20
= 50
[a 10 101
<
0- ol == o/

B. B, Bs B. B, Bs Br B2 Bs

Figura 18. Niveles de expresion del ARNm de los tres subtipos de AR [ en aorta entera
con endotelio intacto (A), cultivos primarios de células musculares lisas (CML) (B) y
células endoteliales (CE) (C) extraidas de la aorta. Los valores estdn normalizados
usando Gapdh como gen de referencia y estdn expresados como la media de 2" 10* +
e.e.m. de n=3-5 experimentos.
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Al contrario de la aorta entera, donde ya vimos que se expresé el ARNm
de los tres subtipos de AR B (Figura 18A; ver Figura 2A), en los cultivos primarios
de las CML y CE se expresd mayoritariamente el subtipo B,, disminuyendo
drasticamente la expresion de los subtipos B, y Bs durante el proceso de cultivo
(Figuras 18B y 18C).

La pérdida de la expresion del subtipo B4 en los cultivos primarios, pero
no en las células frescas recién aisladas (como hemos visto precedentemente,
ver Figura 2C), se ha documentado ya en estudios anteriores de nuestro grupo
de investigacion, utilizando otros tejidos diferentes de la aorta, como la arteria

caudal y el corazdn de rata (Pérez Aso, 2009).

6.1 Efecto de los AR B sobre la activacion de las MAPK

Para estudiar el efecto de los AR B sobre la activacion de las MAPK
(ERK1/2 y p38) en aorta entera y en las CML y CE extraidas de la aorta, se
analizé la fosforilacion de ERK1/2 y p38 mediante la técnica de
inmunodeteccién de proteinas (Western Blot), después de la estimulacién de los
AR B con el agonista isoprenalina o el bloqueo de los mismos con el antagonista

propranolol.

En aorta, isoprenalina (0,1; 1; 10 uM) no modificé la fosforilacion de
ERK1/2 (Figura 19A). Sin embargo, en las CML, isoprenalina 0,1 uM aument? la
fosforilacion de ERK1/2 y este aumento no se produjo en presencia de
propranolol 1 uM (Figura 19B). Por el contrario, en las CE, isoprenalina 0,1 uM
disminuyé de manera significativa la fosforilacion de ERK1/2 y también este
efecto fue inhibido por propranolol 1 uM (Figura 19C). Ademds propranolol 1
UM, en ausencia de isoprenalina, produjo un aumento significativo de Ia
activacion de ERK1/2 en las CE (Figura 19C), pero no en las CML (Figura 19B).
Como era de esperar, el inhibidor selectivo de la ERK1/2 (U0126, 10 uM) redujo
drasticamente la fosforilacion de ERK1/2 en todos los tejidos ensayados: aorta
entera, CMLy CE (Figuras 19D-19F).
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Figura 19. Western Blot y andlisis densitométrico de la expresion proteica de p-ERK en
presencia de isoprenalina (10 uM en aorta y 0,1 uM en CML y CE) y/o propranolol (1
uM) en aorta entera (A), CML (B) y CE (C), o en presencia de isoprenalina y/o el
inhibidor de ERK (U0126 10 uM) en aorta entera (D), CML (E) y CE (F). Los datos son
representativos de 3-4 experimentos.

ANOVA seqguido del Test de Dunnett * P < 0,05; **P < 0,01, *** P < 0,001 vs. control.
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Figura 20. Western Blot y andlisis densitométrico de la expresion proteica de p-p38 en
presencia de isoprenalina (10 uM en aorta y 0,1 uM en CML y CE) y/o propranolol (1
uM) en aorta entera (A), CML (B) y CE (C), o en presencia de isoprenalina y/o el
inhibidor de p38 (SB203580 10 uM) en aorta entera (D), CML (E) y CE (F). Los datos son

representativos de 3-4 experimentos.

ANOVA sequido del Test de Dunnett: * P < 0,05; **P < 0,01 vs. control.
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Por otra parte, isoprenalina activo la p38, produciendo un aumento en su
fosforilacidon en aorta entera, CML y CE, y su accidn fue inhibida por propranolol
(Figuras 20A-20C). En este caso, también se observd que el inhibidor selectivo
de la p38 (SB203580, 10 uM) redujo drdsticamente la fosforilacion de esta
MAPK en todos los territorios ensayados (Figuras 20D-20F).

Estos resultados indican que el efecto de los AR B sobre la activacion de
la ERK1/2, pero no de la p38, depende del tipo celular. Asi, se observa un
aumento o disminuciéon de la activacion de la ERK1/2 en CML o CE,
respectivamente, y un aumento de la activacién de p38 en ambos tipos

celulares.

6.2 Efecto de las MAPK sobre la vasodilatacion de los AR B

Para investigar si la vasodilatacion de los AR B dependia de la via de
sefalizacion de las MAPK, se realizaron estudios funcionales de reactividad
vascular con los inhibidores selectivos de ERK1/2 (U0126) y p38 (SB203580).
Para ello, se realizaron CCR de relajacion de isoprenalina sobre las mesetas de
contraccion de fenilefrina o U46619, en presencia de los inhibidores U0126 y
SB203580, o del correspondiente vehiculo (DMSO 0,1 %). Los experimentos se
efectuaron en tres condiciones distintas: en anillos con endotelio (E (+)),
ausencia o presencia de L-NAME (E (+) L-NAME), y en anillos desprovistos de
endotelio (E (-)).

E( +)
Acetilcolina CCRIsoprenalina
10uM E(+) L-NAME
)
1 45min
K+*80mM " Fenilefrina ’ - CCR Fenilefrina
1uM -Uo126 - CCR U46619
-SB203580

Esquema 7. CCR de contraccion de los agentes contrdctiles (fenilefrina y
U46619) y CCR de relajacion de isoprenalina, en presencia o ausencia de
los inhibidores de ERK1/2 (U0126, 10 uM) y de p38 (SB203580, 10 uM), en
tres condiciones experimentales: en anillos con endotelio (E (+)), en
ausencia o presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME), y en anillos
desprovistos de endotelio (E (-)).
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En aorta, las CCR de contracciéon de los dos agentes contractiles
(fenilefrina y U46619) no fueron modificadas por la adicién previa de los
inhibidores U0126 10 uM y SB203580 10 pM, en ninguna de las condiciones
experimentales, es decir E (+), E (-) o en presencia de L-NAME (Figuras 22A-22D,
Tabla 9), aunque ambos agentes contractiles produjeron un aumento

significativo de la fosforilacion de ERK1/2 y de p38 (Figuras 21Ay 21B).
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ERK |. s P38 |- — —
400 400
= *k = *%
v 2 300 — @ E 300 sk
TS5 200 * A g 200 —
é- (8] o o
S 100 ,_l S 100 ,_l
0 0
N o 9 » o )
0 o &> x© o o>
R AN OIS

Figura 21. Western Blot y andlisis densitométrico de la expresion proteica de p-ERK (A)
y p-p38 (B) en presencia de fenilefrina (10 uM) o U46619 (1 uM). Los datos son
representativos de 3-4 experimentos.

ANOVA sequido del Test de Dunnett: * P < 0,05; **P < 0,01 vs. control.

Isoprenalina produjo una relajacién concentracién-dependiente en todas
las condiciones experimentales ensayadas (Figuras 23A-23D). En los anillos con
endotelio intacto, el inhibidor de ERK1/2, U0126 10 uM, produjo un aumento en
la accién relajante de isoprenalina, desplazando a la izquierda las CCR, con un
aumento significativo de la potencia en los vasos precontraidos con fenilefrina
(Figura 23A, Tabla 9) y un aumento significativo del efecto maximo en los vasos
precontraidos con U46619 (Figura 23C, Tabla 9). Estos resultados indican que la

activacion de ERK1/2 impide el efecto relajante de la isoprenalina.
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Figura 22. Efecto de los inhibidores de ERK1/2 (U0126) y p38 (SB203580) sobre las
curvas de contraccion de fenilefrina en aorta con endotelio (E (+)) (A), aorta sin
endotelio (E (-)) (B) o con endotelio en presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME) (D),
y sobre las curvas de contraccion de U46619 en aorta con endotelio (E (+)) (C).
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Figura 23. Efecto de los inhibidores de ERK1/2 (U0126) y p38 (SB203580) sobre las
curvas de relajacion de isoprenalina en los vasos precontraidos con fenilefrina 1 uM: en
agorta con endotelio (E (+)) (A), aorta sin endotelio (E (-)) (B) o con endotelio en
presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME) (D), y en aorta con endotelio (E (+))
precontraida con U46619 0,3 uM (C).
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Tabla 9. Pardmetros obtenidos de las CCR de contraccion de fenilefrina o U46619 y de
las respectivas CCR de relajacion de isoprenalina, en presencia del vehiculo (DMSO 0,1
%) o de los inhibidores U0126 y SB203580, en aorta con endotelio (E (+)), sin endotelio
(E (-)) o con endotelio en presencia de L-NAME 100 uM (E (+) L-NAME).

AORTA
Fenilefrina Isoprenalina sobre fenilefrina
E (+) E(+)
PECso Emax (%) PECso Emax (%) n
Control (DMSO 0,1 %) 7,22+0,16 78,0+12,6 7,13+0,12 95,6+1,9
U0126 10 pM 7,17%0,20 88,2+13,2 7,61+0,09* 98,5+0,8
SB203580 10 uM 7,21+0,21 83,1+17,6 7,20+0,14 97,0£2,6
U46619 Isoprenalina sobre U46619
E (+) E (+)
PECso Emax (%) PECso Emax (%)
Control (DMSO 0,1 %) 7,57+0,04 160,2+4,4 6,4310,08 45,0+2,4
U0126 10 uM 7,49+0,05 151,749,9 6,70£0,11 63,5+5,7*
SB203580 10 uM 7,58+0,03 158,945,6 6,38+0,08 42,3+1,5
Fenilefrina Isoprenalina sobre fenilefrina
E(-) E()
PECso Emax (%) PECso Emax (%)
Control (DMSO 0,1 %) 7,04+0,09 92,416,0 6,750,09 93,7+3,1
U0126 10 pM 6,91+0,05 92,3+3,8 7,43+0,05*** 98,9+0,7
SB203580 10 uM 6,98+0,15 93,2+15,0 7,00£0,09 96,6%3,4
Fenilefrina Isoprenalina sobre fenilefrina
E (+) L-NAME E (+) L-NAME
PECso Emax (%) PECso Emax (%) n
Control (DMSO 0,1 %) 7,0810,18 113,049,5 6,15+0,25 82,8+7,6 3
U0126 10 uM 7,28+0,16 122,8+9,7 7,34+0,13* 95,2+4,8 3
SB203580 10 uM 7,15+0,10 116,4+11,1 6,38+0,20 84,449,9 3

Los valores representan la media * e.e.m. de n experimentos.

pECso= —log [fenilefrina], [U46619] e [isoprenalina] (M) necesaria para producir el 50 %
de E o

Emax = efecto mdximo contrdctil de fenilefrina o U46619 expresado como % respecto a
la contraccion previa de K'80mM, o efecto mdximo relajante de isoprenalina expresado
como % respecto a la contraccion previa de fenilefrina o U46619.

Test t de Student: * P < 0,05; *** P < 0,001 vs. control.
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Cuando los experimentos se realizaron en anillos desprovistos de
endotelio (Figura 23B) o cuando se preincubaron con el inhibidor de NOS, L-
NAME (Figura 23D), se obtuvieron resultados similares: U0126 10 uM desplazé a
la izquierda las CCR de relajacidon de isoprenalina, con un aumento significativo
de la pECso (Tabla 9), lo que demuestra que el efecto que produce la activacién
de la ERK1/2 sobre la vasodilatacion es independiente de la presencia de
endotelio, por tanto se produce a nivel de las CML, y ademds es también

independiente de la sintesis de NO.

Sin embargo el inhibidor de p38, SB203580 10 uM, no produjo ningun
cambio significativo en la vasodilatacion inducida por isoprenalina, en ninguna
de las condiciones experimentales (Figuras 23A-23D, Tabla 9), excluyendo la

participacion de esta via en la relajacion de la isoprenalina.
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La presente Tesis estudia la distribucion, el papel funcional y las vias de
sefializacion AC/AMPc/PKA y/o NO/GCs/GMPc de los tres subtipos de AR B (B,
B,, B3) en dos territorios vasculares representativos de los vasos de resistencia
(A.M.R.) y de conductancia (aorta). Para ello, se ha abordado la caracterizacion
farmacoldgica de los subtipos de AR B que participan en la formacién de los
nucledtidos ciclicos (AMPc y/o GMPc), la implicacion de estas vias de
sefalizacion en el efecto vasodilatador asi como la contribucion de los
diferentes subtipos en dicho efecto, utilizando agonistas y antagonistas con
diferente perfil de selectividad por los subtipos de AR B, y diferentes inhibidores

de la formacion de los nucleétidos ciclicos.

Cabe destacar que, para aclarar la variabilidad de resultados que se
encuentran en la literatura respecto a la participacion de uno u otro subtipo en
los distintos vasos, probablemente debida a las diferentes condiciones
experimentales utilizadas (Guimaraes y Moura, 2001), el presente estudio se
realizé de forma sistematica, unificando las condiciones experimentales en los
dos territorios (A.M.R. y aorta), adoptando los mismos protocolos y las mismas

herramientas en ambos vasos.

Los resultados obtenidos evidencian, tal y como se discute en los
siguientes apartados 1, 2 y 3 que, aunque el ARNm vy las proteinas de los tres
subtipos de AR B estan presentes en la A.M.R. y en la aorta de rata, la respuesta
vasodilatadora de cada territorio esta mediada por distintos subtipos, estando
implicadas distintas vias de sefializacion. Por lo tanto nuestro trabajo sugiere
gue los AR B tienen un papel fisiolégico diferente en la regulacion de los vasos

de resistencia y de conductancia.

Ademds, dado que recientemente se ha puesto de manifiesto en
diferentes lineas celulares la accidon de los AR B sobre otras vias de senalizacién
como las MAPK (ERK1/2 y p38), se ha analizado también la implicacion de estas
vias en la estimulacion B a nivel vascular y en tejido entero, concretamente en la
aorta de rata, y en cultivos primarios de los dos tipos principales de células
vasculares (CMLy CE). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que los AR

B tienen efectos distintos segun el tipo celular (CML o CE) y asi, por ejemplo en
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las CML, activan la ERK1/2 y de esta manera modulan la vasodilatacion,

dificultandola. Estos aspectos se discuten en el apartado 4.

1. LOCALIZACION Y ViAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL
EFECTO VASODILATADOR DE LOS SUBTIPOS DE AR B EN A.M.R.

En la presente Tesis se evidencia la expresion de los tres subtipos de AR 3
en A.M.R., aunque con un diferente perfil de expresidon génica y localizacién
proteica en los distintos tipos celulares. Los experimentos de inmunodeteccion
demuestran que el subtipo B; se localiza mayoritariamente, pero no
exclusivamente, en las CML, mientras los subtipos B,y B3 se localizan en las CE y
en la ADV. La localizacidon de los AR B, en la ADV, bordeando la tunica media,
podria indicar su presencia en los nervios o en los pericitos, como se ha sugerido
anteriormente para los AR B (Briones y cols., 2005). En este ultimo trabajo, se
describid la presencia de los AR B en las CML, CE y ADV, usando el ligando
fluorescente BODIPY-TRM-CGP12177 (Briones y cols., 2005), pero con esta
herramienta no se pudo determinar de qué subtipos se trataba, ya que no es
capaz de discriminar entre los subtipos de AR [, al presentar una afinidad
similar por los subtipos B; y B, (Baker y cols., 2003c). Sin embargo nosotros
pudimos discriminar la localizacion de cada uno de los subtipos de AR B,

mediante la utilizacidén de anticuerpos especificos para cada subtipo.

A pesar de detectar la presencia de los tres subtipos en la pared vascular,
los resultados obtenidos demuestran que la respuesta vasodilatadora en A.M.R.
estd mediada principalmente por el subtipo B, que, localizado en las CML, ejerce
su funcién a través de la via de sefalizacion clasica de los AR B, es decir la
activacion de la AC y la formacion de AMPc, excluyendo la participacidon de la via

NO/GCs/GMPc. Esta suposicion estd respaldada por diversas evidencias:

(i) isoprenalina y dobutamina (agonista selectivo B,), pero no salbutamol
(agonista selectivo B,) y CL316243 (agonista selectivo B3), aumentan los niveles

de AMPc y relajan la arteria;
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(ii) la acumulacién de AMPc y la relajacidn inducidas por isoprenalina son
inhibidas por propranolol y el antagonista selectivo de los AR B; (CGP20712A),
pero no por los antagonistas selectivos de los AR , 0 B5(ICI118551 o SR59230A,

respectivamente);

(iii) la vasodilatacién de isoprenalina es inhibida por el inhibidor de la AC
(5Q22536) pero no por el inhibidor de la GCs (ODQ), lo cual excluye la

participacion de la via GCs/GMPc en la relajacién mediada por los AR B;

(iv) la eliminacion del endotelio o el tratamiento con el inhibidor de la
NOS, L-NAME, no afectan a la relajacion inducida por isoprenalina, excluyendo

una implicacién importante del NO.

El papel principal de los AR B, en el control del tono vascular en arterias
de resistencia concuerda con estudios previos (Graves y Poston, 1993;
Chruscinsky y cols., 2001; Briones y cols., 2005; Garland y cols., 2011b) vy
refuerza la hipdtesis de que este mecanismo podria estar alterado en pacientes
gue toman antagonistas de los AR B (Garland y cols., 2011b). Ademas, aunque
en trabajos previos se habia sugerido la participacion del NO en la accién
relajante mediada por los AR B en arterias de resistencia de rata (Graves y
Poston, 1993), los resultados obtenidos en la presente Tesis excluyen la
participacion del NO, tal como se describe en estudios mas recientes (Briones y
cols., 2005; Garland y cols., 2011b), y apuntan a la activacion de AC/formacién
de AMPc como la principal via de sefializacion vinculada con la activacion de los

AR B;y su accién vasodilatadora en A.M.R.

Por lo que concierne a los AR B,, a pesar de presentar unos niveles de
expresion génica similares a los de los AR B,y aunque estén localizados en las CE
y en la ADV, como los AR B3, el perfil de actuacion de los agonistas/antagonistas
de estos receptores excluye su participacién tanto en la formacién de los
nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc) como en la vasodilatacion de la A.M.R. Sin
embargo, es importante sefalar que en este vaso, Garland y cols. (2011b)

describen un efecto hiperpolarizante mediado por los AR B; y B, endoteliales,
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que es independiente de la acumulacién de AMPc o de la formacién de NO, y
gue no es esencial para la vasodilatacion. Estos autores sugieren que la
hiperpolarizacién inducida por los AR B puede estar relacionada con Ia
capacidad de que la vasodilatacidn se extienda o propague a lo largo de la pared
arterial a través del endotelio. Esta hipdtesis podria explicar no solo la

presencia, sino también la funcién, de los AR B, en las CE de las A.M.R.

El hecho de que el agonista selectivo B3, CL316243, aumente los niveles
de AMPc y GMPc y que el antagonista selectivo B;, SR59230A, produzca una
inhibicién significativa de la formacion de los nucleétidos ciclicos, sin afectar al
tono contractil, indica que los AR B; localizados en las CE y en la ADV estan
acoplados a las vias de formacién de AMPc y GMPc, pero no participan en la
vasodilatacion mediada por los AR B. También otros estudios excluyen la
participacion de los AR Bs en el control del tono vascular (Briones y cols., 2005) o

de la hiperpolarizacién en A.M.R. (Garland y cols., 2011b).

Resumiendo, la presente Tesis evidencia por primera vez que en A.M.R.
los AR B; (localizados en las CML y CE) y los AR B3 (localizados en las CE y ADV)
estan acoplados al AMPc, pero solo los AR B4 participan en el control del tono
vascular (Imagen 15). A pesar de la controversia que existe acerca del papel del
NO (Graves y Poston, 1993; Briones y cols., 2005; Garland y cols., 2011b),
nuestros resultados excluyen su implicacién en la respuesta relajante de los AR
B en A.M.R. El subtipo B,, que también esta presente en el vaso, parece no jugar
un papel relevante en la modulacién del tono vascular, pero podria desempeiar
otras funciones fisiolégicas, como se ha sugerido anteriormente (Garland y cols.,
2011b).
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2. LOCALIZACION Y ViAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL
EFECTO VASODILATADOR DE LOS SUBTIPOS DE AR B EN AORTA

Como ya se ha sefialado en la Revision Bibliografica, aunque en aorta la
relajacion mediada por los AR B se haya descrito de manera muy extensa, existe
una situacion mas compleja respecto a la A.M.R., y hay una mayor controversia
acerca de la participacion de cada subtipo y su relacion con las vias de
sefializacion que implican la formacién de los nucleétidos ciclicos. Algunos
estudios evidencian que la relajacién B adrenérgica se realiza a través de una
poblacion mixta de AR B1/B, (Satake y cols., 1996; Chruscinsky y cols., 2001) o
completamente a través del subtipo B, (Ferro y cols., 2004). Pero otros estudios
proponen también la participacion funcional de los AR B3 (Trochu y cols., 1999;
Oliver y cols., 2009) y de los AR B atipicos, como el estado de baja afinidad de
los AR B, (Mallem y cols., 2004, 2005a), o AR B atipicos que coexisten con los
subtipos B; y B, (Brawley y cols., 2000b). Sin embargo, mas recientemente estos
ultimos autores descartan la presencia de los AR B5funcionales o de los AR B, de
baja afinidad (Brahmadevara y cols., 2003, 2004).

Estos estudios emplean condiciones experimentales diferentes entre
ellos, que pueden ser la causa de la discrepancia de los resultados. En la
presente Tesis, la contribucién de los tres subtipos de AR B en la respuesta
vasodilatadora y en las vias de sefalizacion de la aorta, se analiza utilizando las

mismas herramientas empleadas en A.M.R.

Los resultados obtenidos en los estudios de expresién muestran que en
aorta los tres subtipos de AR B se localizan en todas las tunicas vasculares
(intima, media y adventicia), pero los AR B; mayoritariamente en las CML
mientras los AR B, en las CE. Sin embargo el subtipo B3, ademas de en las CE y en
la ADV, presenta una localizacion peculiar dentro de la tunica media, ya que no

se expresa en las CML, sino a lo largo de las laminas elasticas (LE).

La activacidon de los AR B4, aumenta los niveles de AMPc en el tejido
entero pero, contrariamente a lo que ocurre en A.M.R,, la via AC/AMPc/PKA

parece no tener un papel importante en la relajacion de la aorta. En efecto, el
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inhibidor de la AC (SQ22536), que bloquea la acumulacion de AMPc, no modifica
la relajacién inducida por isoprenalina en este vaso, pero si inhibe
significativamente la vasorelajacion en A.M.R., como ya se ha comentado.
Ensayamos ademds el efecto de un inhibidor de la PKA (H89) y el hecho de que
este compuesto no sea capaz de modificar el efecto relajante de isoprenalina,
refuerza la falta de participacion de la via AC/AMPc/PKA en la relajacion
mediada por los AR B en este lecho vascular. Este comportamiento de los AR B,
en aorta establece una clara diferencia respecto a la A.M.R., donde Ia
vasodilatacion depende de los AR B, relacionados con la activacién de la ACy la

formacion de AMPc.

Relajacién mediada por los AR 3, endoteliales (via del NO/GCs/GMPc)

En aorta de rata, otra vez a diferencia de lo que ocurre en la A.M.R,, la
respuesta vasodilatadora esta mediada principalmente por el subtipo B, que,
localizado mayoritariamente en las CE, esta acoplado a la formaciéon de GMPc.
Asi, diferentes evidencias sugieren la participacion de la via del NO/GCs/GMPc

en la vasodilatacion mediada por este subtipo:

(i) salbutamol (agonista selectivo B,) relaja la aorta con una potencia
mayor que la A.M.R. y la relajaciéon inducida por isoprenalina es inhibida solo
por el antagonista selectivo de los AR [, (ICI118551), pero no por los
antagonistas selectivos de los AR B; o B3 (CGP20712A o SR59230A

respectivamente);

(ii) isoprenalina y salbutamol aumentan los niveles de GMPc y este
aumento es inhibido por IC1118551;

(iii) la liberacion de NO es esencial para la activacién de GMPc, dado que

es completamente inhibida por L-NAME;

(iv) el inhibidor de la GCs (ODQ) y el inhibidor de la NOS (L-NAME), pero
no el inhibidor de la AC (SQ22536), inhiben la relajaciéon inducida por

isoprenalina;
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Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Ferro y cols. (2004)
gue demuestran la participacion del NO en la accién vasodilatadora del AR B,.
Sin embargo, como se ha descrito en |la Revisidn Bibliografica, en aorta de rata la
implicacion del NO vy la participacion del endotelio en la relajacién inducida por
los AR B ha sido un tema controvertido, obteniéndose en algunos casos
resultados contradictorios. Algunos autores indican que la relajacion depende
totalmente (Gray y Marshall, 1992) o parcialmente (Van der Zypp vy cols., 2000;
Brawley y cols., 2000a) de la presencia de endotelio, mientras que otros autores
demuestran que es independiente del mismo (Moncada y cols., 1991b; Eckly y
cols., 1994; Satake y cols., 1996). Esta discrepancia en los estudios se puede
deber a las diferencias en las condiciones experimentales utilizadas, como
pueden ser el agente precontractil y/o el nivel de precontraccion necesario para
evidenciar un efecto relajante tras estimulacion de los AR B. En la presente Tesis

han sido analizados estos aspectos, que se discuten a continuacion.

Influencia del nivel de precontraccion sobre la relajacion

El agente precontractil utilizado ha sido la fenilefrina (agonista a;), a una
concentracion que produce la maxima respuesta en ambos territorios (aorta 1
UM y A.M.R. 10 uM). Como ya describimos en resultados anteriores de nuestro
grupo de investigacion (Segura, 2010), en aorta desprovista de endotelio o
incubada en presencia de L-NAME, se produce un aumento en la potencia y
magnitud de la contraccion inducida por fenilefrina. Resultados similares se
obtienen cuando se realizan los experimentos en presencia de ODQ. Sin
embargo, esta potenciacion de la actividad contractil de fenilefrina no se

produce en A.M.R.

Al analizar la accién de isoprenalina en presencia de L-NAME y ODQ para
demostrar la participacion de la via NO/GCs/GMPc en aorta y dado que, como
se acaba de comentar, en este vaso se obtuvo una mayor repuesta contractil a
la fenilefrina, nos planteamos si ese mayor tono precontractil inicial, y no el
bloqueo de la via NO/GCs/cGMP, podria ser el responsable de la menor

respuesta relajante observada para la isoprenalina.
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Por ello, como algunos autores suelen realizar en este tipo de estudios,
ajustamos el tono precontractil inicial utilizando diferentes concentraciones de
fenilefrina en ausencia o en presencia de L-NAME (1 puM y 0,1 uM,
respectivamente) y, en estas condiciones, las curvas de relajacién de
isoprenalina fueron similares. Por tanto, cuando ajustamos el nivel de
precontraccion, podriamos postular que el NO no participa en el efecto

relajante de isoprenalina.

Sin embargo, para aclarar esta cuestidon, realizamos otro protocolo
experimental en el que determinamos la capacidad de L-NAME de revertir el
efecto relajante de isoprenalina, adicionandolo al finalizar la curva de relajacién
de este agonista (Esquema 3). Comparamos también la capacidad del L-NAME
de revertir el efecto de otros agentes que relajan a través del NO
endégenamente liberado por el endotelio (acetilcolina), o el NO anadido de

forma exdgena (nitroprusiato sdédico: un agente donador de NO) (Esquema 3).

Los resultados obtenidos nos confirman la participacién exclusiva de la
liberacion de NO enddgeno en la accidn relajante de la acetilcolina, ya que se
produjo una reversion completa de la respuesta relajante. Sin embargo, el L-
NAME no fue capaz de revertir la vasodilatacion inducida por nitroprusiato
sodico, lo que nos confirma que este agente relaja por un mecanismo
independiente de la formacion de NO enddgeno. Finalmente, por lo que
respecta a la relajacién inducida por isoprenalina, ésta fue parcialmente
revertida por L-NAME, lo que nos indica que los AR B relajan por mecanismos

tanto dependientes como independientes de la liberacion de NO enddgeno.

El conjunto de estos resultados demuestra que, segun las condiciones
experimentales utilizadas, se pueden obtener conclusiones diferentes respecto
a la participacién del NO, lo que justificaria la discrepancia de los datos descritos
en la literatura. Segun nuestro estudio, podemos concluir que el NO si participa,
en parte, en el efecto relajante mediado por la estimulacién de los AR B en

aorta.
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Relajacion mediada por los AR 3, musculares (via del NO/GCs/GMPc)

Ademas, se examinod la participacion del endotelio analizando el efecto
de la isoprenalina y del agonista B, salbutamol en aorta desprovista del mismo,
obteniéndose también una disminucidon en la respuesta relajante de ambos
agonistas, aunque el desplazamiento en las curvas fue menor que el obtenido
cuando los anillos se preincuban con L-NAME. Estos resultados sugieren que el
NO que se libera tras la activacion de los AR B, tiene en parte un origen
endotelial, pero también no endotelial, ya que, como acabamos de sefialar, las
curvas de relajacion de isoprenalina y salbutamol son desplazadas a la derecha
por L-NAME en mayor medida que por la eliminacion del endotelio. Asimismo,
el antagonista selectivo B,, 1C1118551, fue capaz de desplazar la curva de
relajacion de isoprenalina en anillos desprovistos de endotelio, pero no en los
anillos pretratados con L-NAME. Por tanto, podemos concluir que los AR [,
localizados en las CML contribuyen a la respuesta relajante a través de la
liberacion de NO. La participacion del NO liberado por las CML, como
mecanismo complementario al producido por los AR B, endoteliales, esta
respaldado también por la presencia de ARNm de eNOS en las CML aisladas de

la aorta.

Relajacion mediada por los AR f}; musculares de baja afinidad

La participacién de los AR B; de baja afinidad se puso de manifiesto
cuando los experimentos se realizaron en los anillos sin endotelio o en
presencia de L-NAME. En estas condiciones el antagonista selectivo B,
CGP20712A, fue capaz de inhibir la respuesta relajante de isoprenalina, lo que
demuestra la participacion del subtipo B; localizado a nivel muscular en el
efecto relajante. Sin embargo, el perfil farmacoldgico de este subtipo se
corresponde mejor con el estado de baja afinidad del AR B;, dado que la
afinidad aparente para este antagonista es mas baja en aorta (6,45-6,59) que en
A.M.R. (7,80). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores,
qgue también sugieren la participacion del estado de baja afinidad de los AR B

en la vasodilatacion de la aorta de rata (Mallem y cols., 2004, 2005a, 2005b).
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Relajaciéon mediada por los AR f3; endoteliales (via del NO/GCs/GMPc)

En relacién con el papel de los AR B3 en aorta, nuestros resultados
confirman y amplian estudios previos que habian ya propuesto su presencia y
funcion en este vaso (Trochu y cols., 1999; Rautureau y cols., 2002). En esta
Tesis se ha detectado una mayor expresion del ARNm del AR 5 respecto a los
AR B1Vy B, y aunque se ha encontrado su presencia en CE, como también otros
autores han descrito (Vanhoutte, 2001; Rautureau y cols., 2002), se encuentra

mayoritariamente localizado a lo largo de la LE.

A pesar de la abundante expresion observada para este subtipo, su papel
en la vasodilataciéon no parece ser tan relevante como el del AR [,. Su
participacion funcional solo se detecta con el uso de agonistas selectivos de los
AR B; (CL316243 y SR58611A), con los que, o no se obtiene el 100% de
relajacion (CL316243) o se obtienen curvas bifdsicas (SR58611A) de las que solo
el 30% corresponde a una poblacion de AR B;. El uso de L-NAME y de los
agonistas selectivos de los AR B3, asi como del antagonista selectivo (SR59230A),
en la acumulacién de GMPc y en la relajacién mediada por los AR B, demuestra

gue esta respuesta esta acoplada a la via del NO/GCs/GMPc.

Ademas, al contrario de los AR B,, la vasodilatacidn inducida por los AR B3
desaparece en ausencia de endotelio, lo que sugiere que la respuesta relajante
es totalmente dependiente del endotelio y del NO de origen endotelial, por lo
gue se puede excluir la participacion de los receptores localizados a lo largo de
la LE en la relajacion. Se ha descrito que un aumento de GMPc estimula la
produccién de elastina en fibroblastos de ligamentos (Mecham y cols., 1985), lo
gue nos lleva a suponer que los AR B; presentes en la LE podrian participar, a
través del aumento del GMPc, en la produccion de elastina. De todas formas, la
valoracion del hipotético papel de estos receptores sobre la produccion de

elastina no constituye un objetivo de esta Tesis.

En conjunto, el estudio en aorta indica que la vasodilatacion mediada por

los AR B se produce mayoritariamente a través del subtipo B,, presente tanto en
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las CML como en las CE, dependiendo en gran parte de la produccién de NO en
ambos tipos celulares. Pero ademas el subtipo B, de baja afinidad, presente en
las CML, también participa a través de un mecanismo independiente del NO. Por
ultimo, el subtipo B;, presente en las CE, colabora en menor medida en la
respuesta relajante, y lo hace de manera dependiente de la produccién de NO

endotelial (Imagen 15).

3. PAPEL DE LOS DIFERENTES SUBTIPOS DE AR B EN A.M.R. Y
AORTA

En la Imagen 15 se muestra un esquema de la participacion y el posible
papel fisiolodgico de los subtipos de AR B junto con los AR a; (Flacco et al., 2013)

en ambos territorios vasculares.

Como ya se ha comentado, en la presente Tesis demostramos que los
tres subtipos de AR B se expresan en A.M.R. y aorta de rata. Los AR B,
localizados en las CML y actuando a través de la via clasica de la AC/AMPc/PKA,
son el subtipo mayoritariamente responsable de la relajacién en A.M.R. Los AR
localizados en las CE no participan en la respuesta relajante de este vaso. En
cambio, en aorta los AR B, y B; localizados en las CE, junto con los AR [,
presentes en las CML, son los subtipos principalmente responsables de Ia
relajacidon, todos actuando a través de la via del NO/GCs/GMPc. En aorta, el
subtipo B4, localizado en las CML, participa también en la relajacién, pero no a
través de la via del GMPc, ni probablemente del AMPc. Su actividad se
corresponde con el estado de baja afinidad de este receptor y se manifiesta de

manera mas clara en ausencia de endotelio.

Es interesante observar como los AR B; endoteliales se acoplan al GMPc
en ambos vasos, pero solo modulan la vasodilatacidn en aorta, mientras que los
AR B3, no se acoplan al AMPc en ningun vaso, y solo modulan la vasodilatacién
en aorta, a través de la via del NO/GCs/GMPc. Por ultimo, los AR B; musculares
solo se acoplan al AMPc, y no al GMPc, en ambos vasos, pero modulan la

vasodilatacion principalmente en A.M.R.
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Los resultados obtenidos evidencian la funcidén de los AR B endoteliales
en el control de la vasodilatacién en un vaso de conductancia como la aorta,
pero no en un vasos de resistencia como la A.M.R., y resaltan el diferente papel
fisiolégico que juegan los AR B en el control del tono contractil de los vasos de
conductancia y de resistencia. En un vaso pobremente inervado como la aorta,
son los AR B, localizados en el endotelio y con una mayor afinidad por la
adrenalina circulante (Westfall y Weston, 2007), los receptores que modulan
principalmente el tono contractil y la distribucion del flujo sanguino. Asi las CE
son la primera diana de la accién vascular de la adrenalina. A ese respecto,
recientemente se ha demostrado que las células endoteliales de aorta son
capaces de sintetizar y liberar catecolaminas (Sorriento y cols., 2012). Ademads
los AR B3 endoteliales y los AR B; y B, localizados en las CML también participan
en la regulacion del tono de la aorta. Por el contrario, en los vasos de resistencia
altamente inervados, son los AR B, localizados en las CML y con una mayor
afinidad por la noradrenalina liberada de las terminaciones nerviosas, los
receptores que participan en la respuesta vasodilatadora. Estos resultados
sugieren también la presencia de una sefalizaciéon coordinada, a través de
diferentes subtipos de AR [3 localizados en las diferentes capas, en la regulaciéon
del tono de los vasos de conductancia pero no de los vasos de resistencia. Dada
la extendida utilizacion clinica de los blogueantes no selectivos y selectivos de

los AR B, estos hallazgos podrian ser de importancia clinica.

Nuestros resultados también evidencian que la respuesta contractil tras la
estimulacion de los AR a; con fenilefrina se encuentra modulada por el
endotelio y el NO en un vaso de conductancia como la aorta, pero no en uno de
resistencia como la A.M.R. Asi tanto la presencia de ODQ o L-NAME como la
ausencia de endotelio produce un aumento en la potencia y el efecto maximo
de la fenilefrina en aorta pero no en A.M.R. Este efecto observado en aorta se
puede producir bien porque exista una liberacién basal de NO o bien porque se
active su liberacion por el agonista a;. Se ha descrito la presencia de AR a; en
las CE (Vanhoutte, 2001; Daly y cols., 2010; Daly y McGrath, 2011) y diversos

autores han demostrado que la contraccién causada por la activacién del AR a;
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Arteriasde Estimulo Arterias de
resistencia adrenérgico conductancia
alA A Yy NA (llD

NAde las circulantes
—~terminaciones

% nerviosas
l

de baja afinidad

AC/AMPc/PKA
NO/GCs/GMPc
A.M.R. AORTA
- Vaso altamente inervado. - Vaso pobremente inervado.
- Rol para AR musculares. - Rol para AR endoteliales.
- Contraccion mediadapor AR . - Contraccion mediada por AR a,.
- Relajacion mediada por: - Relajacion mediada por:

v'AR B, muscular (via AC/AMPc/PKA).  v'AR B, endotelial (via NO/GCs/GMPc)
v'AR B, musculary AR B; endotelial (via NO/GCs/GMPc)
v'AR B, muscular de baja afinidad (independiente del NO).

Imagen 15. Distribucion y tipo de respuesta funcional de los AR a;y S en los vasos de
resistencia (A.M.R.) y de conductancia (aorta).

A: adrenalina; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; A.M.R.: arteria mesentérica de
resistencia; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; GSc: guanilato ciclasa
soluble; GMPc: guanosin monofosfato ciclico; NA: noradrenalina; NO: dxido nitrico;
PKA: proteina cinasa A.
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estd modulada por la relajacidon producida por el NO endotelial (Jones y cols.,
1993; Kaneko y Sunano, 1993; Ameriniy cols., 1995; Zschauer y cols., 1997; Boer
y cols., 1999; Tuttle y Falcone, 2001; Gurdal y cols., 2005). Dado que se ha
postulado que es el AR a;p el responsable de la liberacion de NO (Filippi y cols.,
2001), el diferente comportamiento de los vasos puede deberse al subtipo de

AR a; implicado en la respuesta contractil en cada territorio.

Resultados de nuestro grupo de investigacion han demostrado la
participacién mayoritaria del subtipo a;p en la aorta (Gisbert y cols., 2000;
Gisbert y cols., 2003; Marti y cols., 2005; Flacco y cols., 2013) y del subtipo a;a
en la A.M.R. (Marti y cols., 2005) lo que, como se ha comentado en la Revisidon
Bibliografica, determina las caracteristicas contractiles del vaso en el que se
expresan (respuestas rapidas que desaparecen de forma rapida tras la
eliminacién del agonista y que permiten un ajuste fino del tono contractil en
A.M.R.; respuestas lentas que desaparecen también de forma lenta tras la
eliminacién del agonista en aorta que evitan cambios bruscos en el calibre de
este vaso) (Zianiy cols., 2002; Flacco y cols., 2013; ver Imagen 4 de la Revision
Bibliografica). La liberacién de NO tras la activacion de los AR a;p en aorta
contribuiria también a regular el tono contractil contrarrestando en parte la
accién vasoconstrictora del agonista adrenérgico, y evitando de esta forma que
se produzcan cambios bruscos en el calibre de los vasos de conductancia que
pudieran comprometer el flujo sanguineo en situaciones de mdxima

estimulacion.

En conclusidn estos resultados evidencian una participacion del endotelio
en la modulacién del tono vascular por los AR a; y B en un vaso de conductancia

pero no en uno de resistencia.
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4. AR B Y VIAS DE SENALIZACION DE LAS MAPK EN AORTA

Como ya se ha comentado, evidencias experimentales recientes han
puesto de manifiesto que la estimulacion de los AR B activa también la via de las
MAPK (ERK1/2 y p38) en diferentes tipos celulares (Evans y cols., 2010), pero se
conoce poco sobre la activacion de estas vias por parte de los AR B en las células
vasculares y en tejido nativo y, especialmente, el impacto que puedan tener
sobre la respuesta funcional vascular. En la presente Tesis se ha analizado por
un lado el efecto de la activacion de los AR B en la fosforilacion de la ERK1/2 vy
p38 en aorta y en cultivos primarios de los dos tipos celulares principales de los
vasos, CE y CML, y por otro lado el efecto de las MAPK en la vasodilatacion

mediada por los AR B en aorta.

En primer lugar se determind la expresion génica de los subtipos de AR B
en los cultivos primarios de CML y de CE obtenidos de aorta, comparandola con
la obtenida en tejido intacto. Los resultados obtenidos muestran que en cultivos
primarios de CE y CML de aorta se expresa mayoritariamente el subtipo B, a

diferencia de lo que ocurre en el vaso entero donde se expresan los 3 subtipos.

La pérdida de la expresion del subtipo B; en los cultivos primarios de
CML, pero no en las células frescas recién aisladas, se ha documentado ya en
estudios anteriores de nuestro grupo de investigacion, utilizando otros tejidos
diferentes de la aorta, como la arteria caudal y el corazén de rata (Perez-Aso,
2009). Resultados similares han sido descritos también para el AR aj,,
desapareciendo su expresion en cultivos primarios de las arterias aorta y caudal,
lo que no ocurre para el subtipo a;p que mantiene su expresiéon en CML
cultivadas (Perez-Aso, 2009). Este hecho puede deberse a que la funcionalidad
de los subtipos de AR B,y a4, pero no de los subtipos B,y a;p, esté relacionada,
en su entorno fisiolégico, con los procesos de senalizacion en estructuras
complejas como es el caso de la sefalizacién neuronal. De hecho, Stassen y cols.
(1998) describen una correlacion positiva entre la presencia de terminales
nerviosas adrenérgicas y los AR a;,. Se ha descrito también la presencia de AR

en terminaciones nerviosas de A.M.R. (Briones y cols., 2005).
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Por tanto, el conjunto de estas evidencias indican que la pérdida de la
expresion de los AR B,y aj, tras el aislamiento de las CML y su posterior cultivo
podria estar relacionada con la destruccidén de la sefializacidon adrenérgica. De
hecho, es interesante resaltar que estos dos subtipos de AR son los principales
responsables de la contraccidn y relajacion mediada por la estimulacion de los
AR a; y B en un territorio altamente inervado como la A.M.R., mientras que los
subtipos aip y By, cuya expresion se mantiene en el cultivo, son los
mayoritariamente implicados en la contraccién y relajacién en un vaso con
menor inervacion como la aorta (presente Tesis, Kenny y cols., 1995; Gisbert y
cols., 2000, 2003; Briones y cols, 2005; Marti y cols., 2005; Flacco y cols., 2013).

Por lo que respecta al subtipo B3, también se observa una pérdida en la
expresion del mismo en el cultivo primario de CE. Sin embargo, en este caso, no
se puede excluir que esta pérdida sea debida a la manipulacidon de las muestras
para realizar el aislamiento de las células ya que su expresion en CE frescas,
recién aisladas, no se ha podido determinar por razones técnicas (muestra

insuficiente para determinar la expresion génica).

Efecto de los AR B sobre la activacion de las MAPK

Los resultados obtenidos muestran que la estimulacion de los AR B no
modifica la fosforilacion de ERK1/2 en aorta, pero si la modifica, y de manera
diferencial, en los cultivos primarios de CML y de CE aisladas de aorta. De hecho,
isoprenalina muestra un efecto dual, aumentando la fosforilacion de ERK1/2 en
las CML, y disminuyéndola en las CE. Por otro lado, isoprenalina aumenta la

fosforilacién de la p38 en aorta y en ambos tipos celulares (CMLy CE).

El diferente comportamiento que ejercen los AR B sobre la fosforilacién
de ERK1/2 en CML y CE podria depender del subtipo de receptor presente en
cada tipo celular, dado que se ha descrito un aumento en la fosforilaciéon de
ERK1/2 en cardiomiocitos que expresan los AR B; y una disminucién en
cardiomiocitos que expresan los AR B, (Zheng y cols., 2004). Pero este no es el

caso de nuestro estudio, ya que como hemos comentado, el AR 3, es el subtipo
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predominantemente expresado en ambos tipos celulares y por tanto, el efecto
descrito es debido a la activacion de los AR B,y no de los subtipos B,y B3 que se

expresan pobremente en estas células.

Estos resultados sugieren que el diferente impacto de la estimulacion de
los AR B, sobre la actividad de ERK1/2 depende del tipo celular. De hecho,
estudios anteriores muestran que la activacién de los AR B con isoprenalina
induce un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 en diferentes tipos celulares
(para revision ver: Evans y cols., 2010), como células HEK293 (Shenoy vy cols.,
2006), astrocitos primarios (Du y cols., 2010) y fibroblastos cardiacos (Kim y
cols., 2002) y dérmicos (Pullar y Isseroff, 2006). Sin embargo, otros estudios han
evidenciado que la fosforilacion de ERK1/2 disminuye en queratinocitos (Pullar y
cols., 2003), células epiteliales de la cérnea (Ghoghawala y cols., 2008) y CML
del detrusor (Klausner y cols., 2009). En el presente trabajo se evidencia por
primera vez que este efecto dual se produce en tipos celulares diferentes pero

provenientes del mismo tejido.

Por otra parte, la fosforilacion de p38 que hemos observado después de
la estimulacion de los AR B, en el tejido y en las células vasculares, concuerda
con otros estudios en diferentes tipos celulares que expresan los AR B,, como
cardiomiocitos (Zheng y cols., 2000; Magne y cols., 2001) linfocitos B (McAlees y
Sanders, 2009) y células HEK293 (Gong y cols., 2008), o que expresan los AR B3,
como adipocitos bovinos (Cao y cols., 2001; Mizuno y cols., 2002) y células CHO-
K1 (Sato y cols., 2007).

Se ha comprobado también que los efectos de la isoprenalina sobre las
MAPK son debidos a la estimulacidon de los AR B, ya que son inhibidos por el
antagonista de los AR B, propranolol. Es interesante destacar el efecto del
propranolol en las CE dénde, no solo revierte la disminucidn de la fosforilacion
de la ERK1/2 inducida por isoprenalina, sino que es capaz de aumentar por si
mismo, la fosforilaciéon de ERK1/2. Sin embargo, en las CML, propranolol inhibe
el efecto de la isoprenalina sobre la fosforilacién de la ERK1/2 y no ejerce

ningun efecto por si mismo. Estos resultados indican de nuevo un efecto

158



Discusion

dependiente del tipo celular. Otros autores han descrito que el bloqueo de los
AR B, aumenta la actividad de ERK1/2 en diferentes lineas celulares, que
expresan establemente los AR B, (Azzi y cols., 2003; Baker y cols., 2003b), pero
también en células epiteliales de la cérnea murina (Ghoghawala y cols., 2008),

fibroblastos dérmicos y queratinocitos (Pullar y cols., 2012).

En la Imagen 16 se resumen las acciones de la estimulaciéon de los AR B
sobre las MAPK en CMLy CE. Los resultados muestran por primera vez el efecto
dual de los AR B, sobre la fosforilacion de ERK1/2 en células vasculares aisladas,
aumentdandola en las CML y disminuyéndola en las CE. Ademas, el bloqueo de
los AR B, aumenta la actividad de ERK1/2 solamente en las CE. Por el contrario,
la activacion de los AR B, aumenta la fosforilacion de p38 en ambas células

vasculares asi como en tejido intacto.

El efecto positivo del antagonista de los AR B, propranolol, en la via de
sefializacion de la ERK1/2, es de especial interés, ya que recientemente se ha
evidenciado que algunos agonistas, y entre ellos los que actuan a nivel de los
AR B, pueden mostrar selectividad funcional o agonismo sesgado (“biased
agonism”) estabilizando distintas conformaciones activas de los receptores que,
a su vez, pueden producir diferentes eficiencias de acoplamiento a varios
efectores. De esta forma, algunos compuestos que actian como antagonistas
de la sefalizacion de AMPc se comportan en realidad como agonistas sesgados
capaces de activar la via de las MAPK (Drake y cols., 2008; Galandrin y cols.,
2008; Evans y cols., 2010; Lutrell y Gesty-Palmer, 2010). Nuestros resultados
evidencian este hecho en un entorno nativo, ya que el propranolol se comporta
como un antagonista frente a la relajacion vascular, la produccién de AMPc y/o
GMPc y la actividad de p38 tras la estimulacién de los AR B en la aorta de rata,
mientras que promueve un aumento en la actividad de la ERK1/2 en CE aisladas

de la aorta.
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Efecto de las MAPK sobre la vasodilatacion inducida por los AR 3

Otro aspecto analizado ha sido la implicacidén de las vias de sefializacion
de las MAPK en la accidn vasodilatadora mediada por los AR B. Para ello, se ha
determinado el efecto de los inhibidores de las MAPK sobre la relajacion de

isoprenalina.

El andlisis del papel de las MAPK sobre la reactividad vascular muestra
gue la contraccion de los anillos de aorta inducida por fenilefrina o U46619 no
es modificada por la inhibicion de ERK1/2 ni de p38, usando los inhibidores
selectivos U0126 y SB203580, respectivamente. Sin embargo, los dos agentes
contractiles producen un aumento en la fosforilacién de ambas cinasas, ERK1/2
y p38. La mayoria de los estudios muestran que la ERK1/2 puede desempenar
un papel pro-contractil en diferentes territorios vasculares, produciéndose, al
inhibir su actividad, una disminucidon en la contracciéon inducida por diferentes
agentes como los agonistas de los AR a,, la endotelina, la serotonina o la
angiotensina Il (Touyz y cols., 1999, 2002; Roberts, 2001, 2004; Bhattacharya y
Roberts, 2003; Kwon y cols., 2003, 2004; Kim y cols., 2004; Lee y cols., 2007).

No obstante, respecto a su influencia en la respuesta mediada por los AR
a4, los resultados descritos en la literatura son divergentes y se ha descrito una
reduccion en la respuesta contractil en arteria de Utero bovino (Xiao y Zhang,
2002; Xiao y cols., 2004), en arteria cardtida de rata (Tsai y Jiang, 2005) y en
aorta de ratdn (Bhattacharya y cols., 2011), pero no en aorta y A.M.R. de rata
(Giachini y cols., 2010). Tampoco se ha descrito un cambio en la contractilidad
de U46619 en aorta y vena cava de rata (Thakali y cols., 2007) y vena palmar de
porcino (Uhiara y cols., 2009), aunque estos ultimos autores describen una
ligera disminucién de la contraccién en arteria coronaria porcina. En nuestras
condiciones experimentales, aunque tanto fenilefrina como U46619, activan
ERK1/2 y p38, podemos excluir la participacion de estas vias de sefializacion en

su efecto contractil.
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IMPIDE LA
VASODILATACION Antagonista

Imagen 16. Efecto de los AR f3,sobre las MAPK (ERK1/2 y p38) y efecto de ERK1/2
sobre la vasodilatacion.
CE: célula endotelial; CML: célula del musculo liso.

Sin embargo, cuando analizamos el efecto de la inhibicion de las MAPK
sobre la respuesta relajante inducida por los AR B, la inhibicion de ERK1/2, pero
no de p38, aumenta la relajacién de isoprenalina en aorta, indicando que en
condiciones fisioldgicas ERK1/2 ejerce un efecto pro-contractil, que se opone
especificamente a la relajacion inducida por la activacion de los AR B.
Resultados similares han sido descritos en arterias coronarias y vena palmar
porcina (Uhiara y cols., 2009). Estos autores demostraron que el efecto era
especifico para los AR B, ya que no se observd al utilizar agonistas B, u otros
agentes vasodilatadores como forskolina. Otro trabajo mas reciente, describe

un efecto similar en bronquiolos periféricos (Lelliott y cols., 2012).

Nuestro estudio muestra ademas, que este efecto es independiente del
endotelio y del NO, dado que no es modificado al eliminar el endotelio o al
inhibir la produccién de NO con L-NAME. En conjunto, estos resultados sugieren
qgue en las CML de aorta la activacion de los AR B, promueve la dilatacién de la
arteria, pero al mismo tiempo activa la via de la ERK1/2 que al impedir la

vasodilatacion actia como un mecanismo de control por retroalimentacion
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negativa (ver Imagen 16), que podria prevenir una excesiva vasodilatacién en

vasos de conductancia.

En algunas enfermedades, como hipertensiéon y diabetes, se ha descrito
gue existe una disminucion en la respuesta vasodilatadora mediada por los AR
(Borkowski y cols., 1992; Harada y cols., 1999; Chen y Doggrell, 2002; Grisk y
cols., 2007; Oliver y cols., 2009) y ademas, en las mismas patologias, se ha
descrito un aumento en la actividad de la ERK1/2 en el musculo liso vascular
(Touyz y cols., 2002; Kim y cols., 2005; Matsumoto y cols., 2006). Teniendo en
cuenta estas evidencias, los datos de nuestro estudio en aorta, que coinciden
con los obtenidos por Uhiara y cols. (2009) en otros territorios vasculares, abren
la posibilidad de que la disminucidon en la respuesta a los AR B en estas

patologias se deba en parte a un aumento en la actividad de la ERK1/2.
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5.

Conclusions

The expression of the three B-adrenoceptor (B-AR) subtypes (B;, B, and Bs)
has been detected in mesenteric resistance artery (MRA) and aorta,
although with a different profile of gene expression between vessels and
protein localization in the different cell types (endothelial, smooth muscle

cells and adventitia).

In MRA, despite the presence of the three B-AR subtypes, B;-AR, located in
smooth muscle cells and acting through the adenylyl cyclase/cAMP
pathway, are primarily responsible for vasodilatation. The B-ARs localized in

endothelial cells do not participate in the relaxant response in this vessel.

In aorta, B-ARs-mediated vasodilatation is driven by endothelial B,- and Bs-
ARs, but also by the B,-ARs present in smooth muscle cells, and is coupled
to the NO/soluble guanylyl cylase/cGMP pathway. The B;-subtype, localized
in smooth muscle cells, also contributes to vasodilatation, but not through
the cGMP pathway; its activity corresponds to a low-affinity state of this
receptor and it becomes more evident in the absence of endothelial B-ARs.
These findings suggest a complex and coordinated signalling through
different B-ARs subtypes located along different layers in regulating the

adrenergic contractile tone of conductance but not resistance vessels.

Endothelial B-ARs contribute to vasodilatation in a conductance vessel such
as aorta, but not in a resistance artery and could help to understand the
different physiological role played by B-AR subtypes in regulating the
vascular tone. In MRA, a highly innervated resistance vessel, B;-ARs located
in smooth muscle cells and having a greater affinity for norepinephrine,
which is released by the nerve endings, are mainly involved in the
vasodilator response. In contrast, in aorta, a poorly innervated conductance
vessel, B,-ARs located in the endothelium, being the first target and having
a greater affinity for circulating adrenaline, modulate the vessel tone and

the blood flow distribution.

B,-ARs stimulation differentially modulates MAPK (ERK1/2 and p38)
activation in smooth muscle and endothelial cells from aorta. B,-ARs

increase p38 phosphorylation in intact vascular tissue and both cell types,
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while it has a dual effect on ERK1/2 phosphorylation, increasing it in
smooth muscle cells and decreasing it in endothelial cells. Moreover, B,-
ARs blockade with propranolol prevents all these changes but, in addition,
acts by itself increasing ERK1/2 activity only in endothelial cells, behaving

as a biased agonist.

Activation of ERK1/2, but not p38, exerts an inhibitory effect on B-AR-
mediated vasodilatation in rat aorta, acting as a control feedback
mechanism that could prevent an excessive vasodilatation response in

conductance vessels.
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Resumen

El objetivo principal de la presente Tesis ha sido analizar la contribucion
relativa de los diferentes subtipos de adrenoceptores (AR) B (B1, B, Bs) en la
vasodilatacion en dos lechos vasculares con diferentes caracteristicas
fisiolégicas: un vaso de resistencia de pequeno calibre, como la arteria
mesentérica de resistencia (A.M.R.), y un vaso de conductancia de calibre
mayor, como la aorta, evaluando la implicacion de las vias de sefalizacion
adenilato ciclasa (AC)/AMPc/PKA y/o NO/guanilato ciclasa soluble (GCs)/GMPc
en la accion vasodilatadora mediada por los diferentes subtipos de AR B vy
determinando su localizacién en las diferentes células vasculares. Para ello, se
ha determinado la expresion génica de los diferentes subtipos de AR B por RT-
PCR cuantitativa a tiempo real, y la expresion proteica mediante experimentos
de inmunofluorescencia. Ademas se ha caracterizado farmacoldégicamente su
funcionalidad mediante experimentos de reactividad vascular (bafio de érgano
convencional y miégrafo) y de determinacion de nucledtidos ciclicos (AMPc y
GMPc), utilizando agonistas y antagonistas selectivos de los diferentes subtipos

asi como inhibidores de las vias de sefnalizacion.

Los resultados obtenidos muestran que, a pesar de que los tres subtipos
de AR B se expresan en ambos vasos, su participacion en la respuesta funcional,
asi como la via de sefializacion utilizada, es diferente segun el vaso. Asi, en
A.M.R. los AR B, localizados en las células de musculo liso (CML) y actuando a
través de la via clasica de sefializacion de estos receptores, AC/AMPc/PKA, son
los principales responsables de la vasodilatacién. Sin embargo en aorta la
situacion es mas compleja, y la vasodilatacidon esta mediada por los AR B, y Bs
localizados en el endotelio, pero también por los AR B, localizados en las CML,
todos ellos acoplados a la via NO/GCs/GMPc. Ademas en este vaso se ha
evidenciado también la participacidon del subtipo B; de baja afinidad, por un

mecanismo independiente del NO.

Estos resultados sugieren la presencia de una senalizacién coordinada, a
través de diferentes subtipos de AR B localizados en las diferentes capas,
incluyendo la endotelial, en la regulacién del tono de un vaso de conductancia
como la aorta pero no de uno de resistencia como la A.M.R. Ademas, resaltan el

diferente papel fisioldgico que pueden desempefar los AR B en el control del
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tono contractil de los dos tipos de vaso. En los vasos de resistencia altamente
inervados, como la A.M.R., son los AR B, localizados en las CML y con una mayor
afinidad por la noradrenalina liberada de las terminaciones nerviosas, los
receptores que participan en la respuesta vasodilatadora. Por el contrario, en un
vaso pobremente inervado como la aorta, son los AR B, localizados en el
endotelio y con una mayor afinidad y accesibilidad por la adrenalina circulante,
los receptores que modulan principalmente el tono contractil y la distribucidn

del flujo sanguino.

Otro objetivo de la presente Tesis fue estudiar la influencia de la via de
sefializacion de las MAPK (ERK1/2 y p38) en la vasodilatacion mediada por los
AR B. Para ello, se analizd el efecto de los AR B sobre la activaciéon de las MAPK
en aorta de rata y en cultivos primarios de los principales tipos celulares de los
vasos: CML y células endoteliales (CE), para después estudiar el efecto que las
MAPK podrian tener en la accidn vasodilatadora mediada por los AR B en aorta

de rata.

Los resultados obtenidos muestran que la estimulacion de los AR B,
modula la fosforilacién de las ERK1/2 y p38 de manera diferencial en las CML y
CE de aorta. Asi, la activacién de los AR B, con isoprenalina aumenta la
fosforilacion de p38 en anillos intactos y en ambas células vasculares, mientras
tiene un efecto dual sobre la fosforilacion de ERK1/2, aumentandola en las CML
y disminuyéndola en las CE. El bloqueo de los AR B, con el antagonista
propranolol revierte todos estos cambios, pero ademads induce por si mismo un
aumento de la fosforilacion de ERK1/2 en las CE, mostrando lo que se llama

selectividad funcional o agonismo sesgado (“biased agonism”).

Finalmente, el andlisis del papel de las MAPK sobre la reactividad vascular
muestra que ERK1/2, pero no p38, ejerce un efecto inhibitorio sobre la
relajacion inducida por los AR 3, actuando como un mecanismo de control, que
podria prevenir una vasodilatacidén excesiva en los vasos de conductancia como

la aorta.
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DISTRIBUTION, FUNCTION AND SIGNALLING PATHWAYS
OF VASCULAR B-ADRENOCEPTORS

Introduction

B-adrenoceptors (B-ARs) are members of the G protein-coupled receptor
(GPCR) family with seven transmembrane regions (see Images 9 and 10, in
“Revision Bibliogrdfica”), which mediate the actions of two catecholamines: the
neurotransmitter, Noradrenaline (NA); and the hormone and neurotransmitter,
Adrenaline (A). They are currently classified into three subtypes: B,, B, and B;
(Alexander et al., 2011; Bond et al., 2013), all of them placed in the vascular

system, among other localizations.

For a long time, it was thought that only B,-ARs were responsible for
catecholamine-mediated vasodilatation (Lands et al., 1967). However, more
recent studies have shown that B,- and Bs;-ARs can also participate in blood
vessel relaxation (Oriowo, 1994; Sooch and Marshall, 1997; Tagaya et al., 1999;
Chruscinski et al., 2001; Dessy et al., 2004; Briones et al., 2005; Rozec et al.,
2005; Rouget et al., 2006). Although all of them are implicated in the vasodilator
response, the role of each subtype varies according to: the species, the vascular
bed and the experimental conditions, such as the agent or the level of

precontraction (Guimaraes y Moura, 2001).

Activation of B-ARs by its agonists elevates smooth muscle cAMP levels
via the stimulatory Gs-protein and adenylyl cyclase (AC). Elevated cAMP
subsequently activates cAMP-dependent protein kinase (PKA), which
phosphorylates various membrane and/or intracellular proteins that are
associated with muscle relaxation (Murray, 1990) (see Image 12, in “Revision
Bibliogrdfica”). This AC/cAMP/PKA mechanism is the canonical pathway of B-
ARs, which is generally believed to be the key trigger for eliciting B-ARs-
mediated relaxation of smooth muscle. Several studies support the involvement
of other mechanisms independent of cAMP elevation, such as the endothelial
NO/sGC/cGMP pathway (Queen and Ferro, 2006; Queen et al., 2006) (see
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Image 13, in “Revision Bibliogrdfica”), and in this regard, the presence of B-ARs
in the endothelium was previously confirmed (Vanhoutte, 2001). Nevertheless,
there have been conflicting results on the endothelial dependence of the B-ARs-
mediated relaxation, due to the variability of the species and the vascular bed;
inconsistency was also found even in the same vessel. Thus, B-ARs-mediated
relaxation has been described as being completely or partially endothelium-
dependent in aorta from rat (Gray and Marshall, 1992; Brawley et al. 2000a3;
Ferro et al.,, 2004) and mouse (Akimoto et al., 2002), and as being totally
endothelium-independent in rat aorta (Moncada et al. 1991; Eckly et al., 1994;
Satake et al.,, 1996). Conflicting results have also been reported in rat
mesenteric resistance artery (MRA), where some authors found that B-ARs-
mediated vasodilatation was independent of endothelial NO (Briones et al.,
2005), while other authors showed NO-dependent relaxation (Graves and
Poston, 1993).

Furthermore, recent studies show that B-ARs also modulate the
phosphorylation of ERK1/2 and p38 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)
in different cells types (for review see: Evans et al., 2010), but little is known
about the effect of B-ARs in the activation of these kinases in vascular cells and,
more importantly, the impact of these signalling pathways on the functional

responses elicited by B-ARs in native vascular tissues.

Several studies show that ERK1/2 and p38 regulate contractile responses
in some vessels, since MAPKs inhibition decreases the contractile effect of some
agonists such as endothelin-1 (Kim et al., 2004; Lee et al., 2007) or a,-ARs
agonists (Bhattacharya et al., 2003; Roberts, 2001). More recently, an increase
in the relaxant response of B-ARs induced by inhibition of ERK1/2
phosphorylation has been reported in porcine coronary arteries (Uhiara et al.,

2009) and peripheral bronchioles (Lelliott et al., 2012).
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Purpose

The aim of the present Thesis was to analyse the relative contribution of
Bi-, B,- and Bs-ARs to vasodilatation in conductance (aorta) and resistance
vessels (mesenteric resistance artery, MRA) assessing the role of AC/cAMP/PKA

and/or NO/sGC/cGMP signalling pathways. The specific objectives were:

e To determine the mRNA and protein expression of each B-AR subtype in
the different layers of vascular wall (smooth muscle cells (SMCs),
endothelial cells (ECs), adventitia) in MRA and aorta.

e To characterize the AC/cAMP/PKA and/or NO/sGC/cGMP signalling
pathways underlying the activation of B-AR subtypes and to evaluate the
contribution of these two pathways to B-AR-mediated relaxation in both
vessels.

e To establish the relative roles of each B-AR subtype in the relaxant

response in MRA and aorta using the same experimental conditions.

In addition, we have analyzed the effect of B-ARs stimulation on ERK1/2
and p38 activation in aorta and in primary cultures of endothelial and smooth
muscle cells isolated from aorta. Moreover, we studied the role of ERK1/2 and

p38 on the B-ARs-mediated vasodilatation.

Experimental approach

Wistar male rat MRA, aorta, fresh SMCs isolated from aorta or primary

cultures of SMCs and ECs isolated from aorta were used.

The mRNA and protein expression of the three B-AR subtypes was

analyzed by quantitative RT-PCR and immunohistochemistry, respectively.

The pharmacological characterisation of B-ARs mediated activity was
studied by tissue cyclic nucleotide accumulation (cAMP and cGMP), wire
myography (MRA) and organ bath (aorta) relaxant experiments, using selective
agonists and antagonists of the three B-AR-subtypes. Inhibitors of NO synthesis
(L-NAME), AC (SQ22536) and sGC (ODQ) were also tested.
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ERK1/2 and p38 phosphorylation was measured by immunoblotting of rat
aorta rings and of ECs and SMCs primary cultures isolated from aorta. The
influence of ERK1/2 and p38 in the B-ARs mediated vasorelaxation was studied
in organ bath experiments (aorta) by using ERK1/2 or p38 inhibitors (U0126 or
SB203580, respectively).

Results and Discussion

The present study highlights that although the mRNA and protein
expressions of the three B-AR subtypes are present in MRA and aorta, the
specific B-AR subtype contribution and signalling pathways involved in the
vasodilator response differ between territories. Therefore, these findings
suggest a different physiological role played by B-AR signalling in regulating

conductance and resistance vessels.

1. pB-ARs LOCALIZATION AND SIGNALLING PATHWAY REGULATING
VASODILATATION IN MRA

We reveal that in MRA B;-ARs are mainly, but not exclusively, localized in
the smooth muscle layer, whereas B,- and [B3;-ARs are expressed in the
endothelium and adventitia (Figure 1). Nevertheless, the location of B,-ARs in
the adventitial/medial border could suggest its presence either in nerves or in
perycites as previously suggested for B-AR (Briones et al., 2005). Briones et al.
(2005) previously described the presence of B-ARs in smooth muscle,
endothelial or adventitial cells using the fluorescent ligand BODIPY-TRM-CGP
12177, but it was not possible to identify the specific subtype because this
ligand has affinity for both ;- and B,-ARs (Baker et al., 2003). However we were
able to discriminate the localization of each B-AR subtype using selective

antibodies.

Despite the presence of the three subtypes in the vessel wall, the

vasodilator response appears to be mediated mainly by the B;-AR subtype,
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localized in the muscular layer, which acts through the classical B-AR pathway
(activation of AC and cAMP formation), without the participation of the cGMP

pathway. Several evidences support this assumption:

i) isoprenaline and dobutamine (B, selective agonist), but not salbutamol
(B, selective agonist) and CL316243 (B; selective agonist), increase the cAMP
levels and relax the artery (Figures 3A and 10A);

ii) isoprenaline-induced cAMP accumulation and relaxation are inhibited
by propranolol and the selective B;-AR antagonist (CGP20712), but not by the
selective B,- or B3;-AR antagonist (IC1118551 or SR592310A, respectively)
(Figures 4A and 11);

iii) vasodilatation to isoprenaline is inhibited by AC inhibitor SQ22536, but
not by sGC inhibitor ODQ (Figures 5B and 5C), which excludes the participation
of the cGMP pathway in B;-AR-mediated relaxation;

iv) endothelium removal or L-NAME treatment have no effect on
isoprenaline induced relaxation (Figures 14B), excluding a major participation of
NO in MRA.

The major role of B1-AR in controlling the vascular tone of resistance
arteries agrees with previous results (Graves and Poston, 1993; Briones et al.,
2005; Garland et al., 2011) and reinforces the hypothesis that this mechanism
may be disrupted in patients taking B-AR antagonists, as already suggested
(Garland et al.,, 2011). However, the link between B;-AR and the signalling
pathway in MRA is far from being clear. The present study shows that the
accumulation of cAMP, but not of cGMP, is related to B;-AR activation. While
Graves and Poston (1993) reported in MRA that B;-AR stimulation releases NO,
more recent studies (Briones et al., 2005; Garland et al., 2011), including the
present one, do not support a significant participation of NO and point to cAMP

being the predominant signalling pathway linked to B,-AR-mediated relaxation.

Even though the B,-ARs mRNA expression is similar to that of B;-ARs

(Figure 1A) and, despite them being located in the endothelial and adventitial
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layers, as Bs;-ARs (Figure 1B), the agonists/antagonists profile excludes the
participation of B,-ARs in nucleotide formation (Figures 3A and 4A) and
vasodilatation (Figures 10A and 11) in MRA. Garland et al. (2011) reported in
MRA endothelial B1- and B,-ARs-mediated hyperpolarization, irrespectively of
cAMP accumulation and NO formation, which is not essential for vasodilatation.
These authors suggest that B-ARs-linked hyperpolarization might initiate
spreading dilatation passing along the artery wall via the endothelium. This
proposal could help explain not only the presence, but also the function, of -

ARs in the endothelial layer of MRA.

The fact that CL316243 increases the cAMP and cGMP levels (Figure 3A)
and that SR59230A causes a significant blockade of nucleotides accumulation
(Figure 4A) without affecting the contractile tone (Figures 10A and 11), indicates
that adventitial and/or endothelial B3-ARs couple to cGMP and cAMP signals
with no involvement in B-ARs-mediated vasodilatation. Other studies (Briones
et al., 2005; Garland et al., 2011) have also excluded the participation of B5-ARs
in the control of either the vascular tone or the hyperpolarization response in
the MRA. Taken together, these results suggest that the accumulation of cyclic
nucleotides induced by PBs-stimulation plays a functional role other than

controlling the vascular tone.

In summary, we show for the first time that B;-ARs (located in SMCs and
ECs) and B5-AR (located in adventitia and ECs) are coupled to cAMP, but only the
Bi-subtype participates in controlling the vascular tone. In spite of the
controversy about the role of NO (Graves and Poston, 1993; Briones et al., 2005;
Garland et al.,, 2011), our results exclude its participation in the relaxant
response to B-ARs in MRA. The B,-subtype, which is also present in the vessel,
does not seem to play a relevant role in modulating the vascular tone, but may

be involved in different functions, as previously suggested (Garland et al., 2011).
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2. P-ARs LOCALIZATION AND SIGNALLING PATHWAYS REGULATING
VASODILATATION IN AORTA

A more complex scenario has been found in aorta where B-AR-induced
relaxation has been extensively described. However, discrepancy persists in the
literature as to the relative contribution of each subtype and their link to
nucleotide signalling pathways. Previous reports have evidenced that B-
adrenergic relaxation occurs through a mixed participation of B;/B, ARs (Satake
et al., 1996) or entirely through the B, subtype (Ferro et al., 2004). The
functional participation of B3-ARs (Trochu et al., 1999; Oliver et al., 2009),
atypical B-ARs like the low-affinity state of $;-ARs (Mallem et al., 2004, 2005a)
or atypical B-ARs that co-exist with the B;- and B,-subtypes (Brawley et al.,
2000b) have also been proposed. More recently however, the latter authors
ruled out the presence of functional Bs-AR or low-affinity B1-ARs (Brahmadevara
et al., 2003, 2004).

Conflicting results have also been reported regarding the endothelium
and NO dependence of aorta vasodilatation. Thus, B-ARs-mediated relaxation
has been described as being completely (Gray and Marshall, 1992) or partially
(Van der Zypp et al.,, 2000; Brawley et al.,, 2000a; Ferro et al., 2004)
endothelium-dependent, and as being totally endothelium-independent
(Moncada et al., 1991; Eckly et al., 1994; Satake et al., 1996) in rat aorta. This
discrepancy in results could be due to the different experimental conditions,
such as the pre-contractile agent, the pre-contraction level (Eckly et al., 1994),
the animals age (Van der Zypp et al., 2000) or the incomplete removal of the
endothelium (Gray and Marshall, 1992). As we found that the relaxation elicited
by isoprenaline decreased with increasing pre-contraction (Figure 6), we
analyzed the influence of the pre-contraction level on B-ARs-mediated

relaxation in aorta.
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Influence of pre-contraction level on f-ARs-mediated vasodilatation in aorta

In aorta, as previously described (Segura, 2010), phenylephrine-induced
contraction is enhanced in either the presence of L-NAME (Figure 6A) or in the
absence of the endothelium (Figure 15A), which suggests that the endothelial
NO-release plays a modulator role in the vasoconstriction mediated by the a;
agonist. Similar results are obtained in the presence of the sGC inhibitor ODQ
(Figure 6A). However, this enhancement of the contractile activity of

phenylephrine does not occur in MRA (Figures 5A and 14A).

When we analyzed the isoprenaline-mediated relaxation in the presence
of L-NAME or in the absence of the endothelium, a decrease in the relaxant
response was observed in aorta (Figures 6C and 15B) but not in MRA (Figures 5C
and 14B). We considered whether the increased pre-contractile initial tone, and
not the blocking of NO/sGC/cGMP pathway, could be responsible for the
observed lower vasodilatation to isoprenaline. Therefore, we brought the aorta
rings to the same initial tension by adjusting the phenylephrine concentration in
the absence or presence of L-NAME (Figure 7A) and, in this condition,
isoprenaline relaxation curves were similar (Figure 7B). Therefore, when we
adjust the level of precontraction, it appears that NO is not involved in the

relaxing effect of isoprenaline.

To clarify this issue, we conducted another experimental protocol in
which we determined the ability of L-NAME to reverse the relaxing effect of
isoprenaline, adding it at the end of the relaxation (see Esquema 3A). We also
compared the ability of L-NAME to reverse the effects of other agents that relax
through the NO endogenously released by the endothelium (acetylcholine), or
the exogenous NO (sodium nitroprusside: a NO donor agent) (see Esquema 3A).
The results confirmed that acetylcholine relaxation is totally dependent of the
endogenous NO, as L-NAME caused a complete reversal of the relaxation
response (Figure 8). However, L-NAME was not able to reverse the sodium
nitroprusside-induced vasodilation (Figure 8), which confirms that this agent
relaxes by a mechanism independent of the endogenous NO formation. Finally,

the isoprenaline-induced relaxation was partially reversed by L-NAME (Figure 8),
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which indicates that B-ARs relax by mechanisms which are in part dependent of

the release of endogenous NO.

Taken together, these results demonstrate that, depending on the
experimental conditions used, different conclusions regarding the involvement
of NO could be postulated, which would justify the discrepancy of the data
reported in the literature. We can conclude that NO does participate, in part, on

the relaxant effect mediated by stimulation of B-ARs in aorta.

P-ARs localization in aorta

By immunofluorescence labelling, B;- and B,-ARs appeared in the three
layers of the aorta wall, but B;- was predominantly expressed in the media while
B,- in the endothelium. Bs-ARs were scarcely expressed in ECs and were
predominantly detected along elastic lamina (Figure 2D). To confirm the cellular
distribution of B-ARs in aorta, mRNA levels were evaluated in arteries with and
without endothelium, and in the SMCs freshly isolated from aorta (Figures 2A-
2C). As expected, B;- and B,-ARs were detected in aorta, irrespectively of the
presence or absence of endothelium, and in isolated SMCs. However, the B;-AR
subtype was absent in isolated SMCs, but was expressed in whole aorta with
and without endothelium, thus confirming the presence of this subtype in the

media layer in a different place to SMCs.

Low affinity state of muscular f;-ARs-mediated vasodilatation

The use of selective B-AR agonists and antagonists in aorta shows that
the activation of B,-ARs, located in SMCs, ECs and adventitial cells, increases the
cAMP levels in the whole tissue (Figures 3B and 4B), but, conversely to what
occurs in MRA, the AC/cAMP/PKA pathway does not seem to play an essential
role in B-ARs-mediated relaxation. In fact, the AC inhibitor (SQ22536), which
blocks cAMP accumulation, does not modify the isoprenaline-induced relaxation

in aorta (Figure 6B), but significantly inhibits the vasorelaxation in MRA (Figure
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5B). We have also tested the effect of a PKA inhibitor, H-89, and the fact that in
aorta it was unable to modify the vascular tone (Figure 6B) reinforces the lack of
participation of AC/cAMP/PKA on B-AR mediated relaxation. This behaviour
displayed by the B;-ARs in aorta establishes a clear difference with MRA, where

vasodilatation depends on the B;-activation linked to cAMP.

Moreover, in either endothelium denuded vessels or the presence of L-
NAME, the B-ARs-mediated relaxant response, which is significantly inhibited by
CGP20712, is observed (Figures 17A and 17B), and might be attributed to the
muscular B;-subtype. However, the pharmacological profile of this subtype in
aorta better fits a low-affinity state of B;-ARs since, as the present results show,
the apparent affinity for the B;-AR antagonist in aorta (6.45-6.59; Table 8) is
lower than that estimated in MRA (7.80; Figure 11B). These results agree with
other authors, who have also suggested an implication of the low-affinity state
of B1-AR in rat aorta vasodilatation (Mallem et al., 2004, 2005a, 2005b).

Endothelial ,-ARs-mediated vasodilatation (NO/sGC/cGMP pathway)

Once again, unlike MRA, B,-ARs coupled to cGMP in rat aorta. Several
lines of evidence suggest the participation of the NO/sGC/cGMP pathway in the

vasodilatation mediated by those adrenoceptors:

i) salbutamol (B, selective agonist) relaxes the aorta with a greater
potency than the MRA, and only the B,-AR antagonist (IC1118551) causes a

significant blockade of isoprenaline-evoked relaxation (Figure 12C);

ii) isoprenaline and salbutamol increase the cGMP levels (Figure 3B) and
this increase is inhibited by ICI118551 (Figure 4B);

iii) release of NO is essential for the promotion of cGMP accumulation

since it is completely inhibited by L-NAME (Figure 4B);

iv) the sGC inhibitor (ODQ) and L-NAME, but not the AC inhibitor
(5Q22536), inhibit the relaxation induced by isoprenaline (Figures 6B and 6C).
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The implication of NO in B,-AR-induced relaxation in rat aorta has also

been reported by other authors (Ferro et al., 2004).

Muscular f,-ARs-mediated vasodilatation (NO/sGC/cGMP pathway)

Two new findings of our study are relevant and suggest that the B,-ARs
localized in SMCs of aorta contribute to the relaxant response through the NO
pathway. The first is that the curves to isoprenaline and salbutamol were right-
forward displaced to a greater extent by L-NAME than by endothelium removal
(Figures 15B and 15D). The second is that ICI118551 displaces the curve to
isoprenaline in the absence of the endothelium (Figure 17A), and fails to modify
it in L-NAME-treated rings (Figure 17B). The involvement of NO released by
SMCs as a complementary mechanism to that produced by endothelial B,-ARs is
also supported by the expression of eNOS mRNA found in the isolated aortic
SMCs (Figure 16).

Endothelial ;-ARs-mediated vasodilatation (NO/sGC/cGMP pathway)

Regarding the role of the Bs-subtype in aorta, our results confirm and
extend previous observations which have already assessed its presence and
function in this vessel (Trochu et al., 1999; Rautureau et al., 2002). We detected
a more prominent mRNA expression of B; in relation to B;- and B,-AR subtypes
(Figure 2A) and, although its presence has been found in ECs, as other authors
have described (Vanhoutte, 2001; Rautureau et al., 2002), it’'s mainly located

along the elastic laminae (Figure 2D).

However, despite the abundant expression of this adrenoceptor, its role
in relaxation does not seem to be as relevant as the B,-subtype. Its functional
involvement is detected only with the use of selective B3-AR agonists (CL316243
and SR58611A), that didn’t reach 100% relaxation (CL316243) or gave biphasic
curves (SR58611A) of which only 30% corresponds to a PBs;-ARs population
(Figures 10B, 13C and 13D). The use of L-NAME and the selective B3;-AR agonist
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(CL316243), as well as the antagonist (SR59230A), in B-AR-mediated cGMP
accumulation and relaxation, demonstrates that this response is mediated
through the NO/cGMP pathway (Figures 3B, 4B and 15E). Yet unlike the B,-
subtype, the vasodilatation induced by Bs-ARs disappears in denuded rings
(Figure 15E), indicating the lack of participation of the receptors present along
the elastic laminae in relaxation. The fact that in ligament fibroblasts a rise in
cGMP stimulates elastin production (Mecham et al., 1985) lead us to speculate
that stimulation of B3-ARs present along the elastic lamina may participate in
elastin production. However, the assessment of the hypothetical role of these

receptors on elastin production is beyond the scope of the present study.

3. ROLE OF B-ARs SUBTYPES REGULATING VASODILATATION IN MRA
AND AORTA

Image 15 (in “Discusion”) shows the participation and possible
physiological role of B-AR subtypes, along with a;-ARs (Flacco et al., 2013), in

both vascular territories.

In summary, we demonstrate that the three B-AR subtypes are expressed
in aorta and MRA. The B;-AR, located in SMCs and acting through the canonical
AC/cAMP/PKA pathway, is the subtype that is primarily responsible for the
vasodilator response in MRA. The B-ARs localized in endothelial cells do not
participate in the relaxant response in this vessel. Conversely in aorta, the f,-
and B3-ARs localized in the endothelium, along with the B,-AR present in SMCs,
play a prominent vasodilator role, all of them coupled to the NO/sGC/cGMP
pathway. The B;-subtype, localized in SMCs, also contributes to vasodilatation,
but not through the cAMP pathway. Its activity corresponds to a low-affinity
state of this receptor and it becomes more evident in the absence of endothelial
B-ARs. It is interesting to remark that endothelial B3-ARs are coupled to cGMP in
both vessels, but they only modulate vasodilatation in aorta, whereas the B,-
ARs uncoupled to cAMP in both arteries only play a vasodilator role through the
NO/sGC/cGMP pathway in aorta.
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These results indicate a role of endothelial B-ARs in the control of the
vasodilatation in a conductance vessel such as aorta, but not in a resistance
artery such as MRA and highlight the different physiological role played by B-AR
signalling in regulating the adrenergic contractile tone of conductance and
resistance vessels. In aorta, a poorly innervated vessel, B,-ARs located in the
endothelium and having a greater affinity for circulating adrenaline (Westfall
and Weston, 2007), modulate the vessel tone and the blood flow distribution. In
this context, endothelial cells are the first target for the vascular action of
adrenaline. Importantly, recently it has been demonstrated that aortic
endothelial cells are able to synthesize and release catecholamines (Sorriento et
al., 2012). In addition, the B,- and B1-ARs located in the SMCs also regulate the
aortic tone. In contrast in highly innervated resistance vessels, the Bi-ARs
located in SMCs and having a greater affinity for norepinephrine, which is
released by the nerve endings, are those involved in the vasodilator response.
These findings also suggest coordinated signalling through different B-AR
subtypes located along different layers in regulating tone of conductance but
not resistance vessels. Therefore, this complex regulation of B-ARs
vasodilatation in conductance vessels guarantees a tighter control of the
vascular tone. Given the widespread clinical use of non-subtype and subtype-

specific B-blockers, these findings are likely to be clinically relevant.

Our results also show that a;-ARs-mediated contraction is modulated by
the endothelium and NO in a conductance vessel, but not in a resistance one, as
both the presence of ODQ or L-NAME and the absence of endothelium
increased phenylephrine contraction in aorta (Figures 6A and 15A) but not in
MRA (Figures 5A and 14A). This effect in aorta may occur either because there is
a basal release of NO or because the a; agonist activates its release. The
presence of a;-ARs in the EC have been described (Vanhoutte, 2001, Daly et al.,
2010; Daly and McGrath, 2011) and several authors have shown that a;-ARs-
mediated contraction is modulated by endothelial NO relaxation (Jones et al.,
1993; Kaneko and Sunano, 1993; Amerini et al.,, 1995; Zschauer et al., 1997;
Boer et al., 1999; Tuttle and Falcone, 2001; Gurdal et al., 2005). Since it has

been postulated that a;p-AR is responsible for the NO release (Filippi et al.,
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2001), the different behavior between vessels may be due to the a;-AR subtype

involved in the contractile response.

Previous results of our group have shown a major participation of a;s-ARs
in MRA (Marti et al., 2005) and a;p subtype in aorta (Gisbert et al., 2000; Gisbert
et al., 2003; Marti et al., 2005, Flacco et al.,, 2013), which determines the
contractile characteristics of each vessel: in MRA a;,-ARs elicit rapid responses
that disappear quickly after removal of the agonist and allow fine adjustment of
the contractile tone; in aorta a;p-ARs elicit slow responses that slowly disappear
after removal of the agonist, avoiding abrupt changes in the caliber of this
vessel (Ziani et al., 2002; Flacco et al., 2013; see Image 4 in “Revision
Bibliogrdfica”). In aorta, a;p-ARs-mediated release of NO could help to regulate
the contractile tone, counteracting in part the vasoconstrictor action, and
avoiding abrupt changes in the diameter of the vessel in situations of maximum

stimulation.

Altogether these results evidence a participation of endothelium in
adrenergic (a; and B-ARs) modulation of vascular tone in conductance but not in

resistance vessels.

4. B-ARs AND MAPK SIGNALLING PATHWAY IN AORTA

As already mentioned in the Introduction, recent studies show that B-ARs
modulate the phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPKs in different cells types
(Evans et al., 2010), but little is known about the B-ARs activation of these
pathways in vascular cells and in native tissue or about the impact that it may
have on the vascular functional response. In this Thesis, the effect of B-ARs
activation on MAPK-phosphorylation in aorta, SMCs and ECs, and the effect of

MAPK on B-ARs-mediated vasodilatation in aorta were analyzed.

First, the gene expression of B-AR subtypes in primary cultures of SMCs
and ECs obtained from aorta was determined. The results show that B,-AR is the

main AR-subtype expressed in SMCs (Figure 18B) and ECs (Figure 18C) isolated
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from aorta, unlike what happens in the whole intact tissue, where the 3

subtypes are expressed (Figure 18A).

Loss of B; subtype expression in SMCs primary cultures (Figure 18B) but
not in freshly isolated SMCs (Figure 2C), has been already documented in
previous studies of our group, using rat caudal artery and heart (Perez-Aso,
2009). Similar results have also been described for the a;4-ARs, but not for the
a1p-ARs, whose expression disappears in SMCs primary cultures of aorta and
caudal artery (Perez-Aso, 2009). This may be due to the fact that B;- and ay,-
ARs, but not B,- and a;p-ARs, are associated with signalling complex structures
in their physiological environment, such as neuronal signalling. Indeed, Stassen
et al. (1998) describe a positive correlation between the presence of the
adrenergic nerve terminals and a;,-ARs. The presence of B-ARs in MRA nerve

endings has also been described (Briones et al., 2005).

These findings indicate that the Bi- and a4-ARs loss of expression after
SMCs isolation and culture could be related to the destruction of adrenergic
signalling. In fact, it is interesting to note that these two AR subtypes are those
mainly responsible for the a;- and B-ARs-mediated contraction and relaxation in
an highly innervated vessel as MRA, whereas a;p and B, subtypes, whose
expression is maintained in cultured cells, are mostly involved in the contraction
and relaxation in a less innervated vessel as the aorta (present results, Kenny et
al., 1995; Gisbert et al., 2000, 2003, Briones et al., 2005, Marti et al., 2005;
Flacco et al., 2013).

Regarding the B; subtype, we also observed the loss of its expression in
the ECs primary culture (Figure 18C). However, in this case, the expression in
freshly isolated ECs have not been determined for technical reasons (sample
insufficient to determine the gene expression), and it can not be excluded that

this loss could be due to the sample handling for cell isolation.
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P-ARs effect on MAPK activation

B-ARs stimulation had no effect on ERK1/2-phosphorylation in intact
aorta (Figure 19A), but differentially modified it in SMCs and ECs primary
cultures. In fact, isoprenaline showed a dual effect, increasing ERK1/2
phosphorylation in SMCs (Figure 19B) and decreasing it in the ECs (Figure 19C).
On the other hand, isoprenaline increased p38-phosphorylation in aorta and in
both cell types (SMCs and ECs) (Figures 20A-20C; see Image 16 in “Discusion”).
As expected, the selective inhibitors of ERK1/2 (U0126) and p38 (SB203580)
drastically reduced the ERK1/2 and p38 phosphorylation in all tissues: whole
intact aorta, SMCs and ECs isolated from aorta (Figures 19D-19F and 20D-20F).

The different effect of isoprenaline on ERK1/2 phosphorylation in SMCs
and ECs may depend on the receptor subtype in each cell type, as it has been
described an increase in ERK1/2 phosphorylation in cardiomyocytes expressing
B1-ARs and a decrease in cardiomyocytes expressing B,-ARs (Zheng et al., 2004).
But this is not the case, because in our study B, is the predominant subtype
expressed in both cell types (Figures 18B and 18C), therefore the reported
effects are likely due to B,-ARs activation and not to the poorly expressed B-

and Bs-subtypes.

It seems that the different B,-ARs impact on ERK1/2 activity is dependent
on the cellular type. In fact, previous studies indicate that B-ARs activation with
isoprenaline elicits an increase of ERK1/2 phosphorylation in different cell types
(for review see: Evans et al., 2010), like HEK293 cells (Shenoy et al., 2006),
primary astrocytes (Du et al., 2010) and cardiac (Kim et al., 2002) and dermal
(Pullar and Isseroff, 2006) fibroblasts. However, other studies have shown that
ERK1/2 phosphorylation decreases in keratinocytes (Pullar et al., 2003), corneal
epithelial cells (Ghoghawala et al., 2008) and detrusor SMC (Klausner et al.,
2009). We evidenced for the first time that this dual effect occurs in different

cell types isolated from the same tissue.
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On the other hand, the p38 phosphorylation that we observed after B,-
ARs stimulation of vascular intact tissue and cells, is consistent with many other
studies using different cell types expressing B,-ARs, such as cardiomyocytes
(Zheng et al., 2000; Magne et al., 2001), B lymphocytes (McAlees and Sanders,
2009) and HEK293 cells (Gong et al., 2008), or expressing B3-ARs, such as bovine
adipocytes (Cao et al., 2001; Mizuno et al., 2002) and CHO-K1 cells (Sato et al.,
2007).

We also found that isoprenaline effects on MAPK were due to B-ARs
stimulation, since they were inhibited by the B-ARs antagonist, propranolol
(Figures 19B-19C and 20A-20C). Interestingly, propranolol not only reversed the
decrease in isoprenaline-induced ERK1/2-phosphorylation in EC, but it was also
able to increase by itself the ERK1/2 phosphorylation (Figure 19C, see Image 16
in “Discusion”). However, in SMCs, propranolol inhibited isoprenaline-induced
effect but had no effect by itself (Figure 19B). Again, these results indicate a cell
type-dependent effect. Other authors have described that the B,-AR blockade
increases ERK1/2 activity in different cell lines, stably expressing the B,-AR (Azzi
et al., 2003; Baker et al., 2003b), but also in murine corneal epithelial cells
(Ghoghawala et al., 2008), dermal fibroblasts and keratinocytes (Pullar et al.,
2012).

The propranolol effect on the ERK1/2 signalling pathway is of special
interest, because it has been recently shown that some agonists, such as drugs
acting at B-ARs, can exhibit functional selectivity or biased agonism, stabilizing
distinct active conformations of the receptor, that in turn display altered
coupling efficiency to different effectors (Evans et al.,, 2010). Thus, some
compounds acting as antagonists of cAMP signalling actually behave as biased
agonists that are able to activate MAPK pathway (Drake et al., 2008; Galandrin
et al.,, 2008; Evans et al., 2010, Luttrell and Gesty-Palmer, 2010). Our results
demonstrate this mechanism in a native environment, where propranolol
behaves as an antagonist against the vascular relaxation, cAMP and/or cGMP
production and p38 activity in rat aorta, while promoting an increase in the

ERK1/2 activity in ECs isolated from the aorta.
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MAPK effect on i-ARs-mediated vasodilatation

We also analyzed the involvement of the MAPKs in the regulation of
vascular contraction and especially in the modulation of B-ARs-mediated
relaxant response, so the effect of MAPK inhibitors on the pre-contraction and

the isoprenaline-mediated relaxation was determined.

The phenylephrine- or U46619- induced contraction of aorta rings was
not modified by inhibiting either ERK1/2 nor p38 activity, using the selective
inhibitors U0126 and SB203580, respectively (Figures 22A-22D). However,
phenylephrine and U46619 produced an increase of both kinases
phosphorylation (Figures 21A and 21B). Most studies show that ERK1/2 plays a
pro-contractile role in different vascular beds, since its inhibition decreases the
contraction induced by different agents, such as a,-AR agonists, endothelin,
serotonin or angiotensin Il (Touyz et al.,, 1999, 2002; Roberts 2001, 2004;
Bhattacharya and Roberts, 2003; Kwon et al., 2003, 2004; Kim et al., 2004; Lee
et al., 2007).

However, regarding the ERK1/2 influence on the response mediated by
the a;- AR agonist phenylephrine, the results in the literature are divergent and
describes a reduction in the contractile response of bovine uterine artery (Xiao
and Zhang, 2002; Xiao et al., 2004), rat carotid artery (Tsai and Jiang, 2005) and
mouse aorta (Bhattacharya et al., 2011), but not in rat aorta and MRA (Giachini
et al., 2010). Similarly, it has been described no changes in U46619 contractility
in rat aorta and vena cava (Thakali et al., 2007) and porcine palmar vein (Uhiara
et al.,, 2009), although the latter authors describe a slight decrease in the
contractile response in porcine coronary artery. In our experimental conditions,
although both phenylephrine and U46619 activated ERK1/2 and p38 (Figures
21A and 21B), we exclude the MAPK involvement in their contractile effect
(Figures 22A-22D).When we analyzed the effect of MAPK on the B-ARs-induced
relaxation, inhibition of ERK1/2, but not of p38, enhanced the isoprenaline-
mediated relaxation in aorta (Figures 23A and 23C), indicating that under

physiological conditions ERK1/2 exerts a pro-contractile effect, which
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specifically precludes the pB-ARs-induced relaxation (see Image 16 in
“Discusion”). Similar results have been described in porcine coronary arteries
and palmar vein (Uhiara et al., 2009). These authors demonstrated that it was a
B,-AR specific effect, because it was not observed when using B; agonists or
other vasodilator agents as forskolin. Another more recent work, described a

similar effect on peripheral bronchioles (Lelliott et al., 2012).

Furthermore, our study showed that this effect is endothelium and NO
independent, since it was not modified by the endothelial removal (Figure 23B)
or the NO inhibition using the NO synthase inhibitor (L-NAME) (Figure 23D).
Taken together, these results suggest that in aortic SMCs, B,-ARs activation
promotes the dilatation of the artery, but at the same time also activates
ERK1/2 pathway that prevents vasodilatation, acting as a control feedback
mechanism (see Image 16 in “Discusion”) that could prevent an excessive

vasodilatation response in conductance vessels.

In some diseases, such as hypertension and diabetes, it has been
reported that there is a decrease in the vasodilator response mediated by B-ARs
(Borkowski et al., 1992; Harada et al., 1999; Doggrell and Chen, 2002; Grisk et
al., 2007; Oliver et al., 2009) and also an increase in the ERK1/2 activity in the
vascular smooth muscle (Touyz et al., 2002; Kim et al., 2005, Matsumoto et al.,
2006). Given this evidence, our results in aorta, which are similar to those
obtained by Uhiara et al. (2009) in other vascular territories, open the possibility
that the reduced response to B-ARs in these diseases is due in part to an

increase in the ERK1/2 activity.
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