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IV. RESUMEN

El Ca* es uno de los prncipales mensajeros celulares de la contraccign del muascule Liso
de las vias aéreas (MLVA} Este cation se almacena primordialmente en el reticulo
sarcoplasmico (RS). Recientemente se ha descrite que cuando se vacia el conterudo de Ca-
del RS, se mnduce la entrada de este catién a la célula hasta llenar el almacén. Este
fendmeno es conocido como “Entrada capacitativa de Caz”. Una maniobra gue permuite el
vaciado del Ca?* del RS en el MLVA es la adicién de cafeina. Se ha observadoe que cuando
se retira esta xantina del medio, se decrementa trans:toriamente la concentracién de Car
libre intracelular ([Ca2*]1). Este decremento trans:torio es denommado undersiioot. Nuestro
objetrvo mmicial fue determinar si durante la fase de recuperacidn de las [Ca**]i durante el
undershoot se producia la entrada capacitativa de Ca?* en las células de MLVA. Se
uttlizaron células de miasculo liso traqueal de bovino disgregadas por digestion
enzimdtica. El Ca?* intracelular de las células aisladas se determmé mediante la téenica de
microfiuorescencia utlizando Fura-2/AM como marcador fluorescente. La adicién de
cafeina (10 mM) produjo un incremento transitorio de las [Ca**ji y en presencia de esta
xantina el carbacol (10 uM) no mdujo respuesta. Comprebamos que este bloqueo se debid
prncipalmente a que el RS se encontraba vacio. El lavado de la cafeina mndujo siempre un
decremento transitoric de las [Ca2]i, ve. un undershoot. La recuperacion de las [Ca )i
basales durante el rndersioot fue inhibida en medio sin Ca?t. Adicionalmente, el undershoot
no fue modificado cuendo las células fueran depolanzadas con alto KCI, ni cuando se
inhubieron los canales tipo L con D60C (30 pM) o el intercambador Na+/Ca?* con benzanul
anulerida (25 M), ni1 con la adicién de Jantano {200 uM) o magnesio (4 mM). Con respecto
al niquel (1 mi), este metal produjo un decremento de las [Ca*]1 hasta crear un nuevo
estado basal de las [Ca™>]1 v del RS, En estas condiciones, & niquel inhubid la fase de
recuperacién de las [Car1r del undershoot.

Por otro lado, la mcubacién de las células con medio sin Ca™ produjo un
decremento pasivo de ias [Ca™]1 v fue mavor cuando se incub¢ previamente con cafeina
(10 mM). Adicronalmente, 1os registros con niquel {1 mM) mostraron que, durante el
reposo, en estas células se produce una importante entrada pasiva de Ca. Despues de
mcubar en mecho sin Ca®, la remcorporacién de este catidn al medio de perfusion genero
la recuperacion de las [Ca™ h basales, v la velocidad de esta recuperacién no dependid del
contenido de Cav en ol BS, s embargo cuande ef RS se encontraba vacio, osto os cuando
la catema no producia tespuesta (10 run en medio sin Ca®'), la tecuperacon fue mas
tapieia Esta recuperacoi tapida ao tue mbaida con lantano (02 mM) nrcon magnesio o

mAD o pop e despolanizacion doe fes celelis conalte KCT Do esta primtera patte dob Babaeres
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se sugiere que el conterudo de Ca?* del RS ne regula la velocidad del flujo de Ca?* a través
de la membrana plasmdtica; sin embargo este fiujo es incrementado solo cuando el RS
estaba practicamente vacio. Adicionalmente se propone que los canales involucrados en la
entrada capacttativa de Ca? en estas células son mnsensibles al lantano y al magnesio

Con respecto a la recuperacidn del undersfioet, se observé que no depende de los
canales dependientes de voitaje n1 del mtercambiador Na*/Ca?*, n1 es sensible al lantano
n1 al magnesio pero es sensible al niquel.

En una segunda parte del proyecto, explorames la funcionahdad de un posible
almacén membranal de Ca?. Este proyecto se llevd a cabo evaluando ia contraccién en
anillos bronqurales de perro, ya que no fue posible obtenerlos de bovinoe. La contraccién
producida en anillos de bronquios de tercera generacidn y en tiras de miusculo hiso de
bronquios de primerz generacion de perro fueron sostenidas en medio con Ca? (2.5 mM)}
En medio sm Ca® se observaron dos patrones de contraccidn: une sostenido en los aniiles
bronquales, aunque de menor magrutud que en medio con Ca? y otro transitorio en las
tiras de miscule liso. En los anilloes bronquiaies, observamos que después del vaciado de
los almacenes sensibles a hustarmuna (10 uM) en medio sm Ca?*, el carbacol (0.42 uM) aun
produjo una respuesta sostenida cercana al 50% de su respuesta mucial y fue mhibida con
un bloqueador de la bomba de Ca? del RS, el dado ccloplazéruco (16 uM, ACP). La
primer contraccién sosteruda inducida por hustamina en los anullos bronquiales en medio
sin Ca?* fue inhuida con mfedipma (1 uM) y por altas concentraciones de EGTA (1 mM)
Ninguna de las respuestas al carbacol o la fustamina en medio sm Ca?* fue afectada por los
inhibidores de la cinasa de proteina C (PKC), chelenitring, estaurosporina o calfostina C.
Con estos resultados se concluyé que la contraccién bronguial sostermida en medio sin Ca
es independiente de la actividad de la PKC, y el Ca? necesario para la respuesta inducida
por carbacol proviene de dos fuentes. la sensible al ACP, el RS, v una fuente de la
membrana plasmdtica sensible a | mM de EGTA, pos:blemente las caveolae v el ghcocalix,
La hustamina aparentemente solo moviliza Ca* de la fuente de Ca2* de la membrana
plasmdtica, a traves de los canales de Ca¥ tipo L. Finalmente, en este provecto no se¢ pudo
corroberar la posible existencia de un almacén de membrana que pudiese participar
durante el widershoof en las células disgregadas de bovino, pues este almacén pierde su
iuncionalidad cuando se disecan las estructuras advacentes al misculo hso como el

cattilago v el {edo conectivo,



- Vil -

V.ABSTRACT

Ca®" 15 an essential messenger involved 1n arway smooth muscle (ASM) contraction.
This cation 15 mainly stored n the sarceplasmuc reticulum (SR) from the cell. Recently,
1t has been described that when the SR-Ca® content was empty, a Ca®* entry pathway
15 opened until the store 1s rcfilled. This phenomenon 1s known as “Capacitative Ca?
entry”. Caffeine removes Ca* from SR and the xantine washout generates a fast
decrease in the intracellular free Ca® concentration {[Ca¥]1) followed by a slow
recoverv to resting values, this phenomenon 1s known as “undershoot”. The first
objective of this work was to evaluate if capacitave Ca?* entry 1s involved in the Ca?
undershoot induced by caffeine washout. ASM cells from fresh bovine trachea were
disgregated by enzvmatic digestion. ([Ca*Ti from 1solated cells were recorded by
mucrofluorescence with Fura-2 AM as fluorescence dve. Cafferne (10 mM) produced a
transient increase of [Ca?*]i and blocked the carbachol (10 M) response. This blockade
15 a consequence of SR-Ca* depletion. The caffeine washout always induced a Ca*
undershoot. The [Ca® |1 recovery during the undershoot was mhibited by Ca?'-free
medium. Additionally, Ca* undershoot was not modified by tugh KCl-induced
depolarization, nerther by the inhibition of the L-type channels with D600 (30 uM) or
the Na=/Ca* exchanger with benzamil amiloride (25 uMj, nor with lanthanum (0.2
mM) or magnesium (4 mM) Nickel {1 mM) induced a decrease of {Ca?*]i until a new
cyvtosolic Ca® baseline was reached. In these cenditions, nuckel inhibited the Ca®
undershoot recovery

On the other hand, Ca**-free medium induced a passive decrease of [Ca™]1 thas
was accelerated by a previous caffeine (10 mM) incubation Additionally, nickel (1
mM) reduced the basel [Ca*'Ji showing that an tmportant passive Ca® entry exists in
ASM cells. After Ca*~free medum mcubation, Ca® back (2 mM) generates the
recovery of the [Cat|t baseline. This recovery rate did not depend on SR-Ca®' content,
but when the 6R was depleted of its Cat content by mcubating the velis in Ca*-tree
medsum tor 10 aun, the Cas undorshoot recovery was acceflerated. s accelerated

revosery was mat modidod By danthanum (0.2 mD neither by muaenesium of mA 1 nor
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by depolanzation with high KCI. Trus first part of the study suggests that SR-Ca®
content does net regulate the Ca?™ influx rate. However, Ca? influx increases only
when the SR was empty. Additionally, the capacitative Ca®* entry 15 not sensitive to
lanthanum or magnesium in these cells

[ relation to Ca?" undershoot recovery, this phenomenon was independent of
the voltage operated Ca¥* channels and the Na*/Ca exchanger; also 1t was
insensitive ta lanthanum and magnesium but was sensitive to nickel.

In the second part of the project, 1t wes explored the possible existence of a
membrane Ca? store. In this study we measured contraction in canine bronchuai rings.
The contraction of third order bronchial rings and smeoth muscle strips from first
order bronchial were always sustamned 1in Ca?* containing medium. There were two
patterns of contraction in Ca?*-free mediumy a sustained response n bronchial rings
and a transient contraction 1 smooth muscle stnps. [n bronchial rings, after depleting
the histamune (10 pM) sensitive Ca®* stores in Ca®*-free medium, carbachol (042 uM)
still induced a sustained contraction that reached 50% of the mtial response in Ca2*-
free medium; this response was intubited by the SR-Ca® pump blocker cyclomazonic
acid (10 pM, ACP). Alse, rufedipine (1 uM) and hugh levels of EGTA {1 mM) mhubited
the first sustained conlraction induced by histamine in Ca*-free medium Protemn
kinase C (PKC) inhibitors, chejethryne (G.66 pbM), staurosporine (10 nw) and
calphostine C (1 uM} did not modify the first response to carbachol or histamime in
Ca-free medium. In conclusion, the bronchial rings sustained contraction in Ca?*~free
medium 1s independent of PKC activity; carbachol mobilizes Ca® from two chfferent
sources: from ACP-sensitive one, the SR, and an additional source from extracellular
membrane stores sensitive to high EGTA concentrations, the caveclae. Histamine only
mobihzes Ca® from the extracelluiar membranc store and this source 1s L-lype Ca®
channels dependent. Finally, 1t was not possible to evaluate 1f the extracellular
membrane Ca®* store participates 1in Ca?' undershoot after catfeine washout because
s tuncuonghity was Jost when ASAM was dissected from adjacent structures as

cattilage and epathelium




INTRODUCCION

Hace mas de un siglo Sidney Ringer demostré la importancia del calcio (Ca*) como

regulador de la contraccion muscular cardiaca. Desde entonces se ha descubierto gue este
catién participa como mensajero en los procesos fisiolégicos de las células, incluyends al
musculo liso de las vias aéreas (MLVA). Este masculo, constituyente de la traguea vy los
bronquics, mantiene bajas concentraciones de Ca® libre intracelular (JCa?']i) en reposo
(Kapta v Yamaguchi, 1993). Cuando el MLVA es estimulado por agonustas que inducen
contraccién, las [Ca?* |t se incrementan mduciendo la interacciéon de la calmodulina cen la
subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera de muosina. La formacién del
complejo Ca**~calmodulina-cinasa de la cadena ligera de rmuosina perrmte la fosforilacion
de la cadena ligera de miosina en [a serina 19. Esta fosforiiacién produce una cadena de
eventos que muclan con la activacién de la adenosintrifosfatasa (ATPasa) de muosina,
facilitando la interaccion de les filamentos de actina v muosma, imiciando el desarrolle de
tension muscular (Giembycz y Raeburn, 1992; Rodger, 1985). Cuando el Ca®* dismunuye, ia
cnasa de la cadena higera de miosina se inactiva, la nuosma se desfosforila v el masculo se
relaja. El Ca es ontonces un mensajero capaz de micar las sehales en cascada
nvolucradas en la contraccion del MLVA v en este trabajo se mostraran los resultados de
la investigacion sebre algunos mecanismos que regulan a este 16n en tres preparaciones de

MLV A v provenientes de dos especies diferentes.




1. EL Ca® EN LAS CELULAS DE MLVA|

En 1994 Somiyvo v Somlyo propusieron dos mecanismos de ensamble entre las diferentes
fuentes de Ca? y la contraccién muscular conocidos como aceples farmaco- v
electromecanicos El acopie farmacomecdnico depende de mecamsmos de sefializacién
celular que involucra a los segundos mensajeros, mientras que el electromecanico obedece
a cambios en el potencial de membrana que generan la entrada de Ca?*" a la célula. Ambos

acoples comnciden en el incremento de las [Ca**h para inducir contraccién.

EL Ca2* EXTRACELULAR

En las células de MLVA el gradiente de Ca?* es 20,000 veces mayor en el medic
extracelular en comparacién al intraceiular. Este gradiente facilita la entrada de Ca®
cuando canales como los catidnicos inespecifices operados por receptor (OR) v los canales
de Ca% tipc L {alto umbral, 1€, se activan a-35 mV) y T (bajo umbral, 1.e,, se activan a -60
mV) dependientes de voltaje (DV) se abren (Kotiikoff, 1988; Janssen, 1997). En el MLVA
los diferentes tipos de canales OR estdn acoplados, en su mayeria, a un sistema de
seglindos mensajeros ¥ sus principales agonistas son la acetilcolina, la histamina, los
leucotrienos y los tromboxanos (Barnes, 1998; Cuthbert y col., 1994). Los canales DV, Ly T,
se activan cuando las células se despolarizan y se desactivan por repolarizacidn o
hiperpolanzacién. Los tipo L también se inactivan cuando las [Ca*|i se incrementan
(Wade v col, 1996) Janssen (1996) observd que el potencial de membrana del MLV A en el
perro depende de la permeabilidad al potasio y el decremento de la conductancia de este
ton tacilita la despolanzacion

Las corrientes de potasio v cloro pueden activarse por e} incremento de las [Ca]t
Jurante la excitacion del MLVA (fanssen v Sims, 1993) v se ha observado que ambas
orrientes son hiperpolanzantes e mhiben a la excitacion del MLV A (Janssen, 199g, Janssen
Seol 1998 Adiaenalmente, existen otras subpoblaciones de canales de potasie como o

o lhieador tardio gue se acto g transttoramente Jueante la despolarzacon v gae tambien




juega un papel importante en la disminucion de la excitabilidad del MLVA (Waldron y

col, [998).

ENTRADA CAPACITATIVA DE CaXr

En células no excitables hay canales que se abren al vacaar los almacenes intracelulares de
Ca* produciendo el fenémeno conocido como entrada capacitativa de Ca®* (Putney,
1986). Por analogia con un capacitor en un circurto eléctrico, en la entrada capacriativa los
almacenes 1ntraceluiares de Ca* previenen el ingreso de este i6n cuando estan llenos v
promueven su entrada tan pronto como os almacenes se descargan. La enirada
capacitafiva, concada actnalmente como "Modelo de entrada de Ca?* operada por los
depositos de Ca®", fue descrita recientemente por Amrani y colaboradores (1995) en el
MLVA de humanc. Recentemente Gibson y colaboradores (1998) propusieron que la
entrada capacitativa de Ca** puede jugar un papel importante en la regulacién del tono del
ML.

La entrada capacitativa de Ca* ha sido estudiada mediante diferentes protocolos
donde se induce el vanado de los almacenes intracelulares y commaden en que todos
activan corrientes de Ca™ virtualmente idénticas (Berridge, 1995, Parekh y Penner, 1997).
Bstas corrientes, conocidas come lemae (Gt refeasc-uctoafed Ca®™ current), fueron
observadas por primera vez por Hoth y Penner en 1993 y desde entonces se han descrito
en muchos tipos celulares, especiaimente no excitables (Vaca y Kunze, 1994}, pero a la
fecha no se han estudiado estas corrientes en rungln miscuio hso (ML), Las cornentes
lewae NO se activan por voltaje v son iniubidas de manera no especifica por: lantane > zinc
> cadmio > benlio = cobalto = manganeso > niquel > estroncie > barno (Hoth v Penner,
19493). Adwwnalmente Yoshimura v colaboradores (1996) observaron en ML vascular que
1 maanesio (5 mM) blogquea la ontrada capaciativa do Ca™,

Por otro jado, so ha propucsto que los canales TR {Transiont recepler poleintiad},

wdiesen estar mvoluctados en Taentrada capacttatina de Ca®t (Vaca v cal. 994



Birnbaumer v col, 1994). Estos canales comparten muchas simulitudes con los canales DV,
pero no tienen el sensor de potencial del segmento 54 de los DV {Harteneck v col., 2000)
Actualmente no se ha encontrado mnguna relacién entre las los canales TRP v las
corrientes Icrac, 10 que ha creado rucha controversia (Birnbaumer y col., 1996, Putney,
1999) Los canales TRP fueron observacdos por primera vez en el fotoreceptor de Drosophila
v posteriormente se determinaron 7 subtipos en mamiferos, de los cuales el TRP1, el TRP3,
el TRP4 v el TRFS se expresan en células excitables (Philip y col., 1998; Harteneck v col,,
2000;. Se ha observado que solo los subtipos del TRP1 al TRP5 pudiesen participar en la

entrada capacitativa de Ca* (Harteneck v col., 2000).

EL Ca* INTRACELULAR

En el reticulo sarcoplismico (RS) de las células de MLVA se depositan altas
concentraciones de Ca?*. Se ha determinado que en el lumen del RS las concentraciones de
Ca? Libre estan en el rango de 5 a 10 mM (Edes y Kraruas, 1998). Este 16n se hibera al
citoplasma mediante dos tipos de receptor-canal catibrmicos no selectivos (Tavlor y
Traynor, 1995). Uno es sensible al inosttol 1,4,5 trifosfato (IP3), un mensajere gue se forma
por la activacion de un receptor de membrana aceplade a una proteina G, (insensible a ia
toxina de B pertussisy activando a la fosfolipasa CF que Tudroliza al fostatidilinositol 4,5
bifostato en [Ps v 1,2 diactighcerol (Berridge, 1993, Challis v col., 1993).

El otro receptor-canal gs sensible 4 [a riaroding, un alcalorde neutral de la raiz de
Ranya specosa. Bste teceptor se activa hsiolégicamente cuando las [Ca® |1 se incrementan
alrededor de 1 uM (hne, 1989, Zucchn v Ronca-Teston:, 1997) Farmacologicamente los
receplores sensibles a nanoding se pueden marpular con cafeina que los sensthiliza para
Jue se abran a miveies de Ca* citosoheo donde normaimente no se activan (lino, 1989,
o, 1990; Pessab v col, 19879

Basandose en la clenacion det ADN complementarie on varios epdos, se han

slade ires isotormas Jeb receptorn de [T Date receplor es un homotetramero Jde 310 KDg



por subundad (Parys v col., 1996}, v los tres subtipos se pueden expresar en el nusmo
tejido (De v col, 1994; Morgan y col., 1996) De manera simular, existen tres 1soformas del
receptor sensible a riarodina, que también es un tetramero de ~560 kDa por subunidad, v
la subunidad Ryr3 se ha observado en el ML (Ogawa, 1994}, Ambos receptores son
similares, estdn modulados por ATP, v la salida de Ca® termina con [a mbubicion de los
receptores debido al incremento de las concentraciones de Ca?* (Al-Hassant y col., 1993;
Kajta v Yamaguchi, 1993; Sneyd v Kalachev, 1994; Zucchi v Ronca-Terstoni, 1997,

Clapham, 1995),

REGULACION DE LAS [Ca®]1
El Ca* aitosdlico no puede ser metabolizade como otros segundos mensajeros, por lo que
su regulacion en el MLV A depende no sdle de proteinas amortiguadoras de Ca?*" come la
calreticulina, la calsecuestrina o la callidina (Clapham, 1995), sino también de tres
sistemas: Las bombas de Ca® plasmatica y del RS y el intercambiador Na*/Caz*

La bomba plasmitica de Ca** es un sistema de baja capacidad pero de gran
afinidad al Ca® que funciona continuamente permutiendo la salida de una mol de Ca** por
molécula de ATP hidrolizada (Edes v Kranias, 1998). Bsta bomba permite mantener un
estaclo estacionario con respecto 4l conterudo total de Ca¥, contrarrestando la entrada de
este. Se han descrito 4 soformas de la bomba, conocidas como PMCA (Plasma iembrane
calcni ATPusp), de las cuales se encuentran expresadas en pulmdn la PMCATL -2 y -4
{Carafolr v Staulfer, 1994) Se le considera una bomba electroneutra por permitir que por
vada 1om de Cal* se intreduzean dos protones (Carafoli v Stauffer, 1954).

El intercambiador Nat/Ca®™ es un astema de transporte de la membrana
plasmatica, también electroneutro, con baja afmidad pero alta capacidad para transportar
Ca', voeuva funvtonahdad parcce no centriburr mucho en la homeostass de Cas de las

sofulas del MEAA anssen voeel, 19971 se ha propuaesto gae of miercambsador permute Lo
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entrada de dos iones de sodic por 1on de Ca¥* que sale, aunque puede actuar
bidireccionalmente dependiendo de los gradientes electroquimicos de sodio {Bridge, 1998)

Finalmente, la bomba de Ca?* del RS, considerado como una de los sistemas mas
importantes de transporte de Ca?, es la proteina méas grande de la membrana de este
organelc {Edes v Kramas, 1998). Utihzando ADN recembinante se ha descrito una famulia
de bombas de Ca®* del RS concaidas como SERCA (Sarco-endoplasmic reficulum Ca*-
ATPase). En el MLV A se expresa la 1soforma SERCA2b (Amram y col,, 1995). Esta bomba
electrogénuca transporta 2 moies de Ca? por mol de ATP hidrolizado hacia el interior del

RS a cambio de protones y 1ones potasio (Carafoli y Stauffer, 1994).

DECREMENTO DE LAS [CaT1 DESPUES DE RETIRAR A LOS AGONISTAS QUE MOVILIZAN

Ca2 DEL RS: EL UNDERSHQOT

Desde 1992 se ha descrito que después de remover a los agonistas que movilizan Ca?* del
RS en células excitables, como la aceticolina v la cafeina, se produce un decremento
abrupto en las [Ca i (Frel v Tsien, 1992; Gamtkevich e Isenberg, 1992; Bard y col, 1993;
Yoshikawa v col., 1996; Kimball v col, 1996, Sims v col, 1996) Este fendémeno conoaido
como undershoet ha sido documentado en células de ganglio sumpatico de sapo (Friel v
Tsien, 1992), ML vascular v ventricular de rata (Bard v col., 1993), en neuronas mientéricas
(Kimball v col, 1996), ML de vejiga urinana (Garutkevich e Isenberg, 1992; Yoshikawa v
col., 1996) v MLVA de cobayos (Sims y col., 1996). Algunos de estos autores concluyeron
que el indersiool es resultado de la captura de Ca?* por el RS (Frniel v Tsien, 1992; Bard y
col,, 1993, Gamtkevich ¢ Isenberg, 1992, Sims v col, 1996), lo que sugiere que antes de
niciarse el wirdersiipor ¢l RS contiene poco Cast Uno de los obyehivos de oste trabajo e
loseribir los mecanismos involucrados en la recuperacion de la basal de las [Ca* 1 durante
fodersioot, e cspecial la posible paricrpacion de la entrada capacitativa de Ca’™ enoste

Shomanoe



2, LA CONTRACCION DEL BRONQUIO COMPLETO Y DE LAS TIRAS DE MLVA|

Por otro lado, el estudio de la contraccion del MLVA nos permute conccer, de manera
indirecta, algunos mecanismos involucradoes en la movilizacion del Ca? citosolico En este
sentido, los mecanmusmos de movilizacidn de Ca* entre el bronquio complete {ML
bronquial con toedas sus estructuras adyacentes) y las tiras de ML (solo ML), pudiesen
variar debido a la interaccion de diferentes estructuras que han sido respetadas en el
primero, A continuacién se describen algunos hallazgos experimentales relacionados a las

diferencias funcionales que pueden existir entre ambas preparaciones.

LA CONTRACCION SOSTENIDA EN EL MLVA

Las respuestas inducidas por agorustas colindrgicos e histaminérgicos inician con un
incremento transitorio de las [Ca® 1. Este incremento permute una relacion ineal entre la
cantidad de cadena ligera de muosina fosfonlada y el desarrolic de la contraccion {Barnes,
1998; Silver y Stull, 1984). Posteriormente, los mveles de Ca?* dispunuyen lentamente,
hasta en un 50% (Kajita v Yamaguchi, 1993), pero la tensidn se mantiene hasta alcanzar su
respuesta maxima (Rodger, 1985, Ganitkevich e Isenberg, 1992; Bourreau y col, 1991). Se
ha propuesto gue el mantentmuento de la contraccion a bajas [Ca? |1 podria ser resultado
de dos mecanismos. Por un lado, se propone que durante la contraccion sostenida existe
una mteracc1on lenta de los flamentos de mrosina v actina, estado conocido como "aich-
bridees” 1o que permute que esta respuesta se mantenga (Somlyo y Somlyo, 1994; Moussav:
y col, 1993; Silver v Stull, 1984). Por atro lado se ha observado que la contraccién sostenida
25 resultado del aumento en la sensibiitdad de la maquinana contractul al Ca¥ producida
sor la cinasa de proteina C (PKC) (Rasmussen v col, 1987, Al-Hassant vy ¢ol., [993) En
ste sentido, se ha observado la participacién de la PKC en la fase sostenide de la
ontraccion dol MLV A de bovinos (Park v Rasmuossen, 1985 Kapita v Yamaguchs, [993,
wrthotier, 1997 Rossortt y vol, 1905 Rous v vol 199530 v en el ATE vascular de conepos

bty van Dreemon VRS o UKC normatmente se encuentra bbie cuoando eets e g



v s¢ adhiere a la membrana plasmatica al activarse con el 1,2-chactiglicerol que se forma
durante la hdréhisis de los fosfomositoles (Castagna y col., 1982, Schramm y Grunstein,
1989; Takai y col., 1979} Existen varas 1soenzimas de la PKC y se sabe que se expresan en

el MLV A las PKC-8I, -£l, -6. —¢. -8 vy - (Donnelly v col., 1995).

LA CONTRACCION SOSTENIDA DEL MLVA EN UN MEDIO SIN Ca?*

Aunque el manterumeento de la contracc:on sostenida del MLVA no requiriere de altos
niveles de Ca?” es inhibida s1 el medio extracelular no contiene este 16n (Moniafio v col.,
1996) {'n hallazgo mnteresante es que s1 se conservan los tepdos adyacentes al MLV A como
=l epitelio, tepdo conjuntivo y el cartilago, 1.e. bronquio compieto, la contraccién en un
medio sin Ca? es sostenuda (Raeburn v col,, 1986, 1987, Foster v cel., 1983, Montario y col.,
1996). Recientemente se demostrd, en el MLVA de perro, que runguno de esos tejidos
advacentes es capaz de proporcionar el Ca?* necesario para la respuesta sostenuda en un
medio sin Ca? {Montano v col., 1998). Los mecarusmos involucrados en la contraccion
sostenida de la preparacién bronquial en un medio sin Ca®* no se conocen con precisidn

dor lo que uno de os abjetrvos de esta tesis fue mvestigar dichos mecanismos.

LOS CANALESTIPO L EN LA CONTRACCION SOSTENIDA DEL MLYA EN UN MEDIO SIN

Ca™
4 adicion de BAYK 8644, agomista de los canales tipo L, durante el estimulo con
cetilcolina en medio sin Ca?®', hace que la contracaidn transitoria del MLV A de perro sea
1ds prologada (Montano ¥ col., 1996). Se ha propuesto que esta respuesta prolongada
odria ser resultado dJdef reciclado de Ca®* entre un compartimiento locahizado en la
wmbrana plasmatica s ¢f RS a lraves de canales tipo L v dependiente de {a aclividad de la
miba de Ca® del RS (Montane v col, 199} Sustenta mas esta hipotesis of hecho de que
cientementy s han desonta mvasimactones de la membrana plasmaticd, conacidas cono

voolae, Jonde se voservait crae cantidad de canales de ol ape oV Pasas de Cade




la membrana plasmética v receptores a 1P: (Fupmoto v col,, 1992; Schritzer v col,, 1995;
Darby v col., 1996). Darby y colaboradores (2000) encontraron proteinas que unen Ca®
como Ja calreticulina v calsecusstrina dentro de las caveolas por lo que estas
vaginaciones contienen todos los elementos necesarios para ser considerados almacenes
de Ca®. Finalmente Isshiki v Anderson (1999) v Shaul v Anderson (1998} recientemente
propusieron que las caveolae parecen estar involucradas en la regulacion de sefiales de
Za?” en la superficie celular. Es probable que esta sefializacion se active con la histamuna y
=1 carbaco! durante la contraccion sosteruda en un medio sin Ca?t En este sentide, el
presente trabajo pretende explorar si ambes agomustas pudieran estar movilizando Ca® de
=5t0s compartimentos. Adicionalmente se estudid s1 la PKC pudiese estar invelucrada en
a contracadn sosteruda en un medio sin Ca? induada por el carbacol o la histamuna v,
para el case de la istarmung, se determunara si los canales tipo L también participan en esta

-ontraccién.
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HIPOTESIS

51 el contenido de Ca?* del RS puede regular la entrada de Ca¥ de las células de
MLV A entonces existird una relacion directa entre el contenido de Ca?* de este

almaceén y el contenudo de Ca?" en el citoplasma.

Después del vacado de Ca** del RS se mduce la entrada capacitativa de Ca* hasta
lienar al almacén. Esto podria pasar en el caso de undershoot producido después de

lavar cafeina, pues el RS se encuentra vacio al iruciarse este fenémeno.

Durante la recuperacion del undershoot, esto es cuando las [Ca®]: se incrementan
hasta alcanzar la basal, podrian participar los canales DV o el intercambrador
Na7/Ca¥, pues ambos mecarusmos son conocidos por su participacion en la

regulacién del Ca?* citosdhco.

La contraccion bronquial sostenida inducida por histamuna en medio sin Caz
pudiese depender del conterudo de Ca? del compartimiento de {a membrana

plasmatica v los canales tipo L,

La contraccion sostenida de los aniilos bronquiales inducida por carbacol en medic
sin Ca* pudiese depender tanto del conterudo de Ca> del RS asi como del

compartimzente de la membrana plasmatica,

La contracaion sostemida de los amlios bronquiales inducida por carbacol o

fistamina en un medio sin Ca¥™ pudiese depender de la activacion de la PKC pues

esla enzima ha sido imvelucrada en la contraceidn sostenida en un medio con Ca®
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OBIETIVOS

En células aisiadas de MLV A de bovino determunar si la cafeina vacia el conterido

de Ca?* del RS.

Evaluar s1 en ¢l rellerado del RS, vaciado por ia cafeina, intervienen los canales DV,

la enirada capacitativa de Ca®* y el intercambiador Na*/Ca?*
Explorar el efecto del contenido de Ca?~ del RS en la entrada de este 16n a la célula.

Comparar los cambios en las [Ca?h entre células aisiadas y las tiras de MLV A de

bovino estimnuladas con histarmina v carbacol.

Examunar las diferencias entre la contraccién de las tiras de MLVA vy los anillos

bronquiales de perro estimulados con histamuna vy carbacol

Determinar si en la contraccion sostemida de [os anillos bronquiales en un medio sin

Ca* inducida por histamina participan el Ca®* del RS y los canales tipo L.

Explorar s1 durante la contraccién sosteruda de los arullos bronguiales en un medto
sin Ca¥ inducida por la histamuina v el carbacol participa el compartimiento de Ca?*

dela membrana plasmatica.

Hstudiar la participacion de la PKC en la contraccidn sosteruda de los anillos

bronquiales en un medio sin Ca? inducida por carbacol e lustamina.




METODOS

FSTUDIOS EN CELULAS AISLADAS DE MLVA DE BOVINO|

QBTENCION DE MIOCITOS TRAQUEALES

Se trabajd con traqueas de bovinos machos jovenes, recién sacrificados del rastro de Milpa
Alta del Distrito Federal. Se transportaron al laboratorio de Investigacion en Asma del
nstituto Nacional de Enfermedades Respiratorias en solucion de Krebs-Ringer-Henselert
KRH) saturada con carbogeno a un pH de 7.4 y a 8°C. La solucién de KRH tuvo Ia
sigluente composicidn {mM): 118 de NaCl, 25 de NaHCO;, 4.6 de KCI, 1.2 de KH.PO,, 1.2
e MgSQy, 11 de glucosa v 2 de CaCl; En el laboratoric se eliminé la fascia superhcial
sara secclonar la traquea dorsalmente a lo largo de su eje. Con la ayuda de un microscopio
=stereoscopico se quitaron las capas de mucosa, epitelio, serosa y vasos sanguineos hasta
btener tiras de ML de 5 mm de largo y 0.5 mm de ancho. Se experimenté con varios
nétodos de disgregacion celular hasta obtener células relajadas que respondieran a
:ambios en la concentracion de Car El método dptimo de disgregacion fue el siguiente:

Aproxiumadamente 200 mg de tiras de ML traqueal se incubaron en 5 ml de una mezcla de
{RH sin Ca* con colagenasa tipo D con baja actividad de tripsina (0.1 U/mg) v
iostripaina {=1.5 U/mg), v elastasa grado II, ambas de Boehringer Mannheim La
amperatura de incubacibn (37°C) se mantuve utihzando un bafic Maria donde el tejido se
oitd von una barra magnética (9 mm) a 2 revoluciones/s. En estas condiciones se mcubo
| teprdo dos veces, de I3 nun cada una, usando dos fracciones de 2.5 mi de la soluadn

wamatiea frla segunda fraccion se adictlono ADNasa | (Boehringer Mannheim) para
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evitar aglomerados de células. Fosteriormente se transfirieron las prezas de tepdo a KRH
sin enzimas v se agitd hasta disgregar a las células.

La apaniencia de las células en medio sin Ca* era alargada y relajada, con
conterudo ciioplasmatico evidente, En medio con Ca®* (2 mM) se eligieron células

contraidas, con membrana con aspecto de acordedn.

DETERMINACION DEL Ca? CITOSOLICO

A) Fura-2

El Fura-2 es un marcador fluorescente de la segunda generacién que permute el registro de
cambios en el Ca? citosdlico por desplazamuento en su espectro de excitacién cuando se
une al Ca* hbre, La absorcién maxima del Fura-2 ocurre a los 362 nm cuando se encuentra
como anuén libre v a los 335 nm cuando forma compleje con el Ca®*. Su emisién méxima
ocurre entre 512 a 518 nm para el ani6n libre v entre 305 a 510 nm para el complejo con
Cat,

La molécula de Fure-2 consiste en un fluordforo, anilles de estilbeno, unido a un
grupo tetracarboxilo con alta afinudad al Ca?t (Kd= ~0.1 uM). Este grupo es capaz de
coordinar la unién con un atome de Ca®. La afinidad del Fura-2 per el Ca® es ~100,000
veces mavor que el magnesio (Grynkiewicz y col,, 1985)

Debido a la naturaleza hidrofilica del Fura-2, se utthzo la forma acetoximetilica de
ste compuesio (Fura-2/AND pare permutir que le molécula fuera permeable a la celula

g 1, Grynkowicz v ool 1983), Se sabe que, en of mterior de la celula. esterasas
ndoacnas hudrolizan ol enlace estor de Fura-2/ AN dejandoe & la molecula en su torma

Sl st para wnrse conenes brvalentes
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B) Determinacion de las [Ca®"Ji con Fura-2
A la suspension de células de traquea de bovino se ahadio 2 uM de Fura-2/AM, y se
maniuvo en la oscundad por 30 min a temperatura ambiente para permutir la
incerporacion del fluordfore. Posteniormente, las células fueron colecadas por otres 30 mun
en una cdmara de registro para que se sedimentaran v pegaran a la base de vidrio de la
cdmara Esta cdmara se montd en un mucroscopto vertido (Nikon, Diaphot 200) v las
células adheridas se perfundieren conbinuamente (2 a 2.3 ml/min) con medio con Ca** a
37°C, pH 7 4 y burbujeado con carbogeno.

La fluorescencia se registro con un murofluorémetro de Photen Technofegy
itetnational (PTD) modelo RE-F3010. Para determinar la cantidad aproximada de Ca®

ntracelular se utilizo la cevacion derrvada por Grenhiew iz v colaboradores (19851
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[Ca?"}i= K& p {{(R-Rmin)/(Rmax-R})
donde Rmax y Rmin (11.7 v 0.5 respectivamente, =11 células}, se obtuvieron en presencia
de Ca? saturante {10 mM) + 1onomicina 18 uM v en ausencia de Ca® - EGTA 1.11 mM.
respectivamente. B fue 1gual a 7.6 y se calculg a partir dei cociente de la fluorescencia
observada a 380 nm en ausencia de Ca*" y en presencia de Ca?* saturante. R se calculd
como el comente de fluorescencia 340/380 nm. La Kd del Fura-2, 386 nM, fue obteruda en
células disgregadas de ML tragueal de bovino en una solucién con la musma fuerza 19nica
que utilizamos en los expenmentos (Yamaguch: y col, 1993). Durante los regstros se
seleccionaron células vivas que se encontraban aisladas, descartande a las agrupadas y la

adic1on de los diferentes agonustas fue mediante perfusidn continua.

C} Experimenios

Para conocer €| grado de vaciado de Ca®* del RS produc:do por la cafeina (10 mM),
adrmumistramos carbacol (10 uM) 2 mun despugs de haber wmaade el estimulo con esta
xantna. FPara corroborar que la respuesta a carbacel no estuviera afectada por la
acurmnuiacion del AMPc inducida por la cafeina, se evalué por separade el efecto de la
forskolina (ICw= 32 pM) en la respuesta al carbacol.

Posteriormente nos enfocamos & investigar la naturaleza de la recuperacion de la
basal de Ca¥ del undershicet, después del abrupto decremento de las [Ca®)t al quitar la
cafeina. Durante la recuperacion del wndershioot estudiamos el efecte de blogqueadores de
ios canales de Ca= como ¢! laniano (0.2 mi), ¢l magnesio (4 mM), el niquel (7 v 02 mivi)
Ao canales tipe Locomo el metoxiverapamid (Do00, 30 und) Dhlizamos 0.2 nivt de Tantang

dor e se sabe que g concentraciones menores a 020 mM L el lantana no eatra en L cclula
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y concentraciones sobre 0.05 mM inhiben la entrada de Ca** en el MLVA (Shibuya v
Douglas, 192, Yang, 1998; Hoth y Penner, 1993). Por otre lado, Yoshumura v
colaboradores {199¢) determunaron que concentraciones de magnesio por arriba de 1 mM
ithiben la entrada capacitativa de Ca* en el ML vascular de ratas. Hoth v Penner (1993)
demostrarcn que 1 uM de nique! inhube alrededor del 30% de las corrientes de los canales
activados por la entrada capacitativa de Ca? en las células cebadas de rata. Nosotros
observamos que 30 uM de D600 es suficiente para bioquear de manera reversible la
respuesta a KC1 60 mM en las células de MLV A. En los experimentos con magnesio se
redujo la cantidad de Ca® a 1 mM en el medio para evitar cambios en la osmolaridad. Los
efectos del lantano, magnesio, niquel v Da00 sobre la recuperacion del undershoot se
COMpPAraron con sus respechivos controles,

Por otro lado estudiamos el efecto de un inlubidor del intercambiador Na*/Ca®, el
benzam:l amuerida (25 uM), sobre el wndershoot. Para los expernmentos con benzarml
amtionda fue necesario premcubat a las células durante 8 min con el inkibidor. La
concentracién de benzamil amilorida utihizada fue sufictente para bloquear la respuesia
generada por la inversion del mtercambrador Nav/Ca¥, induada por ta substitucidr del
NaCl del KRH por 143 mM de clorure de colina, Finalmente, evaluamos tanto ef efecto de
un medio depolanzante, substituvendo en el KRH 118 mM NaCl por 122 6 mM de K(I, asi
como ¢l uso de un medio sin Ca en la recuperacidn del witdershoot

Se compararen las velocidades de recuperacion a ios niveles basales de Ca™ de
‘elulas con el RS parcial o totalmente vacio. Para ef vaciamiento del RS w owubo a las

flulas on medio win Ca por 40 v 10 min v se observa la recuperaciéa de e basal

moal b anadis 2o de vasab medie Previamente habiamos ofsenvade que o



incubacion en medio sin Ca¥, de las células de MLVA, produce el decremento de las
[Caz). En otras células, se comprobé el contenido de Ca® en el RS a los 2, 4. 6 v 10 min
con estimulos de cafeina v se compard esta respuesta con la abteruda cen cafeina una vez
recuperada la basal nwcial en presencia de 2 mM de Ca* Por titimo, en células con RS
vacio (10 mun), se observe el efecto del niquel (1 mM), el magnesio (4 mM) v el lantano

(0.2 mM) durante la recuperacién de ia basal de Ca?",

ESTUDIOS in vitro EN MLVA DE BOVINO Y PERR@

PREPARACION DEL TEJIDOQ DE BOVINO

MEDICIONES SIMULTANEAS DE CONTRACCION Y Ca? INTRACELULAR

De las traqueas de bovino mencionadas se obtuvieron tiras de ML a las cuales se les retiré
el tepdo conective adyacente El tendo fue wcubado (3.5 h a 37°C, burbujeado can
carbégeno), en KRH con Ca?* v 20 pM de Fura-2/ AM mdas 1 mM de probenead v 0.01% de
aade pluronico para faciar la incorporacidn del colorante. Posterrormente, las tiras
fueron colocadas en un fluorometro marca FTI y se mantuvieron a una tension continua de
1-1.5 g durante 30 mun. Cada cémara contenia 3 mi de solucién KRH a 37°C, con un pH de
7.4 v fue burbujeada continuamente con carbogeno. La tensidn isométrica fue registrada
simultineamente con los cambios de fluorescencia en una computadora & traves de un
ransductor Experimetria FSG-01. La medicidon de la fluorescencia fue similar a lo descrito
reviamente para las células unicas
Con el propdsite de normiahizar las respuestas de contraccidn, las tiras Jde ML
wron estunuladas can KOCD ol md b en mede con Cal durante 20 min (Montano v ool

ot Posternormente se estunubaren con carbacod (10 pVE 20 nung o histanuna cid ad, 1o
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man}, primere en medio con Ca?" v a continuacion sin Ca?*. En el caso de la histarmuna,
para evitar la taquifilaxia, los estimuios se admurustraren con 1 h de intervalo Para
asegurar que el medio sin Ca?* estuviera completamente libre de este 10n, se adiciond 0.1
mM de EGTA come agente quelante. La adicién de 0.1 mM de EGTA al medio sin Ca¥

mantiene concentraciones menores a 10 nM de Ca® (Montafio y col., 1996).

PREPARACION DEL TE{IDO DE PERRC

Se sacrificaron perros criollos {20-25 Kg) medhante una sobredosis con pentobarbrtal sodico
(100 mg/Kg, 1.v.) para disecar el 16bulo pulmonar superior 1zquierdo. De esta estructura se
obtuvieron dos preparaciones: a) Tiras de ML bronguial constitiuda por bandas
transversales (0.2 mm ancho por 1 ¢m large) de ML provemente de los bronquies de
primer orden y b) Los anillos bronquiales del tercer orden con una longitud de 0.5 mm
que se extrajeron sin elimunar el cartilago y el epitelio, Ambas preparaciones se disecaron
con la avuda de un microscopie estereoscopico Nikon SWZ-10 que facilitd la elinunacion
del parénquirna y del tepdo conectivo.

Durante los expenimentos se utilizaron dos tipos de soluctones: a) Medio con Ca?t,
con la sigwente compoesiaién (mM). NaCl 115, KCT 4.6, NaH2POLHLO 1.2, Mg50,7H.0
1.16, NaHCOs 22, CaCClz 2.5 v glucosa 11 vy, b) Medio sin Ca2*, con la misma composicion
que ia anterior pero sin CaCl. Para asegurar que el medio sin Ca* estuviera
complielamente hbre de este 1dn se adiciono 01 mM de BEGTA

Las tiras de ME oy dos anidlos bronguiales se celocaron en camaras de organos
Nislados vse mantuvieron a una tension continga de =135 o durante 30 nun Cada camara

omtenta 10 il de o medio o 3700 conun pil de T8y burbujeada contmuamenie Lon



carbogeno. La tens:on isométrica fue registrada en un dindgrafo Beckman R612 a traves de
un transductor Gould Statham UC3.

Con el propésito de normalizar ias respuestas de contraccién, las preparaciones
fueron estimuladas tres veces can KC1 60 mM en medio con Ca?* durante 20 mun cadea una
(Mentaito v col, 1996). La magnitud de la contraccion con todos los tratamuentos
farmacol6gleos que se describen mas adelante se expresé como porcentaje de la respuesta
al tercer estiruio con KCl 60 mM.

Para comprobar que durante el proceso de diseccion de las tiras ML bronguial no se
dafia al tepdo, se compararon las curvas concentracidn-respuesta al carbacol de
fragmentos de bronquigs de primer orden con cartilago y epitelio contra tiras de ML
brunguial con estas esiructuras disecadas. No se enconiraron diferenczas significativas en
los valores de la concentracion efectiva 50 (CEs) obteruda: 0.28 + 0.034 y 0.34 + 0.025 uM

{11=4), respectivamente.

CONTRACCION PRODUCIDA POR EL CARBACOL Y LA FHSTAMINA EN UN MEDIO SIN

Ca*

La capacidad de los almacenes intracelulares de Ca®* para hiberar el Ca?* necesano para la
rontraceién fue evaluada, indirectamente, estimulando con la CEx del carbaco! {0.34 uM) v
on 10 uM de histamina (concentracrén submaxumal, durante 20 y 10 min respectivaimente
n medic sin Ca¥, En estas condwciones la contraccidn maxuma mducda por estos
gonistas representa la cantidad total de Ca® intravelular disponibie (Marthan v col | 1987,

surreauy coll 1991, Montane vocol, 1996)
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En un primer experimento, ambas preparaciones fueron estimuladas en medio sin
a2 con carbacol o histapnina, las veces necesarias hasta no encontrar respuesta. En 2l caso
de las tiras de ML traqueal de perro, determinamos que el intervalo de tiempo mimmo
para llevar a cabo los estimulos con histanuna en las tiras de ML y los arullos bronguiales
de perrc eran de 1 h (Tabla 1). Algunos anillos bronquiales que ya no respondian a ia
histamina en medio sin Ca?', fueron estimulados con carbacol. Adicionalmente, algunos
antlos bronguales fueron wncubades nicialmente corn dado aclomazénico (ACP) 10 pM
antes de estimularios con carbacol o histamuna.

Por otro lade, a otros anillos bronquiales que se encontraban en medio sin Ca?* se
Jes afiadié EGTA 1 mM por 30 mun para quelar el Ca* unido extraceiularmente y despuds
se mantuvieron en medio sin Ca2* por 10 mun para estimularse finalmente con histamuna.
Otros arullos bronquiales fueron incubados con 1 uM de rufedipma para luego
estimularios con hastarmina en medio sin Ca®

Al final de cada expenimento todas las preparaciones se incubaron nuevamertte en
medic con Ca?" y se estunularon con KCl para venficar 1 el vacado de los almacenes
intraceiulares de Ca® no habia modificado la viabtidad del tejide. Las respuestas
obtenidas con este dltimo estimulo no fueron significabvamente diferentes de las

observadas al 1o del protocelo

TABLA 1. Efecto de ia eshimulacion sucesiva (cada hora) con histamina de los anllos
ronguiales en medio con Ca®, Los resuitados estan oxpresados came el porcentaje de ia
sontraccidn & KC 60 mdl (n=10).
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EFECTO DE_LOS INHIBIDORES DE LA PKC EN LA CONTRACCION SOSTENIDA EN MEDIO
SIN Ca*

Los efectos de la calfostina C v la chelentrina, mhibwdores especificos de la PKC
(Kobavash: v col, 1989; Herbert v col., 1990) y de un mmhibidor inespecifico y reversible, la
estaurosporina (Rilegg y Burgess, 1989}, fueron evaluados en la primera respuesta de los
anitios bronquales al carbacol o la histamyna en medio sin Ca?'. La concentracion de
calfestina C requerida para inhibir a la PKC (1 uM} se determmund en cada amllo por la
capacidad de este inhubndor para bloguear la respuesta maxima inducida por 1 uM de 4-8-
forbol 12,13.dibutirato (PDB) v de 4-B-forbel 12-mirstato 13-acetato en medio con Ca?
(Bazan-Perkins, 1994) Con respecto & los otros dos inhibidores, se ha determunado que 10
nM de estaurosporina intube la contraccién generada por 1 uM de PDB en artenas
coronarias porcmas, mientras que 0.66 uM de chelenitrina es la concentracion inhubidora
50% de la PKC en cerebro de rata (Herbert v col., 1990; Kageyama vy col, 1991} Ninguna
de las concentraciones que se ulizo con estos inhibidores (cheleritrina, estaurosporina y
calfostina C) modificod la respuesta al KCI 60 mM (Tabia 2)

Finalmente, los anillos bronquiales fueron incubadoes durante 1 i con calfostmna C (1
iM), estaurosporina {10 nM) v cheleriirina (T uM) en medio sin Ca? para luego ser
stinutados con carbace! o hustanuna. Todos les expertmentos con los mrhibrdores de la

'KC v nitedipina fueron realizacos en oscunidad por su sensibilidad a {a luz,

ABLA 2. Efecto de la proncubacidn con bos inhindores de la PKC en la respucesta de los
Wlas bronguiales al KCT 00 mM en medio con Ca™ Los resultados estdn expresados
mo el porcentaje de la contraceion a KC 60 mML

HIBIDOR DE LA PKC Calfostina C Cheleritrina Vstaurosporinag
1 uhN 5y TN 3 10 M o

UV R AL s 3 38
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se evaluaron mediante analisis de vananza de una via v la significancia
estadistica entre los grupos se obtuvo con pruebas de comparacidn muitiple de Dunnet o
Bonferroni segin fuera el caso. Para otras comparaciones se utilizd la prueba t de Student
para muestras pareadas v no pareadas segun se requiriera. Consideramos el 100% de la
recuperacién cuando las [Ca?*]i alcanzaren el valor irucial en reposo. LLa pendiente de cada
curva de recuperacion a los niveles basales de [Ca®*]1 se obtivo mediante regresién lineal.
Cada célula funcitond como n=1 mdependientemente que fuera del msmo individuo,
muentras que para los tejidos fue n=1 por cada individuo. Los valores de p<0.05 bimarginal
fueron considerados como estadisticamente sigruficatrvos. Los resultados que aparecen en

el texto y las figuras corresponden al promedio + el error estdndar.

FARMACOS
1. ACETILCOLINA

Los nervios colinérgicos son una de las princtpales inervaciones excitatorias del MLV A. El
carbacol es un agonusta de 10s receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos resistente
a la acaién de la acetilcolinesterasa (Fig. 2). Los

receptores  colinérgicos muscarinicos  estan

0 CIH‘ cr
JL . divididos en 5 tipos, del M, al Ms, de los
N e CH, ’ 7
HNS 0N

CH; cuales en el MLV A se han observado ol M: v el

Fig. 2 Molécula de Carbacol < e
5 ) Ma, que estan acoplados a proteinas Go/G v
Gy, respecttvamente La estimulacion de los

ubtipos My, My s generan 17, movibizando Ca® del RS, nventras que los sublipos Mo

Voaungue producen (0 mfuben o laadendado cclasa dismunuvende al W
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intracelular v favereciendo la contraccidn (Sankary y col., 1988; Felder, 1995; Wang vy col.,
1997). Adicionalmente, los receptores M; producen la apertura de canaies catiénicos
Inespecificos (Wang y col., 1997). Estos canales catiérucos permuten la entrada de Ca2*
durante las respuestas sosterudas y para su achivacion es necesario el incremento
transitoric de las [Ca® )t que se produce por la liberacién del Ca?* del RS por la activacion

de los receptores Ms (Kajita v Yamaguch, 1993; Wang y col , 1997).

2. ACIDO CICLOPIAZONICO (ACP)

El ACP (Fig. 3) derivado del aado indole tetramuce, es una rmcotoxina obteruda de
Aspergillus flavus v Pemcillium cyclopium que inhibe especifica v reversibiemente a la

ATPasa de Ca* del reticulo endopldsmmuco v HC oy
3

sarcopldsmico. Su efecto inhibidor lo ejerce al competir

on el sit10 de union al ATP, Bloquea completamente a

OH

a ATPasa de Ca™ en el rango 1-2 mM (1Cs ~ 300-500

CH,
M para la bomba dei RS) (Bourreau y col,, 1991; Darby Fig. 3 Molécula de ACP
col., 1996; Suzuki ycol, 1992; Seidler y col., 1988).
. BENZAMIL AMILORIDA

1 . OCH. OCH:
I benzam: amilonida  (3-N{N-4- CH.O OCLL
N
orobenzyl}-2d-dimeti]  benzamul, Fig,
CH-0 N Hl

»dervade Jde fa amulonda, inhabe Ha CH. CH.

lectivamente al mtercambuador Fig. & Molovula de Benzamul amiionida




Na7/Ca* La ventaja del benzamul sobre su precursor es su especificidad, pues la

armilorida tiene efectos también sobre la PKC y los canales de Ca2 DV {Knox v Ajao, 1994).

4. CAFEINA

La cafeina (1,3,7-trimetil xantina; Fig. 5) es un alcaloide ampliamente conocido por su
capacidad como estimulante del sistema nervioso central. En el masculo esquelétice se ha
visto que la cafeina produce la hberacidn de Ca?t del

XS al mncrementar la probabilidad de apertura del

eceptor-canal {(Rousseau y col, 1988). Este musmo

NO,
fecto se ha observado en muchas otras células, H3COOC COOCH3
ncluyendo al MLVA (Janssen, 1996). Entre otros I

N R
fectos, la cafeina tambign inhibe de manera no H,C H CH,

Fig. 5 Molécula de Cefeina
electiva a ias fosfodiesterasas nucleando cichicas, por

> que incrementa al AMPc, lo que facihita la entrada de Ca?* al RS e mhibe a ia maquinara

e contraccion (Beavo y Reifsnyder, 1990; Daly, 1982).

 CALFOSTINA C

a caltostina € {(Fig 6) es un inhibidor
tamente especifico de la PKC (ICs0= 50 nM)
ie os permeable a la ¢élula o interacta con

domuue regulador de la PKC al competir

el srtio de union del i 2-diacitalicorol v los OH O CH: O o1l

' o o I Tyt .
feies e 10rBol 4 ailds ot oo I1g. 6 NMoleculs de Calfosiing €




inhibe la cinasa de la cadena hgera de miosina (ICx> 5 uM), la cinasa de proteina A {(ICs>
50 uM} y la cnasa de proteina G (ICs> 25 uM). No compite con Ca?* ny fosfolipidos. Es

sensible a la luz (Stumarmoto y col., 1992; Kobavashi y col.,, 1989).

6. CHELERITRINA

La chelentrina (Fig. 7} es un alcaloide permeable a
la célula que mnhrbe selectivamente a la PKC

{(ICso= 660 nM). Actia scbre el domimo catalitico

OCH:

independientemente de la umién del domumo Fig. 7 Molécula de Cheleritrna

regulador Inhibe !a formacién de tromboxanos v el metabolismo de fosfoinositoles en

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

7. ESTAURCSPORINA.

La estaurosporina (Fiz. 8) es obteruda dei
streptontyces actuosus v es conocida por unirse
le manera reversible al sitio catalitico de
inon al ATP. Es un potente mnhibidor de las
masas de proteina entre las que se

ncuentran la cinasa de la cadena hgera de

nosima (ICs= 13 nM), la cinasa de proteina A

Cwo= 7 ), La cinasa de proteina G (1Cw= 8 5

MY v da PRC (ICw= 07 nM) (Fidaka v Fig. 8 Molécula de Estaurosporima

ohay ashy, oo




8. FORSKOLINA
La forskolina fue aslada de la planta de la India Coleus

forskolilii. Es un activador especifico de rapida accion v de

efectos reversibles de fa aderlato ciciasa (ECso= 4 L)
Fig. 9 Molécula de Forskolina

9. HISTAMINA
La histamyna (2-{4-mudazolyl) etilaruna; Fig. 10) se forma en el organmismo por la
descarboxilacién de la L-histidina mediante la enzima L-histidinodescarboxilasa. La
hustarmuna se smtetiza v se libera en células cebadas,
basofilos y en otras células de la mucosa de las vias NH,

N 2
éreas. Existen 3 subtipos de receptores a histamuna, (X\/
1, Ha y Hs La huistamina s un agomusta para la E
ontraccidn del MLVA  por estimulacion de los  Fig. 10 Moiécula de Histamina
eceptores My (Barnes, 1998). Estos receptores estan acoplados a una proteina G

W
nvolucrada en la formacion de IP. (Challis y vol, 1993; Janssen y Suns, 1993; Kotlikoff v
ol., 1987}. En el ML\/-A de humano y bovino, la histamina produce la formacién de IPs,
ungue de menor magnitud con respecto al carbacol, pero en el MLVA de perro la
1stamina no genera [P+ (Carbajal, 1998, Challis v col , 1993; Daykin y col,, 1993), per lo que

Leontraccion inducida por este agonista en esta especie parece depender en gran medida

of Cas* extracelular (Kannan veol, 1980)




10. METOXIVERAPAMIL

El D800 {(z)-Metoxiverapam], Fig. 11) es un
denvado dei verapamil que funciona como
bicqueador de canales de Cair tipo L

{(Soergel v col., 1992),

11. NIFEDIPINA

OCH;
OCH,

OCH,

CH.0
CN

(A0 HCT

%J
CH:
H:C CH:

Fig. 11 Molécula de D&0D

La rufedipina (Fig. 12) es un conocido vasodilatador de

la famuba de las dihidropinidinas  que bloguea

NO,

H,C00C COOCH,

selectivamente a los canales de Ca2* tipo L DV, Es muy l

sensible a la luz llegdndose a inactivar con luz

ultravioieta (Kohihardt v Fleckenstein, 1977).

H,C TP\I CH,
Fig- 12 Molécula de Nifedipina

Todos los farmacos, salvo los que se indican adelante, se cbtuvieron de Sigma

{Saint Louis, Mo., USA MO} La indometacina v el EGTA fueron disueltos previamente en

[% de NaxCOs (concentracion tinal de Nax(COs 0001%). La calfostina C, ia cheleritring

tRBL, Natick, Mass , USA) e Fura-2/ AM, el ACP, la lonorucina y la estaurosporma fueron

I3

disueltos en dimetil suiféxido {concentracidn final < 0.1 %) En expermmentos control, el

uso del dimetil sultéxido no gonerd elodos
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RESULTADOS

ESTUDIOS EN CELULAS AISLADAS DE ML TRAQUEAL DE BOVING,

EFECTC DEL CONTENIDC DE Ca® DEL RS EN [.A BASAL DE Ca? CITOSOLICO

Los niveles basales de las [Ca?]1 de las células de ML de traquea de bovine perfundidas
con 2 mM de Ca?, fue de 153 + 10 aM (#=55). La mncubacién de las células de ML traqueai
con medio sin Ca?* generé un lento decremento de las {Ca?h (Fig. 13A); v este decremento

fue significativamente mas rapidc en células previamente estimuladas con cafeina (p<0.05,
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13. Dependencia del contemdo de Ca®* del RS en el decremento de las [Ca®]1 basales de celulas
adas de musculo iso (ML) tragueal de bovine incubadas en medio sin Ca?* Registios ouglnales
‘esentando: A) miocitos incubados en medio sin Ca®* y, By miocitos estimulados con cafena (10 mM} e
1bados en medio sin Ca~*. C) Curso temporal del decremento de las [Ca** )i de fas eélulas incubadas en
o win Ca' sin estimulo (#=7, circules blancos) v las estimuladas con cafeina (=9, circulos negros)
)05




21 = 005 v 052 + 0.09 nM/s respectivamente; Fig. 13B v C). El decremento méxmmo
lcanzade en 320 s en las células no estimuladas fue del 389 £ 4 6% (n=7) y en las estmuladas
on cafeina del 85.6 £ 2.3% (n=9). La viabihidad de las células no estimuladas con cafeina se

eterrmund con una respuesta a KCl 60 mM al inucio de cada experimento.

CONTENIDO DE Ca?* EN EL RS DURANTE LA INCUBACION CON CAFEINA

a adicion de carbacol {10 pM) indwo un incremento transitorio de las [Ca*]1 de 627 £ 90

M que se mantuvieron en 253 + 20 nM (n=39; Fig. 14). Durante el estimulo con cafefna, la

1000
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500
250
A M W
0 Cch Cch Cch
———— "3 —_———— v ———
Cafeina
™ T —7 fam T T T Y 7 f—
0 30 650 700 750 800 850 1500 1550

Tiempo (s)
14. Regstro onginal del efecto del vaciado de los almacenes sensibles a cafeina (10 mM) en la
uesta a carbacol (Cch, 10 pM) en una célula de ML traqueal



- 30 -

adicion de carbacol no produjo minguna respuesta. Esta inhibicién fue reversible (#=7; Fig.
14).

La cafeina (10 mM) v la forskolina (curva concentracion-respuesta, 0.32-100 ub)
indujeron la relajacién de la contraccion maxima producida por KCl (60 mM) en tiras de
ML traqueal de bovino {7=3; Fig. 15A v B}. La ICs de la forskolina fue 14.48 + 1.04 uM
(7=3) La mncubacion con 32 uM de forskolina {ICy, 2 mun) redujo en un 48.64 £11.24% la

respuesta del carbacol 10 uM en las células aisladas de ML traqueal de bovino (r= 3, Fig

15C).
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javal
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EL UNDERSHOOT PRODUCIDO DESPUES DE RETIRAR LA CAFEINA

La incubacién con cafeina (10 m\) incrementé transitoriamente las [Ca?*l1 en células de
ML traqueai de bovino (604 = 42 nM, n=41) Ei lavado de cafeina indujo una disminucién
transitoria en las [Car'li (Fig. 16). Este decremento de las [Ca®"1 es conocido en la Iiteratura
como undershoot (Friel v Tsien, 1992; Garnutkevich e senberg, 1992, Baré y col, 1993, Sims v

col, 1996, Yoshikawa v col., 1996, Kimball v col, 1996} v alcanzd un valor mimmo de 70 #

U

nM (n=41) que fue seguido por una lenta recuperacion a la basal muaal (Fig 16) La
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600 +

400 H
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g 16, Registro otgmal del electo de la cafeing en os miveles de Ce*' libre mtiaceluiar Ca='Trde colulas
stadas de M traqueal de bovime Poia parte superior se muestian los registros de lluorescenaad a 3404
0 nm Fn e patle nfenor ol moemente fransitane de las [Ca7 Jinducide par fa catenta (10 maD,
sunlo por ol decremento de las [Cos hoo ndersee! Un seaundo estmulo produce una aosplissia

Wil



Jduracion promedio del undershoot fue de 148.8 £ 9.2 s, de los cuales el decremento maximo
se alcanzé en 260 £ 17 s v la recuperacién hacia la basal en 1221 £ 9.0 5. Una vez que el
Ca? cifosdhico alcanzé sus niveles basales, una segunda estimulacién con cafefna produjo

una respuesta sumular (Fig, 16).

EFRCTO DEL Ca? EXTRACELULAR EN EL UNDERSHOOT

La ehminacion del Ca?* en el medio después de lavar la cafeina bloquea completamente la
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recuperacion del undershcot (n=9; Fig. 17) Bajo estas condiciones, un estimulo con cafeina
mostré que el RS contenia 22.4 = 5.0% de su conterudo de Ca* en un primer estimulo v 1.4

=1 4% de Ca*en un segundo esiimulo (Fig 17)

PAPEL DE LOS CANALES TIPO L Y DEL INTERCAMBIADOR Nav/Ca? EN EL UNDERSHOQOT

El undershoot generado al retirar a la cafeina en presencia del D603 30 uM no se modificé
con refacién a un control previo {1=8, tabla 3). Asf musmo, la sushitucién de 118 mM de
NaCl en la solucidn de KRH por 122.6 mM de KClI con el fin de induciy 1a mactvacién de
los canales de Ca® DV por despolarnizacidn prolongada v adicicnalmente la inversion del

intercambiador Na*/Ca?, tampoco generd cambios en el undershoot (n=5, tabia 3).
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Tabla 3. Efecto de la mhibicion de ios canales DV y la reversion del intercambrador
Nav/Ca® en el undershoot generado después de lavar cafeina. Cada experimento fue

comparado con su propie control

Control D600 Control Sustitucion del
30 uM Na(l por K1
Valores del nndershoot {s)
Duracién [99.97 £ 9.63 231.80 £ 41.22 1321021110 11435 = 1438
Caida 27186239 3263 6.0 21.87+1.89 2853363
Recuperacién 17279 = 27.14 196.17 = 41.20 99.75 £ 6.28 8583=1236
[Ca*}i (nM)
Decremento S0+ 16 83 =18 108 37 1% = 24

La adicién de 25 uM de benzamul amulorida inhikné la respuesta de la mversién del
intercambiador Na=/Ca?* inducida por la sustitucidn de NaCl en el medio por 143 mM de
clorure de colina (n=8, Fig. 18). La preincubacién durante 8 minutes con 25 uM de

berzarmi amonda ne aitero al undersiropt (m=8, tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la mnhibwcion del intercaminader Na*/Ca* con benzamul amilorida en el
undershoot generado al lavar afeina. Cada experimento fue comparado con su preplo
control,

Control Benzamil amilorida
25 uM
Valores del undershoot (s)
Duracion 157 86+ 4153 140538 = 42,41
Caida la8 =341 25.76 £ 309
Recuperacion 41792 40 % 13% 65 + 4770

[Ca®tii (nh)
Decremento 85217 2.2
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EFECTO DEL MAGNESIO, LANTANO Y NIQUEL EN EL UNDERSHOOT

La incubacion de las células de MLVA con 4 mM de magnesio o 200 uM de lantano no
produjo modificaciones en la basal de [Ca?*]1. El magnesic no modifica al undersioot {n=4,
Fig. 19) El lantano retardé significativamente el curso temporal del decremento ucial de

las [Ca®]r durante el undershoot, pero sin modificar a la recuperacidn (p<0.003, n=6, Fig.

20).
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0. Efecto del lantano en el undershoot generado por el lavado de cafeina en células aisladas de ML
2al de bovino A) Curso temporal del decremento de [Ca®*!t durante el undershioof en KRH normal
los negros) v medio adicienado con lantano (0.2 mM, circules blancos). Las flechas sefalan el

mio donde se obtuvo el decremento maximo con su respechive valor. B) Continuacion del curso
sral del urdersireot desde el 1mcio de la recuperacion.n=6, *p<0.005.

La mcubacién con niquel (8 mM) dismunuyo las [Ca|r hasta alcanzar una nueva basal
lespues de 5 mun (72 = 11 oM, a=o6, Fig 20} La remonion del niquel restaurd tas [Ca*]i

Micrales (Fe 22A)



Se ha propuesto que el niquel induce ¢l apagado del Fura-2 (Merrit v col, 1989). Sm
embargo, como se puede ver en la fiigura 224, las sefales de 340 v 380 nm durante la
perfusi16n con niquel no fueron modificadas.

La incubacidn conhinua con 1 mM de niquel produjo una reduccién significativa del
714+ 33% de la respuesta a cafeina (p<0.01, control= 620 £ 11 nM, niquel= 167 £ 28 nM,
n=13, F1g. 22A v B). Esta reduccién no fue progresiva, pues estimulaciones repetidas con
esta metilxantina generaron respuestas sumulares (Fig, 22B). La veloaidad de recuperactén
del wndershoot en presencia de niquel fue significativamente mener tanto en un medic
normal {p<0.001, 1.8 £ 0.3 nM/s, #n=8; con niquel= 0.1 £ 0.02 nM/s, #=8) como en un medio
despolanzante (p<0.01,1.3 £ 04 nM/s, n=4; con niquel= 0.2 = 0.1 nM/s, n=4) con respecto

al control sin niquel,
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21 Curso temporal de etecio del nnjuel (1 mAL barra) en la basal de [Ca™ e una celula do ML tragqueal
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EFECTC DEL CONTENIDO DE Ca®* DEL RS EN LA ENTRADA DE Ca?- EXTRACELLLAR

Durante la incubacion de las células en medio sin Ca?" se Observd un decremento
significalivo de la respuesta a cafeina desde los 2 min de inwciada la perfusion del medio sin
Ca¥ (p<Q 05, n= 6; Fig. 23A v B). La incubacton por mas de 10 mm en medio sin Ca?™, vacio el
centerdo de este 1én en el RS (Fig. 23B). La adicaén de 2 mM de Ca?* a los 2, 4, 6 mun de

ructada la incubacidn en un medio sin CaZ, predujo una entrada de Ca extracelular que fue
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similar en los tres triempos estudiados, es deqir, gue el tempo necesario para alcanzar ta basal
de las [Ca™]i previa a la incubacion en un medio sin Ca®™ no fue derente, asi como la
veloaidad de movirniento de este 10n Sin embargo, a 105 10 mun, la entrada de Ca¥

extracelular fue mucho maés rdprda (p<0 03, #=6, 3,6 y 5 para 2, 4, 6 y 10 mun; Fig 23C).
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EFECTO DEL MAGNESIO, LANTANO Y NIQUEL EN LA ENTRADA DE Ca?* EXTRACELULAR
EN CELLULAS CON EL RS VACIO

La presencia de magnesic (4 mM) o lantano (0.2 mM) no modificaron la entrada de Ca*
extracelular en células incubadas por 10 min en medio sin Ca?* (n=4, Fig, 24). Sin embargo, el
niguel (1 mM) dismunuyé sigrificativamente la entrada de Ca®* de 2.2 + 0.3 nM/s {p<0.00%;
control. =3} a 0.1 £ 0.03 nM/s (njquel: #=5). Adicionalmente observamos que la entrada

de Ca*” en células incubadas durante 6 mun en med:io sin Ca?t el niquel también modificod

jf‘\ f-‘\[”‘ jﬁ”‘

340/380
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240 Ltecto del magnesio (4 mai) v ol lantano (02 mdD en la entrada de Ca?' extracotular despues de
ar ol contemdo de Ca™ del RS con estimulaciones con catema en medio 511 Ca™ en coluias atstadas do
iragueat de bov ine



significativamente, esta entrada (0.2 = 0.03 nM/s; fig. 23). Cabe destacar que en ambos

grupos la presencia de niquel produjo que la entrada de Ca®" fuera simular,
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5. Efecto del niguel (1 mM) en la recuperacion de los niveles basales de las [Ca*]1 después de incubar
adto sin Ca™ a celulas aisladas de ML traqueal de bovine Registros onginales de maocitos moubados
iquel en medie sin Ca**por 6 mun (A) v medio sm Ca?” por 16 min, con estumulaciones can cateina (B).
-uperacion de las [Ca?* i se micto al anadir 2 mM de Ca? s niguel al medio. C) Curses temporales de
uperacwn de tas basaies de [Ca*"|i. Los cuadrados corresponden 2 A v los circuios a B (4=3). D)
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ESTUDIQS in vitro EN EL ML TRAQUEAL DFE BOVINQ

REGISTRO SIMULTANEQ DE LOS CAMBIOS EN EL Cat CITCSOLICO Y LA CONTRACCION
DE TIRAS DE ML DE BOVINO

La administracién de carbacol (10 uM) a las tiras de ML traqueal produjo una respuesta
brfasica del Ca?* intracelular, un pico transitorio seguido de una meseta simuiar al de las
células asladas {Fig 26A v B). Aunque las [Ca™]1 se mantuvieron en menes del 30% del
valor imicial, el carbacol produjo una contraccion sosteruda en las tiras de ML (Fig. 26B).

Cuando el tepdo fue incubado en un medio sin Ca*, soic se observé el pico mucial v las
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Una vez que se abatieron las respuestas a la hustamuna de los anillos bronguiales
estimulades en medio sin Ca?’, la adicidn de carbacol {n=6; mndujo una contraccion
sosternda (Fig. 28B v () La preincubacion con 10 puM de ACP decremento
signuficativamente la contraccion sosteruda de los aniilos bronquales inducida con
carbacol una vez que se les habia vaciado el conterudo de Ca?* de los almacenes sensibles a
histarmuna (7=7; Fig. 29A) Por otro lado, la premncubacién con ACP bloqueo parcialmente
la primer respuesta sostenuda inducida por histamina en medio s Ca? {n=7, F1g 29B).

La preincubacion de los anilios bronquiales con EGTA 1 mM (30 mun en med:o sin

® His 10 uM + Nif 1 pM —

SOJ < His 10 uM ﬁ/

25

Contraccion
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.

<
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. 30, Livcto de fa piemcubacion (on mitedipina {Nit, 10 mun) en la contraceon sostenda de fos amlios
myuiales mducida por Rislamima (fhs) on medio s Cass 1=, pa0l
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Ca®, n=1) disrrunuyo significativamente la primer respuesta a la histarmina en medio sin
Ca* (Fig 29B). La adicaién de 1 uM de rufedipina (n=6) también inhibio la contracaion

inducida por histammina en medio sin Ca? (Fig. 30).

EFECTO DE LA PKC EN LA CONTRACCION DE [0S ANILLOS BRONQUIALES INDUCIDA
POR CARBACOL Y POR HISTAMINA EN MEDIQ SIN Ca?r

La contraccién inducida por carbacol y por histamina en los anullos bronguiales no se
medificd con la presencia de 1 uM de calfostina C (Fig. 31; n=5 y 6, respectivamente), 10

i de estaurosporma (#=5 y 4, respectivamente) o 1 uM de cheleritrina (#=6)
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DISCUSION

PARTEL
REGULACION DE LAS [Ca®]i EN LAS CELULAS AISLADAS DE MLVA
_a ausencia de Ca?* del medio extracelular de las ¢élulas de MLV A de bovino produjo una
fisminucion continua de las [Ca®]1 hasta generar un nuevo estado basal. De manera
imultdnea, el conterudo de Ca?* del RS tambign fue disminuyendo. Esto podria sugerr
jue tanto en la membrana plasmética como en la del RS de estas células existe una salida
mportante de Ca?* y que, debide a que no fue medificada por la despolarizacién, esta no
lepende del potencial de membrana. Se ha propueste en el ML vascuiar, donde el RS es
Ina estructura muy cercana a la membrana plasmatica, que el RS funciona como una
arrera superficial amortiguadora (BASA) de Ca? entre el medic extracelular v el
nioplasma (van Breemen v col, 1995). En este modelo, el Ca?" primero entra al espacio
ubplasmaético, zona localizada entre el RS v la membrana plasmética y pasa al RS antes de
lifundirse hacia el mioplasma Este mismo fenomeno se ha observade recientemente en el
ALVA de perro {Janssen y col., 1999). Nosotros observamos que la salida de Ca* de la
élula fue mds rapida cuando el contemido de Ca* del RS fue vaciado con cafeina, una
antina que hbera Ca?* de este almacén (Pessah v col, 1987, Bar¢ y col., 1993) Este pudhese
whear que la BASA de Ca* también puede funcionar en el sentido inverso, esto es, que el
S podria regular la salida de este 10n de la célula v por ese cuando este es vaciado con
weiny, ol RS reduce su capacidad de amortiguacion v el Ca®* citesohico se sale factimente

s lacelulaen o medio sin Ca™!
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Al retirar a ta cafeina del medic de perfusion se produjo siempre un decremento
reversibie v transitorio de las {Ca¥ Ji. Iste fenomeno conocido como undershoof ya se habia
observado en el ganglo sunpdtico de sape (Friel y Tsien, 1992), en el ML vascular v
ventricular de rata (Bar¢ y col., 1993), en las neuronas muenténcas (Kimball v col, 1996), el
ML de venga urinaria (Ganutkevich e [senberg, 1992; Yostukawa y col.,, 1996} y el MLV A de
cobavos (Sims y col., 1996). Algunos de estos autores concluyeron que el undershoot es
resultade de ia captura de Ca?* por el RS (Friel y Tsien, 1992; Bard y col., 1993; Ganitkevich
e Isenberg, 1992; Sims y col., 1996), Nuesiros resultados confirman esta interpretacion pues
el ACP (5 uM) intubié completamente al undershoot (Datos no mostrados).

La cafeina inhibié la respuesta al carbacol en las células de MLV A de bovino.
Wang v colaboradores {1997) demostrarcn en el ML traqueal de caballo que para
producirse ta respuesta a la acetlcolina es necesaria la liberacion de Ca?* del RS. Es
probable entonces que la inhibwcion de la respuesta al carbacol, producida por la
-afeing, se hava debido a la falta de Ca® en el RS. 5in embargo, la inhibicion que
woduce la cafeina en la fosfodicsterasa del AMPc pudo contribuir también a la
nhibicién de la respuesta al carbacol. El incremento del AMPc activa a la cinasa de

roleina A, lo cual resulta en una inhibicion de la fosfolipasa C, y consecuenlemente en
na disminucion en la produccion de [Px (Ding v col, 1997, Prestwich v Bolton, 1995)
demds se ha propuesto que esta cinasa de protena A fosforila at recepror de 1
snunuyvendoe su actividad (Ding v col . 1997, Prestwich v Bolton, 1995}, En este trabajo
servamoes que la mcubacion con cafeina relaga fa contraceion inducida por KO de bas

as de muosorbo bso tragqueal de bovino probablemente por la acumulacion de WM T



Ademds, comprobamos que la induccidon directa de fa formacion de AMPc con
forskelina, un agonista de la ademlato ciclasa, inhibié el 50% de la respuesta al
carbacol en las células aisladas de MLVA. Estos resultados sugieren que ademds del
vaclado de calcio del RS, el incremento en el AMPc producido por la cafeina
contribuve al abatimiento de la respuesta al carbacol y que la anulacién de la respuesta

del carbacol se debia a que el RS se encontraba vacio por efecto de la cafeina.

LA RECUPERACION DEL UNDERSHOOT

En la actualidad se desconecen los mecanismos invelucrados en la recuperacion de la
basai del Ca* citosolico durante el wundershoot Nuestra hipotesis fue que el Ca®
involucrado en esta recuperacién provenia del medio extracelular. De hecho s1 fuese asi, Ia
teoria de la BASA de Ca® podria explicar el lento incremento de las [Ca?]1 durante la
recuperacion del wadershost, debido a que el Ca¥™ que entra a la célula es capturado
armere por el RS antes de llegar al mioplasma. En este sentide, observamos que la
‘ecuperacidn del vidersioot fue bloqueada en medio sin Ca™, lo que confirmaria su origen
xtracelular En el MLV'A, como en otras células excitables, la via de entrada de Ca* mas
nportante es a través de los canales de Ca® DV (Dolphin, 1996; Bourreau v col., 1991). De
echo se ha demostrado una via directa para el rellenado de Ca* del RS a través de los
males DV tipa Len el ALV A de perro estumuiado con acetilcoling (Bourreau v col, 1991,

n embargo, nosotros comprobamos que la mbubicion con D600 o [a inactivacion de los

ries de Cav DV induada por una despolarizacion sostenida con alto KClen las colulas

MEV A de bovino, ne modifiea L racuperacon Jol rndersheet Probablemente osta vaia
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directa propuesta por Bourrsau y colaboradores (1991) es activada sélo por agonistas
como la acetilcolina y no por la cafeina.

El intercambiador Na*/Ca* ha sido relacienado con la regulacion de las {Ca®*]i al
mantener la homeostasis de Ca?" del espacio subplasmatice de las células de ML vascular
(van Breemen v col., 1995). No obstante, la participacion del intercambiador Na=/Ca? en
la regulacién de las [Ca*]i en el MLV A ha side cuestionada por otres autores (Fleishmann
v col, 1994; lanssen y col, 1997} En este contexto, la inhibicidn del intercambiador con
benzamil o la induccion de la mversidn del intercambador Na*t/Ca?* al sustitwar NaCl con
KCl (Baartscheer y caol., 1996) no modificaron al wndershoot, suglrlendo que este
transportador no participa en este fendmenc.

Fara caracterizar los posibles mecarusmos involucrados durante el wndershoot
utthizamos niquel, un metal ampliamente utlizado como bloqueador de canales de Ca™. El
riguel hene la ventaja de que produce efectos reversibles, no forma precipitados insolubles.
Se sabe que, a bajas concentraciones, el nigquel {(<imM) es capaz de mhibir los canales de
Ca™ wpe T de células del nédulo sinc-atnal y neuronas sensenales (Fox vy col, 1987,
Hagiwara y col, 1988) v a altas concentraciones (>1mM) las corrientes de los canales tipo L en
ML vascular (Blackburn y Highsmith, 1990). En miocitos traqueales de bovino, Madison y
‘olaboradores (1998) determinaron que el niquel decrementa la basal de Ca* a
oncentracicnas de 03 mM v alcanza su méaximo con 2 mM, pero ninguna de estas
oncentraciones vacia completamiente ¢of conterudo de Ca' del RS En oste trabapo

clernunans gue oF niguel (1 oty os capaz de genorar un nuevo estado basal con bajas
cueentraciones de Ca™ o lante on ool cirosal como en el RS, que dura por botas voos

wersible e hecho estos tosuitados con nrguel suseren aue L entrada pasiva de Co? e



estas vélulas es muyv importante. Adwcionalmente, el niquel inhubié la recuperacion del
undershoot, por lo que {a entrada de Ca#* por la via sensible ai niquel de alguna forma esta
participande en este fenémenoc.

Se ha propuesto que e niquel mhibe la hberacidn de Ca** de los almacenes
intraceiulares {Nasu v col., 1993; Hughes y Schachter, 1994). 5t esto fuera cierto, conforme el
niquel ingresara a la célula se hubleran dismunuido las sefales del Fura-2 en vista de que
este metal provoca cambios conformacionales en el marcador fluorescente que lo *apagan”
(Shibuva v Douglas, 1992). Ya que no se obsarvd este decremento, podemos descartar un
efecto drrecto del niquel en el ntenor de célula, por lo gue se restninge la acaén del niquel a
sus efectos en la membrana plasmahca.

En las células no excitables, Putney (1986, 1997) propuso la Teoria de lz entrada
capucitativa de Ca> que plantea un mecanismo en donde se genera el ingreso de Ca*
extracelular cuando se vacian los aimacenes intracelulares de este 1¢n, Esta via de entrada
de Ca*" se activa cuando los almacenes se vacian y se mactiva cuando se llenan En el ML
de traquea de humano se ha descrito un incremento continue de las [Ca2 ] debido a la
entrada de Ca® después de vaciar al RS, de Ja misma forma como sucede con la entrada
capacitativa de Ca® descrta en céiulas no excitables (Amrami y col., 1995) Delido a que
comprobamas que la cafeina vacia el contenido de Ca?* del RS, consideramos posible que
la recuperacion del wndershoof pudiera deberse a la entrada capacitativa de Ca®'. Se ha
femostrado que el niquel iniube parcialmente la entrada capacttativa de Ca-* (Hoth y
donner, 1993} Nosotros encontramos que | mM de miquel retraso considerablemente la

ccuperacton del condersioes S ombarge, Lo mcubacion von otros inhibadores de a
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capaces de bloquear la entrada capacitattva en los ML traqueal v vascuiar {Yang, 1598,
Yoshunura y col, 1998), no afectaron la recuperacion del undershoof. Asumusmo estos
camones, magnesio v lantano, no afectaron la basal de Ca?" como en el caso dei niquel, lo
que pudtese indiar que los primeros no comparten la mhmbicidn de los mismos canales de
Ca*" que el niquel. Es probable entonces que la via de entrada de Ca®* sensible al niquel,
posiblemente una via pasiva de entrada de Ca?', sea la via que este partwipando de
manera importante en la recuperacidn del undershoot. Otra hipétesis es que la entrada
capacitativa de Ca® en estas céluias sea a través de canales insensibles a lantano y
magnes:o Se necesitan mas experumentos para comprobar ambas hipétesis,

En este trabajo se demosird que el lantanc (0.2 mM) produjo un retraso del
decremento maximo al mnwcio del wndershoot. Bs conocide que este decremento depende
totalrmente de la bomba de Ca® del RS, Previamente, Gantkevich e Isenberg (1992)
observaron que el use de 3 mM de lantano bloquee totalmente al undershoot. Se sabe que
este calidn es permeable a las células de ML vascular a concentraciones supenores a 0.25
mM  (Shibuya y Douglas, 1992; Shimizu y col, 1997). Aungue utilizamos una
concentracion de este cation que supuestamente evita que entre en la céluia (0.2 mM)
(Ghimuzu v col, 1997), al retrasar el inwio del undershoot, sugiere que esta concentracion de
.antano penetra a la celula v probabiemente intube a la bomba de Ca* del RS, por lo que

10 5 recomendable utilizar esas concentraciones para estudiar este fendmeno

REGULACION DU A ENTRADA DE Ca? POR FL. CONTENIDQ DE Ca®* DEL RS
asten poees trabajos donde e estudia L relacten entre ol contenrdo de Ca?ode Tos
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sentido, se sabe que en células no excitables hay una relacién entre la cantidad de Ca® del
almacén v el curso temporal de la entrada de este 16n (Jacob, 1920; Montero y col., 1993)
En las células de MLV A de bovino se observé que la perfusion de medie s Ca?" produjo
una disminucién de las [Ca?* i v que la reposicion de Ca** al medio de perfusién (2 mivl),
produjo un ncremento de las [Ca |1 hasta alcanzar la basal imicial. EI incremento de las
[Ca**]1 tuvo la misma velocidad independientemente de que el contemudo de Ca? del RS
fuese del 10 o del 80%, pero se voivia mucho més rdpida cuando se vaciaba
completamente este almacén (Fig. 23). Las diferencias sigraficativas en la velecidad del
incremento de las {Ce®*h pudiesen reflejar la activacion de un mecanismo diferente de
enirada de Ca* entre las células con el RS parcialmente vacio, con las que tienen este
almacén totalmente vacio El niquel infubio la recuperacion a la basal de las células con el
RS parcial o totalmente vacio, suginiendo que todos estos mecanismos comparten la
sensibilidad a este catin. De esta manera el niquel, al ser una herramienta mnespecitica,
nos mmpidid disecar farmacolégicamente los mecanismos que pudieran diferenciar la
entrada de Ca* cuvando el RS estaba parcialmente vacio de cuando estaba totalmente
vacio S embargo, el magnesio, otro cation con efectos muy sumlares al niquel como
inhibidor de la entrada capacitativa {(Yeshurura y col, 1996}, no afecté a la recuperacion
de las células con el RS vacio. Adicionalmente, el lantano, potente bloqueador de las
corrientes de entrada capacitativa de Ca?n, la bomba de Ca?* plasmatica v practcamente
cualquier entrada v salida de Ca (iHoth v Denner, 1993, Hille, 1991} tampoco atecto la
recuperacion de las celulas con RS vacio Estos resuitadoes con lantano v magnesto sugteren
e s probaitle gue on estas celulas Jos canales que estan cartiopando en L oeiada
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una gran acumulacién de fosfatos de mnositol en el MLV A de perro (Bazan-Perkins vy col,,
1998, Carbajal, 1998). No obstante, en este musmo tedo la histarmina no induce un
incremento significativo en la acumulacion los fosfatos de inositol, sugiriendo que este
autacowde moviliza pobremente Ca®™ del RS (Bazan-Perkins v col , 1998; Carbajal, 1998). La
deficiente produccion de fosfates de mositol generada por la histamuna comncide con la
pequena respuesta de contracaién del ML en perro v bovino mducida por este agenista en
>l medio sin Ca*'. Podemos entonces sugerir que la contraccién sostenuda de los anilios
brongquiaies de perro inducida por la histamma en un medio sin Ca?* moviliza este 19n de
una fuente diferente a la relacionada con los receptores a IPs del RS.

La posible existencia de otro almacén de Ca?* en la contraccidn sostemida de los
initlos bronquiales inducida per histamuna esta apoyada en el hecho de que el carbacol
wn preduce una respuesta sostenida en tepdes a los que previamente se les agotd el
rontenido de Ca** de los almacenes sensibles a este autacoide. Esta respuesta al carbacol
ue blogqueada con ACP, lo que suglere que este almacén es el RS, Altas concentracienes de
(OTA (1 mM} pueden bleguear la contraccién generada por carbace! que no se inhibid con
ACP (Montano v col, 1996), apovando la hipétesis de que el Ca?* proviene de dos fuentes,
I RS (sensible a ACP) v una probable fuente en la membrana extracelular sensibie a EGTA

m (insensibie a ACP) Es probable que la diseccidon dei ML pueda danar esta fuente y
or eso solo se observa on bronquios (Montano v col,, 1996). Esta fuente extracelular de
a%* podrian ser las caveolae, mvagimaciones de la membrana de 30-100 nm observadas en
Aulas de ML de utero, mtestmo delgado v ovasos sangumeos ast como endotelio
Admonae. musculo carduce v tibroblastos (Fupmote 1993 Schinitzar v ool 1993, [sshnka y

et O Redienteeste: Darly v colaboradores 99T enwoniraron ue on L parte




de la membrana plasmatica del ML de traquea de perre se marcé intensamente con
caveolina, un marcadoer para caveolae, sugiriendo la presencia de caveolae en este tendo.
Adrcionalmente estos investigadores encontraron que estas caveolae contienen grandes
cantidades de canales de Ca® tupe L, bombas de Ca®™ de membrana plasmatica,
calsequestrina vy calreticulina, estas dos ultimas proteira a la que se unen el Ca* (Darby v
col, 1997 v 2000; Shaul v Anderson, 1998). Igualmente, se ha demostrado que las caveolae
son sifios de la membrana plasmdtica donde se encuentran una gran variedad de
moléculas relacionadas con la transduccién de sefiales. proteinas G, fosfoinositidos,
receptores a [Ps y algunas enzimas reiacicnadas con fosfoinositidos (Hope v Pike, 1996, Ly
v col., 1995; Song v col., 1996 y 1997; Shaul y Anderson, 1998,). Debido a que en el ML el
RS es una estructura muy superficial, hay espacios de gran proxmmudad entre las caveolae
y el RS {Gabella, 1981). En su conjunto todas estas evidencias podrian sugerr gue el
MLVA estd provisto de vaveolae que podrian funcienar cemo almacenes de Ca™ para
contribulr con este 16n durante la contracci6n sostemda A favor de esta lupétesis, Shaul v
Anderson (1998) y Isshiki v Andersen (1999) recientemente propusieron que las caveolas
parecen estar involucradas en la regulacion de sefiales de Ca* en la superficie celular

Por otro lado, Wheeler-Clark v Buja (1995) demostraron que el glicocalix de células
de ML vascular de perro puede servir como una superficie restringida que evita la pérdida
de Ca't extracelular en las vecindades de la célula en medie sin Car. En ios amllos
bronquiales {a presencia de este mecanismo podria exphear por qué los almacenes de la
membrana extraceiular manticnen su cantenido de Ca' en medio sin Cadr, La hberacton
doe Ca?r de estos depusitos podina estar asoulada ot la apertura de canales de Ca’ tpo b b

sstcvontento, se i demostrado gue b noedipmae (8 oD bloguea da contracoor cosionida
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producida por carbace! en medio sin Ca®r en los anullos bronquiales de perro (Montafio v
¢ol, 1996}, sugmiendo que los canales de Ca? tipo L de estos almacenss extracelulares
pudiesen estar mvolucrados. Esto implica que el carbaco! induce la apertura de los canales
de Ca=" DV (Janssen, 1997) La estimulacién de los receptores H) tienen una accién sumular,
pues la respuesta sostenida inducida por la histarnmuna en un medio sin Ca®* fue bloqueada
completamente con rufedipina {1 pM). Por otra parte, la adicion de 1 mM de EGTA con el
cbjenve de reducer la cantidad de Ca** del aimacén extracelular de Ca?*, inhibié totalmente
la contraccién sostennda de los amilios brenquiales generada por hustarmna. Esto indica que
la histamuna probablemente movihizé Ca? de los almacenes extracelulares.

La posible fuente de Ca?* extracelular sensible a histamuna requiere de la actividad
de la bomba de Ca?* sensible a ACP, pues este inhubidor bloguea el 47% de la contraccion
sostenida inducida por histarmuna en medio sin Ca*  Esta inhibicién fue menor a la
observada en el caso del carbacol (82%), mostrande que la bomba de Ca® presente en
estos almacenes extracelulares es menos sensible al ACP que los del RS. Ademds esto
podria mdicar que la actividad de la homba de Ca** de los almacenes de la membrana
extracelular para la movilizacién de Ca** es menos importante cuando el RS ne es vaciado
por la formacion de nositoles. Por otro lado, la inhubicion de la respuesta a la histarmina
inducida por el ACP en medio sin Ca® tamibnén pudiera ser explicada por el mcremento
mctal de Ca=", debwdo a la apertura de los canales de Ca¥™ tipo L de los almacenes de la
membrana extracelular, que parcalmente movilizarian el Ca® proventente de 108 canales
Jde Cam wenatbles a nanoadina Bstos receptores han sido obseryados en ol RS deb ATV A
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- 60 -

La cantidad de Ca?* mtracelular requenida para mantener la contraccion sostemda
debe ser pequeha. Durante un estirnulo colinérgico en las traqueas de perro y bovino, las
[Ca>]i se incrementan transitoriamente v descienden a nuveles ligeramente superiores
sobre la basai inicial, meentras la confraccidn es sosteruda todo el ttempo (Takuwa v col,,
1987; Yang v col, 1993b). Este fendmeno fue atribuido a la PKC debrdo a que esta proteina
reduce el requernimuentc de Ca?* intracelular para manrtener la contracason (FPark y
Rasmussen, 1985; Takuwa v col, 1987). Aunque la activacién de la PKC ha sido
invelucrada en las respuestas scsterudas del MLV A (Gerthoffer, 1991; Rossett y col., 1995;
Roux y col, 1993), no hav un acuerdo acerca de su papel. Las scenzumas de la PKC
dependientes e independientes de Ca?* se encuentran en el MLVA {Donnelly y col., 1993).
Sin embargo la contraccidon sostenida de los anillos bronquiales inducida por carbacol o
histamina en medio sin Ca*™ no fue bloqueada por los inhibndores de la PKC calfostina C,
cheleritnina o estaurosponna sugiriendao que la PKC no estd involucrada en este fendmeno.

Los antecedentes antes mencionados sugleren que el Ca* movilizado por el
carbacol para la contracaén sestenida del MLVA en un medio sin Ca® pudiese provenir
de das estructuras, una mtraceiular, el RS, v otraen la membrana plasmatica, las caveolae.
Recientemente Carbajal v colaboradores (1999} demostraron que la contraccion socstemda
de los anullos bronquiales de perro es inhibada con rojo de rutemio, un blequeador de los
canales de Ca™ de RS sensibles a rianodina Esto podria indicar que debido a la existencia
de sttics donde la membrana del aimacén extracciular v el RS se encuentran muy
proximos (Gabelle, 1983), osta orcamzacion puede generar sehales tocales de Cads de gran
magniud v opor perrodos de trompe mas prelongados que en ol resto de o cclula

charcacnn 990 Como resiliado podra bberarse ot focaimente tante del RS, por da
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activacion de receptores sensibles a rianodina, como de los almacenes extracelulares, por
los canales tipo L activados por despolarizacién (Montafio v col., 1996) regenerando el
mcremento de Ca®* en estos espacios v después, tras la suma de sefiales de origen similar,
generar ondas de Ca** con posihilidad de difundirse en toda la célula (Kargacin, 1994} De
osta manera después de haberse iniciado la moviizacién de Ca* por la acaién de un
agoniste, la respuesta puede mantenerse generando la contracadn bronquial sostenida.

En comclusidn, nuestros resultados sugleren que la contraccién sostenida de los
antiles bronquiales en medio sin Ca?* es independiente de la actividad de la PKC y el Ca?”
necesario para esta respuesta inducida por carbacol proviene de dos fuentes: la sensible a
ACP (el RS) v una fuente de la membrana extracelular sensible a 1 mM de EGTA,
probablemente las caveolae v el glicocalix. La hustammina aparentemente scélo movihiza Ca?*
le la fuente de Ca?" de la membrana extracelular y este almacén depende de los canales de

Za™ npo L.




PERSPECTIVAS

El Ca*r es un mensajero prinordial en la contraccign del MLVA. El principal depdsito de
Zar en la célula es el RS. Como observamos en este trabajo, este almacén tiene un
impertante papel como amortiguador del Ca?* en la célula. También observamos que las
fuentes de Ca?* de la membrana plasmatica, posiblemente las caveclae y el glcocalix,
rontienen el suficiente Ca?* para mantener la contraccion bronguial en un medio sin Ca2
Es probable que la fuente de Ca?* de la membrana plasmatica también sea un sistema de
amortiguamiento de Ca? en la célula como lo es el RS, ;Porque es tan importante que
=xistan tantos mecanismos de amortignamiento de Ca® en las células de MLVA? Este
tejido esta mnvolucrado fuertemente en patologias como el asma, donde el MLVA se
contrae exageradamente reduciendo el calibre de las vias aéreas. En este contexto, los
mecanismos que mantienen ef gradiente de Ca? de 20,000 veces menocr en el medio
ntraceiular del extracelular deben ser muy eficientes para evitar que se generen respuestas
patoldgicas en el MLVA. De esta manera cada sistema que participa en la regulacion del
Za* en las células permite un maver control en Ja contraccion.

Seria interesante estudiar a las caveolae como un sistema de amortiguamento de
Za¥, y su posible relacion con el RS Para este es necesario usar herramuentas como el
nedie sin Cat y of ACP, que nos permutan distinguir entre el Ca® de las caveolae del Ca™*
icl medie extracelular v del Ca*t del RS Recienternénte nosatfres observamos que es
weesana la activacidn del receplor-canal de nanodima para que se lleve a cabo la
ontraccion bronguial sestenida en un medio sin Ca®s (Carbajal v col, 2000) Una pregunta

Crealizar seria delerminar si estos teceplor-canales poedrian encontrarse en las caveolae y
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se podria contestar va sea utilizando un doble marcae con anticuerpos conira los
receptores de nanodina v caveolina-1, o funcionalmente estimulando con cafefna a
bronquios previamente incubados con CPA en medio sin Ca?;

Finalmente se exploraria [a posible existencia de canales TRP en estas c€lulas asi
como su distribucién en la membrana plasmatica, con el fin de gbservar 81 se encuentran
en las caveolae. Por otro lado seria interesante determunar si la entrada capacitativa de

Ca® se puede producir por el vaciamiento del Ca2* de las caveolae,
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ARTICULOQO:

Involvement of different Ca?* pools during the canine
bronchial sustained contraction in Ca** free medium:
Lack of effect of PKC inhibition.
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stract We evaluated the role of protemn kinase C (PKC)
the sustamned bronchial contraction (SBC) induced by
bachel (Cch) or histanune i a Ca¥"-free medium and the
sibility that each agonist uses a different Ca®” store for
, vesponse  We studied third-order bronch! and amrway
coth muscle (ASM) from first-order bronchi dissected
> of cartrdage and epithelium, Bronchial and ASM re-
nstveness to Ceh or histamme were evaluated i Krebs
ption (2 3 mM Ca®) and 10 Ca®™-(ree medwum. Ceh and
amine induced an SBC wmn bronchiai tissues in Ca®*-free
dium In ASM each agonist produced a transient con-
tion, but the response te histamine was much smaller
1 mnduced @ concentration-dependent accurnulation of
sttol phosphates (IPs) 1 both bronchr and ASM. howey-
hestamine did not induce significant accumulation of
. Repeated exposure to histamine 1 brenchial rings
i1shed contractile responses in Cot*-free media. but Ceh
ed alterwards stll produced a sustamed contraction
5 1esponse was blocked when bronchial tissues were
ncubated with 10 uM cyeloprasomic acid (CPAY Bnel
ibatron of these preparations with a high EGTA concen-
on (! mM) abolished the histamme-nduced SBC. The
“mduced by Cch or histamine i Ca®-[ree medium was
wlected by the preincubation of the nssues with calpho-
C. chelerythume or staurosporme, We conciwded that
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Cch mobilbizes Ca® from two different sources during the
SBC 1in Ca’~-free medium: from a CPA-sensiiive one from
sarcoplasmic reticulum (SR) and from a putative extracel-
luiar membrane Ca? pool sensitive to 1| mM EGTA. and
nerther process tavolved PKC activauon Histamine ap-
peared to utilize the extracellular membrane poo!l oniy

Key words Protemn kinase C - Intracellutar Ca™=-
Bronchial sustained contraction - Ca®~-free medium

Intreduction

In arway smooth muscle (ASM), contraction mduced by
cholinergic agomsts depends on Ca®™ inffux through voli-
age-dependent Ca® chanmels (L-type). receptor-operited
Ca’” channels and on Ca?" release from sarcoplastmic retie-
uium (SR) by mositol-1.4.5-tnphosphate (1P,) aiter tecep-
tor stimulanon (Baron et al 1984; Cuthbhert ¢t al 1994,
Kajia and Yamaguchr 1993), On the other hand. histamme-
mnduced contractions, like those to KCL depend largely on
extraceltular Ca’~ entry. Compared te carbachol (Ceh). this
autacord 1 poorly able to mobilize Ca®™ (rom mternal
stores, at least in canine arrway (Kannan et al 1987)

Contracuions mduced by Ceh have two components an
el fast response (phasic) {ollowed by a sustaned con-
traction {tonme; Rodger 1983) The [Pimnduced refease of
stored Ca™™ from SR seems to mediate thy mina! 1esponse
(Kajma and Yamaguchr 1993} In canteust, proten hinase O
(PKCY regulation of several steps ol the sustained contiac-
ron mechamisny hds been proposed (Kayua and Yamaizuch
1993, Peiper et al 1996)

We previously noted that, i canme tiacheal YSM, under
Lo Ttree condions, Ceh nduces an 1P edependent s
lanseent conttaction, whereds 1 canme bronchs this ago-
nnt mduces J sustaned (lonic) contracnon that fus nuot
Peen well charreterized (dMontano o al 145%0)

Vhus, the cam o the tresent study wos e sssces e oo
stple tole ol SKU ccmvanon an the canme Stonchnal s

ored connaction mduced by U chin o ree madnae ad
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y comttrast the mechanism ot the Coh-inducsd responss 10
at of hestamms

laterials and methods

ssue preperanony Mongrel dogs of etther son 120223 k) were
thed oy an overdose of nentabaroital sodium {160 mg hg ). roliow-
g 4 protovel dpproved by our Antmal are Commuttce The enper-
ents were conducted .n aceordance with the puoushed Guiding Pan-
ples in the Care and Lse of Amimats. approved by the \merican
vsiolagical Socient  After lungs were exeised. 1o tipes ot bron-
1Al prenarations were obtained: (1) bronchial nngs of thud order
rd-BY were qissected free of adhered fat and conncetive ussue. but
T of cart lage and enithelium, at wom temperatare o oy genated
rebs solution. {21 airaay smooth muscre {ASM) stips were dissect-
oM rst-07der Jronchi. using d steleoseopc microscane Nikon
VA0 { Tokvo, Javant to prepare tssucs without cartage and ep-
wm as previously descnioed {(Meontafio et al 1996)

[0 ensure that aissection of cartilage and epithelium damage were
mnal Loneentration-response curves to Ceh were constructed with
d wathout cartitage and epithelam dessection: there were no signif-
int differences .n the ECyy values (0 2520 034 0 3420 025 uM. re-
ectively, n—4) The £, values could r.ot be directlt compared be-
use of the different contributions of smooth muscle to the weight
ed to normalize the dat

i actiding ovperimenss 3rd-Boand \SM prepararons were sus-
nded :n organ baths containung Kreos selution with .ngomethacin
DuMy Therings were muntamed at 37°C and serated with 5% CO.
oxygen, pH 74 [ometrie wnsion was recorded on a Beckman R
2 dynogrann {Beckman Instroments, Canf, LSAY va a2 mech-
peleetrical transducer (Grass FTO3, Grass Instruments, Cauf,
A Prenarattons were equiltbrated for 30 mun under a resting ten-
m of 1-1 5 g prior 1o testing, this tension was previously shown to
i optimal aetive tension Preparations werc then sunmuiated three
ws wirh 6t m KCT uanl maamum stible responses were oo-
ncd Kiens solution compasition was as toraws ymMy 1S NaCl
PRCH T2 NallyPOL 12 Me80y. 22 NaHCO, 25 CaCls {uniess
ierwsse speertied) and 11 glugose

Bronchiai and ASA responsneness to FCo,of Celt (9.34 uM) or
hastaune CHO UM, submaximal comeeniration) were evaluated
Krebs sotution (235 mv Cudy and in Cof ~free madium (0 Cat
led 10t i FGEA 0 chiminate possiale Ca contamination)
N studies showed that the addinon of G T mM FGTLA to 4 nom-
s (o -tree solution measured with the cale.um sensitve dyve
1= pentanatassiun salt, nunntaned Cao o coneentrations 10 nM
antafio of al 996 Results were evpressed o+ pereentage of the
stmum cantraction induged sy KCsomulation i Kreos soluton
P Cas o the same strp [n arder o mule out astamine desen-
ZALON due ke renetitive stimuianon, we pertormed some expen-
its to detenmme the aopropriate ime hebaeen hislaniine resnons.
Yo tound ar 1-homtenvals between cagh hestanuns stunulation
ided desensitzation { [able [}

Baciniasee of Covor fnramine-meeced conmae i i Eas" =0 ee ne-
no Whether €05 was avastable tram L eh ur hstanune-senstive
stares [ supPart contragt:ons was ned ety evajuated by recod-
the comtidcnion induced by thesd avomsts it g a7 -tree solufon
Ater Cole op histamme stimuaton 0 g Kie s sulunan,
ot ens were washed theee sy noes 4 s -fiee medium and
el enecd with e same aeoanss Lhe nias mun contta bon

le |
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wmaueced by these aganists. under these conditatis & ds begd 3y am m-
de ot ther aptlities to rerease Ca™™ from the cetmar stores Ceh-m-
duced contraction mmolves the release of Ca from aganut-sensitne
celiular stores tBoumeauetal 1991 Montaho et ac 1993, 19961 Dev
pletion of such stares was carned out by repetitive 20-nun ~tmula-
tions with Cobiar (0 mun with fstanune w Co -free meaum Onee
3rd-B tissues were depieted of Cat™ stores sgrsitive to histamine. s
wferred by the aosence of contractile responses. Lisues were simo-
lated with Coh in Ca®-free mediim n addrhiona €Xeriments., sren-
arations were premceinated for 30 min wath 10 uM ovcopazonc acd
{CPAY, an whihitor of the smooth-mtseie $R-CH mumy (Bourrean et
al 1991, Darby et an 1996: Suzuki et ar [992)

In some other expenments, 3rd-B preparations were pre-meupat-
ed with EGTA 1 mM for 30 nun 10 Ca®*-free medium to chelate Ca™”
bound extracedulariy EGTA was subsequently washed away with
Ca*-free medium and the areparations stmwated waith histamune in
another set of cxperanents, nssues were meubated during 10 mun voth
wfedipine (1 pv) and afterwards stimwated with histamine in Ca® -
free medium

At the end of overy experiment, the preparations wcre washed
narmal Krebs somron and sumulated agam with Ceh or hsranune
Respenses to this tinar Cch or histamne congentration were not statis-
tcally different trom the first contraction obtaned 4t the segumng of
the profocol (data nat shown)

Effect af prown buase C htbition on Gk or aniamne-nduced
contraciton 1 Ca”"-free medmom The etfects of caphostin C and
chelerythrine, two speerfic PKC tnhibitars (Heroert ot al 1990
Kopayashi ct al 1989), and staurosporine, an unspecific .nhibitor
(Ruegg and Burgess 1989), on the first response to Con or histamine
in Cai™-free mediem were evaluated. The calpaostin C concentration
required to inhaoit PKC was cstablished through its asiiin 1o antago-
nuze the ma~xumum contractile response induced by 1 uM 4-B-nhoreol
12,13-dibutyrate (PDB) or | uM 4-B-phorbor 12-myratate ! 3-acetate
{PMA) 1n 31d-B and ASM preparations i norman Kiens solution Ca-
phostin C {1 M) compretely abolished the mas.mum contractile re-
sponse induced by these phorbol esters (data not shownj The chelen-
thnne and staurosporine concentrations used were b uM and 10 oM,
respectively Stanrosporine (10 nM) has been demonstrated to wnhibut
the contractile resnonses to 1 uM PDB o porcing coronary aneries
and 0 66 pM chelervthone s the (Cep at PERC wr tat orn (liervert et
al. 1990, Kagevama ¢t al 1991}, At the concentrat.ans used i this
work, non of these PKC mhioitors (ealphostin €. staurasporine ot
chelerythrine) mod:fied the contracton wxduced 5y 60 mi KCl .
bronehr prenarations (100 2+6 2%, 10323 38% and 9% 9545 2%, of
KC1 response, respeatively, n=3, a—4, n=5_ respeinnely) Lhese re-
selts indicated that these mhibitor » concentrations Were appropriate
fr asaess ther etfect on haistamine and Ceh-induced comraction

Finaliy, 3rd-B tssucs werg inetbated for | h with calphosun ¢
(1 uM), staurosponine (10 nM) and chelenthnme 0 uhY i Ca? -free
medinm and then stimiated wath Cel ot hestamane AL the eanet-
ments with PRC inlibitors and mifedipine were done under dumn itahe
conditions,

Acewmmdfanon of tnostel phosphaces (2P Lhe effect of Ceh or hista-
e on the hvdraivas of phosphomostdes (P aaessed by
monutannyg the dccumulation of *H-labelled monttai phosphares m
normal Kreos selution and Ca®'«free medm (Bernidge et o 1983
Lhomas ¢f @' 19848 ASM hom trachea, Yd B und carlage trom
Bronchy were imeabated (0 a shaking water bath (20 vrrokes man wath
S0yl o as (2 ] inositol ot 3770 o 4 o s ed Buens sa-
ten In thoese oxper ments ASY Trem trached s nomm iy used
sioee [P castrenient tequined o e amounts S Essie nnd e st an-
Tuned from first onder stonch in addition we cermenarmned tha

IR S T I R H ]
AR

e

[NV TH sty

S Lo FER



Fig. 1 kffeuts ot reoettine
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T ons on MoRCiLd (Alack bars, 2
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Ca*free medaum € Time =
ceurse of (ol Simuaton in o
sronchial predamnons prev aus- _52
is depleted of Ca-~ sigres senst- 3 E
tve to histamine 'n Ca'-frog E=
medmm P01 =6 ‘éf
U =
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WSM trached: resnomses ta tstamne ane Colv wars st ar 10 those
obtaned in SN trom first order hronchs tn normat Krebs solution
dnd €a®-tree medium (data not shownd Tissues were washed twice
with Cu® -rree medium, and then ieubated i Krebs solutian wath or
withour € contaimng LiCl (10 mMC ar 37°C dunng [0 nun Non-
CUMULLTI G ConCenIration-respanise curves w Ceh (107107 M) er
histamine ¢ FO * 104 M) were aone  \fler the additan of Ceh of b
tanune the negodt on was contnued for 30 nin Al the reactions
were stonped o adding 30% perchlone acid foilowed by somcation
A centitugaton A AR ¢ dunng 15 nun All samn]es were nowmeal-
zedd with ROB (E S MY HEPFS 175 mM ), pit 7 0-7 <, and appued
@ g eolwmn of AGENS formate form, 100-200 medh (Bio-Rad) Fhe
estn s washoed twee with 10 mlistbied water and 10 mi amumoni-
w1 tarmte (60 mAE Y sodim tetrmbetate 15 MMy 0 emumae free
nva-[Hlmevtan and gyeerophosphoimositet Sequential washes
Aith 4 mlsadium tetravorate (3 mM) b sadiem farmate (180 my), 2
Wt aeia MM Eammonun formate (400 mAY, apd 4 ml
amue acud (100 mAD Fammann formare HE M were used o elute
nostol mens hosahate (3, wnostol Wsphiosehate (023 and imesitol
risphosphate 1P 3 resneetively 1 he amount of [PH]IPS was assessed
noadding 4 m. suntiliant hauid (Readv-Safe Beehman) to each sam-
e dath-adapt e overnight, snd measured oo Bechman LS 6000SE
quig seintaton gounter fRullerton, Calit U SAY [he 1esolts were
xPiessedd g 0 ner g wet werght

Pres Caraamycholine Chlonsde aud astamine diby drochionde
SEATRD G henren ST Lo Mo, US A were dissosved m €8 -tree
aton Indemethacn apd ethvlene vlheo"ss 1 3-aminvethy| ethery
SOV crettnetie dexd PG Sigmay were disanved o [N
L O ind added to the Kieos solttion rona conentration of
a0 b ey Nated poe (Stemay was premared s 1t mdE stock
sl el e and stored i doakaess e caneente an ot eth
WAt TP PALY DB e cahast t, hoenthome
LRI Nanen Saes U S O and stoos e 1y e e dissenned
doncthiv, su ton de gl coeentninen

1wl D conna! expeti-
Cnts Hse o e amae o dome thy D sinnosaaee sone et ne ortect Ao
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1
Caletum Free Medivm (EGTA €1 mM;

3

£

Calcinrs Free Medinm (EGTA LI mM)}
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Time{min)

Stansircal anehisay AL valaes moane WA and Llusiratuons are means
=$EM Data were anaiyzed by paired Student’s 1165t [0 some evper
ments a one-way anisis of vanunee and Dunnett's test tor multpie
comparison were used Two-tailled P-values - 0 05 were considered
stanstically signeficant. The z-values represent the numeer of dags 1
each experiment

Resuits
Bronchial responsiveness to Ceh and histomine

In bronchial preparations wath cartifage and epithelum or
m ASM sirrps without them, the contractile responses o
Ceh (270: Fig 1A) or lustamine (z2=6; Fig 1B) were not
different in Krebs solution with 2.5 mM C

The addition of Ceh or hustamine to bronchial prepaa-
tions i Ca'-lree selunon (0 1 mM EGTA) ininally pro-
duced a sustamed hronchial contraction during the 20- ot
10-mm stimulation. respeetively (see wmsets in bz 1AR)
Repetitive Ceh or histamme sumulation progressively «di-
nunshed the contractie responses, mdicating that Cas”
stores sustatning ¢ach response were bemg depieted (hig
1AB) Each suegesstve response was alwayy sustamed at or
near the wenal level of tension In ASM preparations both
Cehand lustameme stimudation in Ca’*-fee miediam caused
& transient contraction, but tespoenses 1o histamine were
smaller (2 001, e imsets m big 1)

Cmee the contracule responses W hstamme m hronchual
Hsaties I U 7 lree solubon were abolished. Cadror n1was
st abde e nduce contiacton ther Ty This Cohiresponse
U e mban
sane nearih ol

W st as shawen o e 1C

1tor o the smeaty mascde S8 o
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2 A Effect of cvcloprazome acid {C/24) premeubanion tor 30 mun
ormal Krebs saluron on carbachol (Ceh. U 34 uM) responses
ichial preparations previ.ousiy depieted of Ca*~ stares sensitive to
imme 1n Ca¥ +ree medium B Bronchial responses to histamine
uM) m Ca**-free medium after CPA preincubation tor 30 min m
nal Krebs salution ar premenbation for 30 mun m Ca® -tree med:-
with EGTA "P<0 05, "P<0 01, n=7

0 01) this response 111 tissues after the Ca”~ stare sup-
hng histamine comtractions was depleted (Fig 24) Ad-
onally. CPA preincubation also partiaily blocked the
nchial sustamed contraction nduced by histamine m
e preparations (Fig 2B)

3renchial incubation with I mM EGTA (20 mun w Ca -
- medium, #=4) almost abolished the respenses nduced
ustamine (F12. 2B) The addttion of mifedipme (1 pM,
) also inhibited the bronchial sustained contracnon in-
ed by histamine (Fig 3)

¢l of Cch and mstanune m 1Py accumulation
1onchiaf and ASM preparations

raratons stmulated with Ceh had the following IPs
U vatues i normal Krebs selution and i Ca “~-fiee me-
0. respectrvely: ASM 8 9432 39 cpnvmg  (#—3) and
3 40 ¢pmymg * {#~3); broncly 4.46%1 63 cpm/mg !
Yoand 4472117 epnvmg © i) Addinon ol Ceh to
A and bronchiai preparations, alihough lower i the lat-
nduced o concentration-dependent accumulation of
{F1ig 4AB) The maxinum response, ay compared

basal values for ASM, was 11255%147 1% and
62151 A% with and without calciem, 1espectiveiy. in
I'e kg = oum :
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oronchral preparantions, the responses were smaller.
339 62804 and 422 T+73 2%, respecuvely In both tissues,
the differences obtained 1n Ca® -contaming and Ca”™-free
medium were not statistically significant In carulage prep-
aranons Cch (100 uM) did not induce any IPs production
(~28.89%13 32%. n=3)

Histamine only mduced a very small, non-significant ac-
cumulation of’ [Ps 1n ASM and bronchial preparations m
both sofutions The basal values in Krebs solution and Ca -
free medium for the former ussue were 631x294
cpmymg | and 3.4322 | epmymg-'. for the lawter 3 48=1 73
cprvmg ' and 4 19zl 66 cpmymg'. respectively {n=1 for
all experrments) The maximum response in ASM and
bronchi preparations to histamme was 31 8729 33% and
14 24+13.46%. 86 39%17,11% and 38 4622 34%, m nor-
mal Krebs sotution and calcium-free medium, respectively

Effect of PKC on the bronchial sustaed contraction
mduced by Ceh and histamine in Ca 2=~ free medium

To assess the possible role of PKC activation in the contrac-
tion mduced by Cch or histamine 1 Ca 2°-free medium. we

‘2”" ECehmhrob<sLa
C Cen m hrebe-Gat™
& Hiy 0 hrehseCar /
& Hlis e hrube-Co [l

IPs Aceumufation {%)
3

-Log [M]

Fig. 4 Effeers of carbachol { Cek, n=5 8} and histamune ¢ v, 2 for
wach group} on tite nositol phosnhates { 17%) accumuiation (% of bas-
an vaize] i ASM 1 AY and bronchial { BY preparanons ssem Lo~

Kreops solution contatning Ca?=, Kreby - Ca-r - Krebs solution with-
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£STA TESIS NO SALE
DE LA BIRLIOTECA

d the eifect of the PKC ihibitors caiphestin C.
rosportne and chelerythrme, Figure 5 shows the aver-
time course of the bronchial sustained contraction in-
=d oy (ch and histaming in Ca?"-free medivm and
effect of 1 puM caiphostin C (n=5, #=6), 10 nM
resporine (n=3, n=4) and [ uM cheiervthring (#=6)
w2 PKC mhibriers did not modify significantly the sus-
=d contraction mduced by Cch or histamine 1n Ca2™-{ree
tion when compared with thewr respective control

ps

ussion

previous publicanon, we postulated that during the
ne bronchial sustained contraction induced by Cch in
-free medium, Ca®~ recycling seems to be required, oc-
ng by way of L-type Ca’~ channels from a compart-
t that was located outside the plasma membrane and de-
led on the functional Ca? uptake into the SR for
ing activily (Montaiio et ai [996)
1 this work. we observed that Cch and hitstamine each
uced a sustarned bronchial contraction m Ca?™-{ree me-
. whereas Cch and histamune sumulation caused a
1ent contraction 1 ASM, but histamine produced a sig-
antly smaller response. Since Cch or histamine stimu-
n were done in Ca*™-free medium, the oniy hnown
ce of Ca*~ for the sustained contraction 15 expected to
e SR through operung of IP;-gensitive channels { Baron
1984, Kayita and Yamaguchr 1993; Yang et al. 1993a).
seems 1o be true for Ceh stimulation since we lound
this agomist induced IPs accumulation However. un-
Ceh, histamine did not produce a sigmiicant ncrement
s accumuiation, suggesting that it mobiizes Ca®~ irom
iellectiveiv This fach i IPs production by histamine 1s
iborated by the iny ASM contraction induced by hista-

=7

er for caveclae, are also ennched n L-Ca~ channels. the
plasmalemma Ca?~ pump and caisequestnin. a Ca~"-bwding
protemn (Darby et ai 1997, and unpublished observauons)
Also, caveclae appeur to be the plasmalemmal locatiens for
G proteins, ¢-SRC tyrosme kinases. H-Ras. and some
phosphomositides and phosphomositde-unbzing ensvmes
(Hope and Pihe 1996 Li et 4l 1995, Song 2t al 1996,
1997) These observations suggest that ASM 1s endowed
with caveolae that could serve as a caleium pool for Ca™”
signaliing durng coniraction, Further studies are warranted
1o confirm this hypothests

[t has been proposed that coronary artery smooth muscie
cells have a source of extracellular Ca*~ bound to the
glycocalyx that in Ca?™-free medium would buffer, restrict
or sequester Ca*™ 1 the vicimty of the membrane surface
{Wheeler-Clark et al 1995). In bronchial nssue. this last
mechanism could explain why the extracellular membrane
Ca® poel mawntains 1s Ca®™ content 11 a medium free of
this divalent cation. Ca®" releage from these pools could be
triggered by a combined activation of a G protemn-lmked re-
ceptor and the opening of L-type Ca?" channels. In this con-
text, we have shown that 1 uM mfedipine abolishes the
Cch-mduced sustamed contractzon m Ca>"-free medium
{Montafio etal 1996}, suggesting that L-tvpe Ca’~ channels
from these extracellular stores could be mvolved m this re-
sponse  This wmplies that Ceh must depolanze the mer-
brane to open these voltage~dependent channels, as has
been previously demonstrated (Montaho etal 1996) Hista-
me acting on H, receptors could have a swnilar action,
since the bronchial sustained contraction mduced by this
autacold was completely abolished by mifedipine {1 pM)
Furthermore, | mM EGTA, which was expected 1o chelate
Ca’ from the exiracellular membrane Ca™~ pool, compiete-
ly abolished the histamme-induced sustamed contraction,
indicating that, 1n bronchial tissues. Ca®™ from these exira-
celfular pools was available despite the presence ol Ca™™-
tree medium and the lack of sigmificant imosinde producuion

in Ca'«free 1Tmedium Thus., the bronchial sustainedo release Ca® from SR.

action mduced by histamne appears o mobilize Ca~
a source different from the SR 1P, receptors-mediated
1wy
w possibility that there are other pooi(s) of Ca*™ m-
dn the sustained bronchial contraction 1s supported
2 fact that Ceh soll induced a sustained contraction
s previewsly depleted of hustimine-sensitve Co™
This Cch response was completely abolished by
which corroborated that this store was the SR In a
s woth, we showed that 1 mM EGTA blocked the
anensitive contracton sesponse o Uch i Ca' -tce
m (Montano et af. 1996), supporting the hvpothess
J7Taries 10m Do soutees, e SR (¢ PA-sensiiive)
putative extracellular membrane Ca’ pool sensitive
NLGTA TCPA-msensitive s This extracelbuiar Ca’™”
nait be the so-calied carveedae. membrane imvagin.-
hat have been repanied mosmooth muscle vells ttom
strelintestine and blood vessels avwell as Tung en-
i cade mosele cells and Shrablisas of npaeata
schmitreret ol 995 Tthas ecentdy been shovn that
AN TR e enneled m Cnceim, Lok

This purative extraceilular membrane Ca°~ source sensi-
tive to histarmine nught requize centimuous basal activary of
a CPA-sensitive Ca®-ATPase since CPA inhbited abowt
47 72% of the sustained contraction mduced by histamine
in Ca*~~free medium. This inhibnion was lower than the
ane observed with Ceh {82.47%), suggesting that the Cua™ -
ATPase present in these pools 15 tess sensitne 10 CPA than
the one present m SR, Also. this could indicate that Ca>-
ATPasc actvity from the eatracellular membrane Ca™ noal
wits less important lor Ca?~recyeling when SR stores wele
nol emphied by inositide production Alternain ely, CPA n-
hibiion of responses 1o listamne in Ca™=liee medra could
be explomed o the il Ca'™ increase due ta Letype € 1™
channels opeming Liom the extracellular membrane pool
partially mobilzes C17 ltom SR nanodine teceptons
tCaanduced a7 release) These teceptns have been
shown to be present i SR from ASM {Yamaguchy ot ai
"yasy

Anoanteresing fadime sas (DA smme e e
medium, ftadueed aovers sl esponse e WAL B
doved oovrondlintd wonramed contiocion he ok 0



onse (0 histamine i ASM could be explamed by the tact
it histamine poorly mobiizes Ca™~ from SR stores
SM and depends entirely or mastly an Ca™ entening from
> evtracellular membrane stores However, ASM dissec-
n might damage these stores or remove 4 subsiance,
ich aids Ca” mobiiization as we suggested previously
lontafio et al 1996). Addionally, the glveocalyx could
ve been dumaged during the dissection procedure, nhub-
1o the penicellular Ca*~ butfering tunction This
cocalyy injury or loss of a mobilizing tactor may have
luced the avarlabiiity of the extracellular membrane Cal~
ol content so that there was not enough Ca*™ to support
- contraction.
The zmount of Ca™" required to maintamn the sustamed
traction may be small. It has oeen shown in bovine and
r trachea that intracellular Ca™ {[Ca®],) increases foi-
ving 2 Cch-induced contraction. but falls to a plateau
hin 3~6 nun. even though contractile tension 15 main-
1ed forup to 2 h (Takuwa et al 1987: Yang et al. 1993b).
¢ authors presented evidence that Ceh activated PKC thar
10 a reduced requirement for [Ca’], elevation to mamn-
1 sustained contraction during the plateau phase (Park
| Rasmussen 1985, Takuwa et al 1987) Although PKC
nation has been suggested subsequently to explam sus-
1ed contractile responses of ASM (Gerthoffer 1961,
ssetti et al 1995: Roux et al 1993), there 15 no consen-
~about 1ts roie Both Ca"-dependent and independent
C 1soensymes have been reported in ASM (Donnelly et
{9657 In a previous weork (Montafio et al 1996) we
nd that. m the presence of | uM mifedipme, the Cch-
uced susamed contracuon n Car~-free medivm was
npletely abelished. suggesung that only Cas~-dependen:
C could be mvolved in this response However. the lack
nhibitory effect of caiphosun C, staurosporine and chel-
thrme on the sustained contraction induced by Cceh or
aming v Ca™-free medium does not suppert the wlea
L PKC activanon 1s involved in this process Other mech-
s, probably 1P production and Ca*~ recveling, could
moived n the sustamed response
nsummary, out results suggest that Juning the sustamed
wacton tnn Ca-"-Iree medum, Cch could be mobilizing
Tromtw oo ditferem sources the CPA-sensitive from SR
a4 putatse extracellular membrane Ca= poo! sensine
m EGTA, and that this respotise 13 PKC-mdependent
amine. N Contrast, avpeats o mebihse CaP~ only rom
aeacellular pool from whieh emury mto cells requures
ung and avattabihity of L-Ca’~ channels,

awwledacments ] e evpenmentt] protoco, was appranved i oor
i Care Comptiee and compoes with the cunront Lises of M-
T work s suoported s peints from OGAP Y LN W
TS ONACY T SOT6 A gnd PLIS LN AN (30424460 172
VI D M A ontane [ F RO Damier was \l:|\,1(!T‘ri:(1 o MR
NE
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Anexo II.

ARTICULO:

Sarcoplasmic reticuluin Ca?* depletion by caffeine and
changes of [Ca®]i during refilling in bovine smootl
muscle cells.
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Background, Inairway smooth muscle (ASM), Ca’~ influx in response 1o the Ca®~ deple-
tion of the sarcepizstmic reticulum {SR) seems to play a role m the regulauon of Inwacetu-
lar free Ca®" concentrations ([Ca?*],). This study evaluates some possible Ca®~ enwy path-
ways activated durmg SR-Ca?* depletion induced by 10 mM caffeine.

Methods Enzymatically dispersed bovime ASM cells were loaded with Fura-2/AM 1o
permut measurement of [Ca?*), changes 1o single cells,

Results, Caffeine 10 mM joduced z transient increase in {Ca®"], that depleted SR-Ca®*
comtent. Afier caffeine washout, a decrease 1n basal [Ca®™), (undershont) was invariably
observed, followed by a slow recovery. This phenomenon was inhibited by cyclop:azonic
acid (5 wM). External Ca®* removal 1 depolarized and nondepolanzed cells mnduced a de-
crease i basal [Ca**], that conunued until depletion of the SR-Ca* content. The decrease
i [Ca®*), induced by Ca®~-free physiological saline solution (PSS) was accelerated in caf-
feine-sumulated cells. Recevery from undershoot was not observed in Ca**-free PSS. De-
polarization with XCI and addition of DEC0 (30 wM) did not modify recovery. Simlar re-
sults were obtained when the Na™/Ca®* exchanger was blocked by subsututing NaCl with
KCl i normal PSS {Na*-free PSS) or by adding benzamsl amiloride (25 uM).
Conclusions SR-Ca®~ content plays an important role i the Ca?* leak induced by Ca™-
free medium, ard does not depend on membrane potential, Additionally, recovery from
understioot after caffeine depends on extracellular Ca®*, and neither voltage-dependent
Ca®™ channels nor the Na*/Ca®™ exchanger are involved. © 2000 IMMS. Published by
Elsevier Science Inc.

Key Words Aarway smooth rruscie. Sargoplasmic raticubum, €57 undersnioot, Coffeme.

Introduction 0 inimate the merease in [Ca*~ ], (4). The extracellular space
fen - 1. A 15 an mnfinite Ca®* source zvailable to the cell through volt-
A rise in intracelivler frez Ca®* concentation (fCa ")) 15 an .
\ . age-specific and nonspecific ¢auen channels (5,6). Voltage-

essential step for the excrtaton-coawaciion couphng of air- bae e
i ) - dependens L-type Ca*~ channeis have been involved manly

way smooth musele (A5M) In these eells, the sarcoplasmic - - 1
iy o . .- w the refilling of 3R Ca’~ stores (7,8)

revenium (SR), which operates as a Lumited Ca®™™ source,
has Ca*-channels actsated by imosfiol 1.4,5-tphosphate
(1,1 or by the Cot*- ndeece Ca° cane (CICR) my
N (3 This Car” r2lease from the 52

In varicus myocyles (9-12) 28 well x5 other exaitable
cells (13,14). 1t has recently been described that cytoselic
Cu*" uptake by the SR-Ca™" pump induces an undershoot of
Ca*" after mtacellular Ca® mebilizaver by caffeine ace-
trlcholine or noradrenatine s prienornicnon reledis tae
retliing of the SR
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ins acnvated after agenist removal, as long as the ER-
peols need to be refilled (13), This phenomenon supports
pacitative Cal* entry theory, according to which Ca®*
is trizggered by an unknown signal initiated by Ca**
depletion (15,16). A similar phenomencn has also been
sed in excizable ceils including ASM celis (17,18).

e observed that in bovine ASM cells, caffeine removal
ed a drop in basal [Ca**], {(undershoor) followed by a
recovery 1o the imtial baseline. The aygn of this study
o evaluate the possible Ca** entry pathways involved
s Ca2™ undershoot.

rials and Methods

solation procedures. Bovine tracheas obtained from 2
slaughterhouse were dissected free of epithelium and
ctive tissue in physiological saline solution (PSS, mM):
JaCl, 25 NaHCO,, 46 KC1, 1.2 MgS0,, 1.2 KH,PC,,
1 ghicose, The tissue was cut in strips (0.5 X 5 mm}
ling & total of 200 mg and placed in 2.5 mL of nominally
free PSS contalning collagenase type D (2.6 mg/mL)
lastase grade I (0.7 mg/mL) for 15 min at 37°C. Strips
then transferred to a similar PSS conwuning fresh en-
s plus desoxyribonuciease I (1 mgml) untl dispersed
#ere observed. This procedure allows us 1o obtam cells
consistent levels of resting [Ca**] (3). The dispersed
were lpaded with 2.5-3.5 pM Fura-2 acetoxymethyl es-
M) in Tow C2** (0.1 mM) for { h at room temperature
5°C), then allowed to setle into a heated perfusion
ser with a glass cover at the boom, This chamber was
‘ed on a Nikon mverted ricroscope (Diaphot 200, and
dhered 1o the glass were continuously perfused at a rate
-5 ml/min with PSS (37°C, equilibrated with 95% O,,
), pH 7.4) containing normal Ca* (2 miv.

rement of [Ca™*];. Fura-2/4M lcaded in the myo-
vas excited by altemating pulses of 340 and 380 nm

Ceuntsfeds

fiharsand s}
S
e

S w

(AT (o)

light, and emussion was collected at 510 nm using a PTI mi-
crophotometer (Photon Techmology Internaticnal, Prince-
ton, NJ, USA). Background flugrescence was automatically
subiracted and determined by removing the cell from the
field before beginning the experiments. The fluorescence
acquisition rate was 0.5 s. [Ca®*}; was calculated according
to the formula of Grynkiewicz and coworkers (19). The &,
of Fura-2 was assumed to be 386 nM (20). The mean 340/
380 fluorescence ratios and Rp,, were obtained by ex-
posing the cells to 10 mM Ca®~ 1 the presence of 1 pM
ionomycin and 1 Ca™*-free PSS with 1.11 mM ethylene
glycel-bis{B-aminoethyl ether}-NV.N' N'-tetragcetrc acid
(EGTA), respectively. R, was 11.7, and R, 0.5, The flu-
crescence ratio at 380 nm light excitation in Ca?“-free PSS
and Ca®*-saturated cells (), was 7.5.

Drugs. Fara-2/AM, caffeine, carbamylcholine chloride, cy-
clopiazonic acid, icnemycin, methoxiverapamil hydrochlo-
ride, and benzamil amilor:de were pbtained from Sigma (St.
Louis, MO, USA). Collagenase, elastase, and desoxyribe-
nuclease I were obtained from Boehringer-Mannherm {Tndh
anapolis, IN, USA). Fura-2/AM, cyclopiazome acid, and
ionomycin were dissolved in dimethylsulfoxide (final con-
ceatration, 0.025%). In control experimeats, dirnethylsul-
foxade did not have any effect.

Statistical analyses. The nonpaired Studeat’s -test was
used. Analysis of varance and Dunnett test for multiple
comparisons was also used. Stalistical sigmficance was set
at two-tarled p <<0.05. Data 1n the text and figures are ex-
pressed as mean = standard error (SE).

Resultg

Effect of caffeine on bovine ASM cells. The resting [Ca*~],
of ASM cells was 143 & 8 oM (n = 41). The addition of
caffeine (10 mM) for 2 min to the PSS resulted in a rapid 1m-
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SR-Ca" content c..mm caffetne snmulanon.  To evaluiie
viether the SR-Ca™~ conient was gepleted by caffeine,
A5M cells were sumulated wuh carbackol during this xan-
ne wcubation. In control expertments, carbachol (10 M)
nduced an wmersase 1 [Ca 7) of 627 = 90 M (n = 37) It
1as previously besn demonstrated that carbachol releases
3R-Ca®~ 1o mitizte s respense (4. In the presance of cai-
‘eme, carbachol aidinon did net mduee any further re-
sponse fa = 7} (Figures 2a 2nd b). A third carbachol sumu-
‘ation after carfemne washout induced an increase 1n [C2°7),

similer to the cenwol response (Figure 2c),

It 15 well known that ¢2ifeine induces an increase m
:AMP concentranon (23) that could be responsible for 1ts
anibutory effects en the carbachol response. To investgate
s possibibity. ASM cells wers incubated for 2 min with
“orskolin {32 pM, ICg,), an adenylare cyclase acuvator. For-
skolin reduced the wransient C2** peak mduced by carbachol
m 48.64 % 11.24 % (n = 3} (data not shown), but did not
sbolisk this resporse, as caffeine did (Figure 2). These re-
ults suggest that the cAMP elevauon eapected by the caf-
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the oaly mechanism responsidle

of Ca@~-free PSS inthe (Ca™ j ?IgL‘:C 3}.
he addit ian of Ca*~-%
lzzds lo a Jower Dasal [(Ce™7), and s decrement ma
tmue untl e SR-Ca~ content 1s depleted afts
{dzta not shown!. In ASHI cells pres.cusly sim

caffeine, the removal of evternal Ca*~ inouced 2 Taster
[Ca""3, decrease sompared wih nonstmulaad cell
3A and B). In bowr gronps, tie decrament was n

when ASM cel's were azpolanzea by subsii
mM NaClwith 1226 mM of RCl(n = 7).

Effect of exsraceilnlar C&* on the undershoor recovery
External Ca*~ removal after caifeine stunuiatzon completely
abolishea the undershoot recovery (n = 9) (Figurs 4). Un-
der this conaytion, the response to caifeipe stimulation was
sigaficanily reduced (77.6 = 3%) compared with calieine
stimulation in normal PSS. A second caffeine stmulation
did not produce 2zy response (Figure 4). Restorat:on of ex-
wemnal Cas~-contzimng (2 mM) PSS was followed by com-
plate recovery of [Ca®™j, basal Jesels (Figure 4) and caffemne
responsiveness {data not show n).

Role of voliage-dependenr Ca™ chanrels (VDCC) and Na™f
C&’~ exchanger i the undershoor. Methox) verapamil
(D600), an antagonist of VDCC, was used w eszluate
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2 §. Exterpal Ca*" removal prevents the undershoot recovery. {z) Caf
0 mM nduced a ransient Ca*° peak Removal of extracelinjar Ca**
affeine (10 mM) washoul tiocsed e uadershoot recos erys (b, ¢}
ne 2ddinon in Ca®*-free PSS rreduced 2 smailer response, and a sec-
muiaon did 2ot produced any affect The wmser corresponds o te
um response indaced by caffcoe observed ma. p, 2nd ¢ Rp <0.001,

1er the Ca?™ entry pathway during uadershoot and re-
y could cecur through these channels. We noticed that
tal duratien (drop and recovery) of the Ca~ under-
.ehclied by cafiewne was not modified by D800 (30
n = 8) (Table 1} Subsnmunon of 118 mM Nall in nor-
?S8 by 122.6 mM of KCI (o mduce inactivation of
Z by long-lasting depolanzanan and inversion of the
Ca®* eachanger did not modify the Ca®~ undershoot
4). Moreover, benzaml armiloride, (25 uM). an Na*/
exchapger blocker, added for 8 mua in normal PS8
id not affect the Ca®™* undershoot (n = §) (Table I).
xenzarnil amuloride concentration was enough to m-
1e Na*/Ca** exchanger reversal response mduced by
uttng NaCl with 143 mM of choline chlonde (n = 4)
2 5).

sion

present experrments with ASM cells, we observed
Teine induced a trangient rse 1 {Ca™], which rap-

%
Tame(s)

Figure 8. Tvpical recordmg of the effect of benzagul amionde on the
fCz?*], changes incuced by the reversal mode of the Na™/Ca™ exchanger.

!\ bars show wie substrnon of 11§ mM NaCl with chlonds choline
{143 mM) .0 normal PSS, Closed bar represents -min incubanon with
benzarut amuende (25 pM), wiheen nearly blocked ihe respoase 10 chio-
nde cnoline

idly returned to the izl baseline. The transient Ca™~ peak
has been explamned &s an increase in the Ca®~ sensmvity of
the CICR channels, Le., [Ca?~], basal Jevels are suficient to
mduce channel opening (10.24). Once caffeine was removed,
an abrupt drop 1 [Ca?*}, (undershoot) was observed

The Ca** undershoot has been documented 1 bullfrog
sympathenc ganglia (13), m rat vascular and ventricular
myocytes (10), and 1 gunea pig myentenc neurons (14),
urinary bladder (11.12), and wacheal smooth muscle cells
(9). Most of these authors concluded that this abrupt drop m
(Cal*], 15 due 1o Ca?* uptake by the empty SR (9-11.13)
Our results are in agreement with this mterpretation m that
the undershoot was completely abolished by CPA.

The second component of the undershoot was the slow
cytosolic Ca** recovery to baseline afier the sudden drop in
[Ca®*},. Tt has been suggested that SR serves as a superficial
buffer barrier (SBB) for the deeper mycplasm (25) In this
model, Ca*~ reaches the subplasinalemimal space before 1t
can diffuse and rase cytosolic Ca®™ in the deeper myo-
plasm. This hypothesis predicts that SR-Ca®* depieuon pro-
duces a delay between the nise of [Ca™*], and force develop-

Effect of volare operated C.0° channels and NA —Ca™ exchanger it the Ca?* undershoor after caffeine wathdrawa)

Daghed
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35000 Benzamil amilonde Substituuen of
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nent (26). The SBB rypothesis may thus enplan the s

niss m cviesolic Cam~ cershoot recanen, hacaﬁc

22 SRocouia be buffenng e €287 anlun pefoe v Teacnes

e deepsr myoplasm.

Our expermaents 12 Ca”~-Tee PSS showed that e

2=" removal leads 1o a <ow Ul continuous _ehreﬂens of
ehine [Ca7}, uni:i SR-C2~ depleiion 1s reachs

0. Such en obsenalion was srml:u' in both depolanzed
Jondzoelarizea ¢sils, 1nc.oxing that m these cells, the

stanzial Ca’~ leak qoes not S2nend on membrane polen-

However, this (2™~ %z2% seems o be more evident

hen SR-Ca™™ stores were prey iously depleted by calizine.

O ne possitie explanatien for (G1s phenomenon could be that

w nendepleted cells, SR-Ce” content 15 buffening the cato-

solic Ca™~, prevenung 2 Sudde drop in [Ca*"]. Addidon-

ally, we observed that the Ca*~ source durmg undershoot

recovery Is mainly entraceilular, because the undershoot re-

covery was abolished uider Ca™~-free condinons.

VDCC in ASM ceils are one of the mam Ca®™ entry

patinwas s (27). In canine ASM, Bourrean and coworkers (7)
reposted that, dunng acervicholine sumulation, a direct
pathway oceurs to allow SR-Ca™" refilling through L-typs
Ca™ chagnels. Recently, on studying the same species, Jan-
ssen et al. (28) found tiar, dunng caffeine stimulation. there
is an mereass N subsercolemmal (Ca®™) =nd membrane
current acuviry, such as Ca™-dependent C1™ and K cur-
rens, without z2etivating VDCC. They also found that ace-
tylcholine activates all previous mechamsms induced by
cafferna. including VIDCC.
v Qur resulls m bovine-isolated ASM cells suggest that
YDCC are not involved, at least m SR-Ca?~ reftfling 1n-
duced by caffeine depletion, because perther D-600 nor
membrane depolarizanon by KCI changed the undersheot
recovery. Why VDCC are not activated by caffeine 1s still
unknown. and requires further invesiigation.

In excitable cells. the Na/Ca®™ exchunger hos been im-
plcated 1n cytoplasmic Ca®* regulation in the subplasm_g,l;-
mmal space, inducing Ca*~ extrusion to maintain the Ca®*
homeostasis in this area {25), although the role of this exTu-
sion mechamsm m ASM cells is quesuoned by other re-
searchers {27.29). In this context. the Na=/Cu™" exchanger
inhibition with benzami] amijonde or reversal of the Na™/
Ca™ exchanger by substituuing NaCl with KC1 ¢id not mod-
fy the mechanisms mvolved in the undershoot fecos ery.

In nonrexcrable celis, Putney (13) postilated & capacita-
tive Ca** entry theory that sugmests a mechamsm that
senses te Co*" coment i the ER and generates a signad o
activate Ca’* mflux after depletion. This umque Ca®' eatry
pathway is only activated when ER-Ca®™ stores are emply,
and s funzuonally macuve when these stores are full, After
emping the ntraceilular stores from rat aleun smootl
muscte 17y ard humen racheal smonth mescle (18), a
svatton and Catmonfluy wes
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the undershoo!

ecred 1o oo

ple SR-Ca™~ d eolean: thus, it may be poss
pacitatne Ca*~ enuy 15 wnvolied in
recovery Hewener Sanber exnpenmoenis are
roborate this hy pothesis.

In concluson. we observed ﬂm SR-Cz*" content 3!
an umporant role dunng the Ca™~ leak observed 1 Ca'™-
free medium, and dees not depend on membrane powen
We addmionally obsen =d that recovery from undershoot af-
ter caffeine washout cepends on extracelluler Ca®~. and that
neither VDCC nor the Na~/Ca’™ exchanger are imolved.
Fumallv, we obsered that Ca®~ undershoor after caffeina ra-
coval appeers 10 be 2 vseful phenomenon to suay some of e
mechansms v olved o the regulaton of [Ca™"], by the SR
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