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Summary

Role of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and
phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K) in calcium signaling

pathways in resistance arteries

INTRODUCTION

Insulin resistance states result in the impairment of insulin vascular actions that
depend on PI3K/nitric oxide (NO) and MAPK/Endothelin-1 (ET-1) signaling pathways.
This imbalance leads to an exacerbated vascular contraction and endothelial dysfunction
(Kim et al., 2006; Prieto et al., 2013). However, alterations of calcium (Ca?")
homeostasis in vascular smooth muscle (VSM) are associated with abnormal
vasoconstriction and vascular complications in metabolic disease (Okon et al., 2005,
Ford et al., 2010; Villalba et al., 2011).

In VSM, contraction depends on the elevation of intracellular Ca?* concentration
([Ca"]i) due to extracellular Ca* entry and/or Ca?* mobilization from the stores in the
sarcoplasmic reticulum followed by activation of myosin light chain (MLC) kinase,
MLC phosphorylation and the subsequent formation of actin/myosin crossbridges (Liu
& Khalil, 2018). However, increases in contractile force development can also occur at
a given [Ca®"]i, a process mediated by Ca?* sensitization mechanisms (Somlyo &
Somlyo, 2003; Villalba et al., 2007).

Ca?" entry through voltage-dependent L-type channels (Cay1.2) plays a key role
in arterial vasoconstriction but also in Ca?*-dependent gene transcription of VSM
(Kudryavtseva et al., 2013). These channels can be target of several kinases that
regulate multiple signaling pathways, participating in the modulation of vascular

smooth muscle contractility (Morello et al., 2009).

It has also been reported that ET-1 is responsible for the maintenance of vascular
tone, causing a strong vasoconstriction in VSM (Wagner et al., 1992). Hypertension and
augmented vasoconstriction associated to vascular diseases such as diabetes or
metabolic syndrome have been reported to be related to Ca?* sensitization of contractile
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machinery in VSM mediated by protein kinases (Martinez et al., 2000; Naik et al.,
2006; Villalba et al., 2007, 2011; Crestani et al., 2017).

RhoK and PKC are kinases associated to Ca?* sensitization mechanisms related
to smooth muscle vasoconstriction (Nobe & Paul, 2001, Somlyo & Somlyo, 2003;
Villalba et al., 2007). Furthermore, there is experimental evidence that supports the
regulation of intracellular Ca?* mobilization and extracellular Ca?* entry by protein
kinases in cardiac myocytes and VSM (Ghisdal et al., 2003; Villalba et al., 2008; Smani
etal., 2010).

The relative contribution of Ca?* sensitization processes to vascular contraction
has been proven to be dependent on vessel size (Kitazawa & Kitazawa, 2012; Martinsen
et al.,, 2012). Small resistance arteries play an important role in maintaining and
regulating blood pressure, and their vasoconstrictor ability is controlled by the
sympathetic nervous system. This vasoconstriction appears augmented as a common

vascular complication in metabolic syndrome and insulin resistant states (Ford, 2005).
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AIMS

The aim of this study was to assess the role of the kinases PI3K, MAPK and
PKC in Ca?* signaling pathways coupled to the asi-adrenergic receptor and the ET-1

receptor in resistance arteries. The specific aims were the following:

1. To determine the relative contribution of Ca?* entry, Ca?* mobilization and Ca?*
sensitization to vasoconstriction mediated by the as-adrenergic receptor in

resistance arteries.

2. To assess whether kinases PI3K, MAPK and PKC participate in the regulation

of Ca?* signaling mechanisms coupled to the ai-adrenergic receptor.

3. To determine the relative contribution of Ca?* entry, Ca?* mobilization and Ca?*
sensitization to vasoconstriction mediated by the ET-1 receptor in resistance

arteries.

4. To evaluate whether kinases PI3K, MAPK and PKC take part in the regulation

of Ca?* signaling mechanisms coupled to the ET-1 receptor.

METHODS

Simultaneous measurements of [Ca?*]i and tension were performed by fura-2AM
ratiofluorometry in 3™ order branches of mesenteric arteries from male Wistar rats
mounted in microvascular myographs. Concentration-response curves for CaCl, were
performed in arteries activated with phenylephrine (Phe) or ET-1 kept in Ca**-free
solutions, in the absence (controls) and the presence of a selective blocker of L-type
Ca2* channels (nifedipine), an inhibitor of the Orail-mediated Ca?" entry or specific
inhibitors of ERK-MAPK, p38-MAPK, PI3K and PKC.



Summary

RESULTS

Activation of as-adrenoceptors with Phe stimulated intracellular Ca?*
mobilization and Ca2* entry along with contraction in resistance arteries. Both [Ca®];
and contractile responses were inhibited by nifedipine, while CPA abolished

intracellular Ca* mobilization and reduced Ca?* entry.

Inhibition of ERK-MAPK with PD-98059 did not alter intracellular Ca2*
mobilization but largely reduced L-type Ca?" entry elicited by Phe without affecting
vasoconstriction. The PI3K blocker LY-294002 moderately reduced intracellular Ca2*
release, Ca®* entry and contraction induced by the ai-adrenoceptor agonist, while PKC
inhibition decreased Phe-elicited Ca?* entry and slightly reduced contraction without
affecting intracellular Ca** mobilization. The PKC inhibitor GF-109203X diminished
Ca?" entry and to a lesser extent the associated contraction but did not affect

intracellular Ca?* mobilization.

Stimulation of ET receptors with ET-1 caused both intracellular Ca?
mobilization and extracellular Ca?* entry along with contraction. These responses were
inhibited by nifedipine, likewise ai-adrenergic contraction. PI3K inhibition with LY-
294002 reduced intracellular Ca?* mobilization without affecting contraction or
extracellular Ca?* entry coupled to the ET receptor. The MAPK inhibitor PD-98059 did
not have any significant effect on intracellular Ca?" mobilization, Ca?* entry or
vasoconstriction induced by activation of the ET receptor. Under conditions of
ryanodine receptor (RyR) blockade to inhibit Ca?*-induced Ca?*-release (CICR),
inhibitors of PI3K, ERK-MAPK, and PKC significantly reduced [Ca*] increases but
not contraction elicited by high K* depolarization.



Summary

CONCLUSIONS

oa-adrenergic vasoconstriction is mediated by intracellular Ca?* mobilization, by
Ca?* entry through voltage-dependent L-type Ca®* channels and by Ca*

sensitization mechanisms in resistance arteries.

PI3K stimulates intracellular Ca?* mobilization, Ca?* entry and vasoconstriction
without affecting Ca?* sensitization mechanisms coupled to the ai-adrenergic

receptor.

MAPK regulates Ca®* entry unrelated to oi-adrenergic vasoconstriction, so it is

not associated to Ca* sensitization mechanisms of contractile machinery.

PKC, probably a Ca?*-dependent conventional isoform, participates in Ca®*
entry regulation but not in Ca®* sensitization mechanisms coupled to the -

adrenergic receptor.

ET-coupled vasoconstriction in VSM depends on intracellular Ca?*
mobilization, on Ca®" entry through both voltage-dependent L-type Ca®
channels, store operated channels and on Ca®' sensitization mechanisms in

resistance arteries.

PI3K stimulates intracellular Ca** mobilization not related to vasoconstriction,
while MAPK does not seem to be involved in Ca?" sensitization mechanisms

coupled to the ET receptor.

PKC participates in extracellular Ca?* entry, inhibits Ca?* mobilization from
intracellular stores and is involved in Ca®* sensitization mechanisms coupled to
the ET receptor in VSM.

The kinases PI3K, MAPK and PKC selectively regulate Ca®* entry through
voltage-dependent L-type Ca?* channels in resistance arteries independently of
the Ca?*-induced Ca?*-release mechanism elicited by membrane depolarization.
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Resumen

Regulacion de la entrada de calcio en arterias de resistencia: papel
de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI13K) y de las kinasas activadas

por mitégenos (MAPK)

INTRODUCCION

La resistencia a la insulina produce la alteracién de acciones vasculares que
dependen de las vias de sefalizacion de la PI3K/6xido nitrico (NO) y de la
MAPK/Endotelina-1 (ET-1). Este desequilibrio desemboca en una contraccion
exacerbada y disfuncion endotelial (Kim et al., 2006; Prieto et al., 2013). Sin embargo,
las alteraciones de la homeostasis del calcio (Ca?*) en el musculo liso vascular (MLV)
se asocian a vasoconstriccion anormal y a complicaciones vasculares en enfermedades
metabolicas (Okon et al., 2005, Ford et al., 2010; Villalba et al., 2011).

En el MLV, la contraccion depende del incremento en la concentracion de Ca%*
intracelular ([Ca®*];) debido a la entrada de Ca®* extracelular y/o la movilizacién de Ca?*
de los almacenes del reticulo sarcoplasmico (RS) seguido por la fosforilacion de la
cadena ligera de miosina (MLC) y la formacion de los puentes cruzados de actina/
miosina (Liu & Khalil, 2018). Sin embargo, incrementos en la fuerza contractil pueden
ocurrir a una determinada [Ca?'];, proceso denominado sensibilizacion al Ca?* (Somlyo
& Somlyo, 2003; Villalba et al., 2007).

La entrada de Ca?* a través de los canales dependientes de voltaje tipo-L
(Cavl1.2) es fundamental en la contraccion arterial y en la transcripcion génica en el
MLV (Kudryavtseva et al., 2013). Estos canales son diana de cinasas que regulan
maultiples vias de sefializacién, modulando la contractilidad del MLV (Morello et al.,
2009).

Tambien se ha descrito que el péptido vasoconstrictor ET-1 es responsable del
mantenimiento del tono vascular en el MLV (Wagner et al., 1992). La hipertensién y la
vasoconstriccion aumentadas asociadas a enfermedades vasculares se han relacionado

con la sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria contréactil del MLV mediada por protein
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cinasas (Martinez et al., 2000; Naik et al., 2006; Villalba et al., 2007, 2011; Crestani et
al., 2017).

Las cinasas RhoK y la PKC se asocian a los mecanismos de sensibilizacion al
Ca2* relacionados con la contraccion del MLV (Nobe and Paul, 2001; Somlyo &
Somlyo, 2003; Villalba et al., 2007). Ademas, existe evidencia experimental que apoya
la regulacion de la movilizacion del Ca?* intracelular y la entrada de Ca?* por cinasas en
miocitos cardiacos y en el MLV (Ghisdal et al., 2003; Villalba et al., 2008; Smani et al.,
2010).

La contribucion relativa de los procesos de sensibilizacion al Ca?* a la
contraccion es dependiente del tamafio del vaso (Kitazawa & Kitazawa, 2012;
Martinsen et al., 2012). Las arterias de resistencia participan en la regulacion de la
presion sanguinea, y su capacidad vasoconstrictora es regulada por el sistema nervioso
simpatico. Esta vasoconstriccion aparece aumentada en el sindrome metabdlico y en

estados de resistencia a insulina (Ford, 2005).
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue evaluar el papel de las cinasas PI3K, MAPK y
PKC en las vias de sefializacion al Ca?* acopladas al receptor az-adrenérgico y al
receptor de ET en arterias de resistencia. Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar la contribucion relativa a la vasoconstriccion mediada por el
receptor as-adrenérgico de los mecanismos de entrada de Ca?*, movilizacion

de Ca?* intracelular y de sensibilizacion al Ca?* en arterias de resistencia.

2. Evaluar si las cinasas PI3K, MAPK y PKC participan en la regulacion de los

mecanismos de sefializacion de Ca®* acoplados al receptor az-adrenérgico.

3. Determinar la contribucion relativa a la vasoconstriccion mediada por el
receptor de ET de la entrada de Ca®*, movilizacion de Ca®" intracelular y

mecanismos de sensibilizacién al Ca%* en el MLV de arterias de resistencia.

4. Evaluar si las cinasas PI3K, MAPK y PKC participan en la regulacion de los

mecanismos de sefializacion de Ca®* acoplados al receptor de ET.
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METODOS

Se realizaron medidas simultaneas de la [Ca?*]; y tension mediante la técnica
ratiofluorimétrica fura-2AM en ramas de tercer orden de arterias de resistencia
mesentéricas, procedentes de ratas Wistar macho adultas y montadas en un miografo
microvascular. Con ese fin fueron realizadas curvas concentracion-respuesta (CCR)
para el CaCl, en arterias activadas con fenilefrina (Phe) o ET-1 y mantenidas en
soluciones fisiologicas libres de Ca®*. Dichas curvas se realizaron en ausencia
(controles) y en presencia de un bloqueante selectivo de los canales de Ca?* tipo-L
dependientes de voltaje (nifedipina), de un inhibidor de la entrada de Ca®* mediada por
Orail o inhibidores especificos de la ERK-MAPK, p38-MAPK, PI3K y PKC.

RESULTADOS

La activacion de los receptores ai-adrenérgicos con Phe estimulo la
movilizacion de Ca?" intracelular y la entrada de Ca?* junto a la contraccion en arterias
de resistencia. Tanto las respuestas de la [Ca?*]icomo de la contraccion fueron inhibidas
por nifedipina mientras que el CPA elimind la movilizacion de Ca?* intracelular y

redujo moderadamente la entrada de Ca?*.

La inhibicion de la ERK-MAPK con PD-98059 no afect6 a la movilizaciéon de
Ca2" pero redujo significativamente la entrada de Ca®" tipo-L inducida por Phe sin
alterar la vasoconstriccion. El inhibidor de la PI3K LY-294002 redujo de forma
moderada la movilizacion de Ca?* intracelular, la entrada de Ca®* y la contraccion
inducidas por la activacion del receptor ai-adrenérgico, mientras que la inhibicion de la
PKC disminuyo la entrada de Ca?* inducida por Phe y en menor medida la contraccion
sin afectar a la movilizacion de Ca?* intracelular. El inhibidor de la PKC GF-109203X
redujo la entrada de Ca?* y la contraccion asociada pero no afectd a la movilizacion de

Ca?* intracelular.
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La estimulacion de los receptores de ET caus6 la movilizacion de Ca®*
intracelular y la entrada de Ca?* junto a la contraccion. Estas respuestas fueron inhibidas
con nifedipina, de igual modo a la vasoconstriccion ai-adrenérgica. La inhibicion de la
PI3K con LY-294002 redujo la movilizacion de Ca?* intracelular sin afectar a la
contraccion y a la entrada de Ca?* extracelular acopladas al receptor de ET. El inhibidor
de la MAPK PD-98059 no mostr6 ningun efecto significativo sobre la movilizacion de
Ca?* intracelular, sobre la entrada de Ca®* y sobre la vasoconstriccion inducidas por la
activacion del receptor de ET. El inhibidor de la PKC GF-109203X redujo la entrada de
Ca?" y la vasoconstriccion acoplada al receptor de ET, pero produjo un incremento de la
movilizacion de Ca?" intracelular acoplada a dicho receptor. Bajo condiciones de
bloqueo del receptor de rianodina (RyR) para inhibir la liberacion de Ca?* inducida por
Ca?* (CICR), los inhibidores de las tres cinasas disminuyeron de forma significativa los
incrementos en la [Ca?']i pero no la contraccion tras la despolarizacion de la membrana

con una solucién rica en K*.
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CONCLUSIONES

La vasoconstriccion as-adrenérgica estd mediada por la movilizacion de Ca?* de los
depdsitos intracelulares, por la entrada de Ca®* a través de canales VOC tipo-L y
canales SOC, y por mecanismos de sensibilizacion al Ca?* en arterias de resistencia.

La PI3K estimula la movilizacion de Ca?* intracelular, la entrada de Ca’* y la
vasoconstriccion sin afectar a los mecanismos de sensibilizacion al Ca?* acoplados

al receptor az-adrenérgico.

La MAPK regula la entrada de Ca** no asociada a la vasoconstriccion ai-
adrenérgica, por lo que no se encuentra asociada a los procesos de sensibilizacién al

Ca?* de la maquinaria contractil.

La PKC, posiblemente una isoforma convencional dependiente de Ca?*, participa
en la regulacion de la entrada de Ca?* pero no en los procesos de sensibilizacion al

Ca?* acoplados al receptor oz-adrenérgico.

La vasoconstriccion acoplada al receptor de ET en el MLV depende de la
movilizacion de Ca®* de los depdsitos intracelulares, de la entrada de Ca" a través
de canales VOC tipo-L y canales SOC, y de mecanismos de sensibilizacion al Ca®*

en arterias de resistencia.

La PI3K estimula la movilizacién de Ca?" intracelular no asociada a contraccion
mientras que la MAPK no parece estar implicada en los mecanismos de

sefializacion de Ca?* acoplados al receptor de ET.

La PKC participa en la entrada de Ca?* extracelular, inhibe la movilizacion de los
depositos intracelulares y esta implicada en la sensibilizacion al Ca?" de la

maquinaria contractil acoplados al receptor ET en el MLV.

Las cinasas PI3K, MAPK y PKC regulan de forma selectiva la entrada de Ca?*
tipo-L en el MLV de arterias de resistencia independientemente del mecanismo de
liberacion de Ca?" inducida por Ca®* en respuesta a la despolarizacion de la
membrana.
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1. FISIOLOGIA DEL CALCIO EN LA VASOCONSTRICCION ARTERIAL

En el citosol celular, la concentracion de calcio (Ca®*) se mantiene a niveles
bastante bajos (10'M), aproximadamente cuatro 6rdenes de magnitud por debajo de los
niveles de Ca?* extracelular. Existen unos depoésitos intracelulares de Ca?* capaces de
acumular Ca?* en su interior hasta alcanzar una concentracion de Ca?* similar a la
extracelular. La homeostasis del Ca?* se obtiene a través de la regulacion de los flujos
de Ca®** que existen entre estos tres compartimentos: citosol, medio extracelular y

depdsitos intracelulares (Tsien & Tsien, 1990).

El Ca®* es continuamente bombeado desde el citosol hacia los otros
compartimentos por bombas de Ca?* con actividad ATPasa presentes tanto en la
membrana plasmatica como en las membranas de los depositos. Estas bombas requieren
del gasto de energia metabolica en forma de ATP para transferir el Ca?* en contra de un

gradiente de concentracién (Berridge & Bootman, 1998).

Durante el estado de reposo de la célula, los canales que permiten la entrada de
Ca2* se encuentran cerrados mientras que las bombas ATPasas van a tener una actividad
incrementada para asi mantener una baja concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?']y).
Cuando la célula pasa del reposo a un estado de actividad, los canales de Ca?* se abren
permitiendo la entrada de Ca?* en el citosol, que al aumentar va a dar lugar a una gran
variedad de respuestas fisioldgicas. La regulacion de la actividad de estos canales es

vital para el correcto y preciso control de la [Ca?*]i (Tsien & Tsien, 1990).

Se han descrito numerosos tipos de canales que permiten el paso de iones Ca?*.
En muchos tipos celulares, la interaccion de un agonista con un receptor especifico de la
membrana plasmatica da lugar a la formacioén de un segundo mensajero que provoca
una elevacion de la [Ca?*]i mediante la consecuente apertura de canales presentes en la
membrana de los depositos intracelulares (Wu et al., 1992; Berridge, 1993; Misarkova
et al., 2016). Las mitocondrias son también capaces de almacenar y liberar Ca?*, sin
embargo, parecen operar a concentraciones de Ca®" muy por encima de los valores
normales en reposo, por lo que no parecen desempefiar un papel importante en el
control de la [Ca?*]i (Tsien & Tsien, 1990).
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Las arterias de resistencia y las arteriolas juegan un papel esencial en la
homeostasis del sistema cardiovascular y del organismo, ya que actGan como el sistema
principal de resistencia vascular que media la regulacion de la presién sanguinea y la
distribucion del gasto cardiaco a través de todos los 6rganos y tejidos del cuerpo para
proporcionar los recursos metabolicos y fisiologicos que estos demandan (Davis et al.,
2011).

Las células del musculo liso vascular (CMLV) que conforman la pared de las
arterias de resistencia y las arteriolas sirven como efectores primarios en la regulacion
activa de la resistencia vascular mediante la modulacion del estado de contraccion de
estas células o tono vascular (Davis et al., 2011). El tono vascular de las arterias de
resistencia y de las arteriolas depende de la presion de la sangre que circula por estos
vasos, asi como del balance entre las sefiales vasoconstrictoras y vasodilatadoras que les
afectan (Davis et al., 2011).

La presion sanguinea, mediante el estiramiento de las CMLV, activa las vias de
sefializacion para producir el tono miogénico, una caracteristica distintiva de las arterias
de resistencia y arteriolas (D’Angelo et al., 1997; Davis & Hill, 1999; Davis, 2012;
Gonzales et al., 2014). EIl tono miogénico establece la linea base de la contraccion de las
CMLYV sobre la cual acttan las sefiales vasoconstrictoras y vasodilatadoras producidas
por agentes como neurotransmisores, hormonas, diversos metabolitos, iones y
sustancias derivadas del endotelio, y es de suma importancia para el correcto
mantenimiento de la homeostasis vascular (Davis et al., 2011).

La contraccion del musculo liso vascular (MLV) se inicia por un aumento de la
concentracion de iones Ca®* en el citosol celular, ya sea debido a su entrada directa
desde el espacio extracelular como consecuencia de la accion de neurotransmisores,
hormonas u otros agonistas, o por su liberacion desde los depdsitos intracelulares,
principalmente del reticulo sarcoplasmico (RS) (Misarkova et al., 2016). EI mecanismo
mejor caracterizado es el de los canales de Ca?" dependientes de voltaje (VOC),
concretamente el canal de Ca?* tipo-L (canal VOC tipo-L) sensible a dihidropiridinas
(DHP) (Miséarkova et al., 2016).
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Sin embargo, en el masculo liso existen otros tipos de canales permeables al
Ca?* no dependientes de un cambio de voltaje, como son los canales operados por
receptor (ROC), que son activados por agonistas que se unen a receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), o los canales operados por almacén (SOC), los cuales se activan al

producirse una deplecion de los depositos intracelulares (McFadzean & Gibson, 2002).

El Ca?" actGia como segundo mensajero en una gran variedad de procesos a nivel
intracelular. En el madsculo liso, un incremento de su concentracion en el citosol celular
permite la fosforilacion de las cadenas reguladoras ligeras de miosina (MLC2) y la
contraccion muscular mediante un mecanismo dependiente de Ca?* (Somlyo & Somlyo,
2003). El Ca?* citosolico se une a la calmodulina (CaM), proteina a la que pueden
unirse hasta cuatro iones Ca?*, favoreciendo un cambio conformacional que conlleva la
exposicion de sitios de interaccion con otras proteinas, siendo una de ellas la cinasa de

la cadena ligera de miosina (MLCK), la cual es activada mediante dicha interaccion.

La MLCK, una vez activada, da como resultado la fosforilacion de las MLCzo.
El cese de la contraccion se debe, por un lado, al descenso en la concentracion de Ca?*
citosolico que conduce a una disminucion de la actividad de la MLCK, y por otro lado,
a la desfosforilacion de la MLC2 por la fosfatasa de la cadena ligera de miosina
(MLCP) (Somlyo & Somlyo, 1994; Somlyo & Somlyo, 2000; Somlyo & Somlyo,
2003).

Para un aumento determinado de la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]y),
la estimulacion del MLV con agonistas origina normalmente un desarrollo de la fuerza
de contraccion mayor que el provocado por la despolarizacion de la membrana.
Ademas, la relacion [Ca®']i-tension también cambia durante el transcurso de la
contraccion muscular. El proceso por el cual la contraccion se produce sin un
incremento proporcional de la [Ca?*]i se denomina sensibilizacion al Ca?*, en el cual la
regulacion de la actividad de la MLCP juega un papel fundamental (Somlyo & Somlyo,
1994).

A pesar de que este mecanismo es bastante complejo, se considera el de la via
RhoA/RhoK el mas aceptado, aunque existen otras cinasas implicadas como la proteina
cinasa C (PKC) (Somlyo & Somlyo, 1994; Masuo et al. 1994; Somlyo & Somlyo,
2000).
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1.1. Canales de Ca?* en el musculo liso vascular

El Ca®* juega un importante papel en diferentes procesos como la excitacion,
contraccion, transcripcion y proliferacion de las CMLV. En las Gltimas décadas se ha
descubierto que las CMLV expresan una serie de canales que permiten una correcta
regulacion de la [Ca®']i. Los cambios en la [Ca?*]i se producen principalmente por flujos
de Ca?* que discurren a través de canales permeables al Ca?*, tanto dependientes como
independientes de voltaje, y que estan presentes en la membrana plasmatica, asi como

por la movilizacion de Ca?* de los depo6sitos intracelulares (Ghosh et al., 2017).
1.1.1. Canales de Ca?* operados por voltaje (VOC)

Los canales de Ca?* operados por voltaje (canales VOC) se encuentran en la
membrana plasmaética de una gran variedad de células excitables, y presentan diferentes
propiedades electrofisioldgicas, lo que les confiere la capacidad de actuar en diversos

procesos fisioldgicos (Catterall, 2011).

Las primeras clasificaciones de estos canales fueron realizadas por Carbone &
Lux (1984) y Nowycky (1985). Esas clasificaciones los diferenciaron entre dos grandes

subgrupos en funcion del rango de voltaje en el que se produce su activacion.

Se denominaron canales de bajo umbral de activacion aquellos que se activan
por voltajes superiores a -50mV. Son canales que se pueden abrir en respuesta a
pequefias despolarizaciones desde potenciales de membrana bastante negativos. Por otro
lado, se consideraron canales de alto umbral de activacion aquellos cuya activacion se
produce por voltajes superiores, en el rango de -30mV a -20mV. Otras caracteristicas
biofisicas y farmacol6gicas van a permitir definir los diferentes subtipos de canales

dentro de estos dos grandes subgrupos (Carbone & Lux, 1984; Nowycky, 1985).

Dentro del subgrupo de los canales de bajo umbral de activacion tan solo se ha
identificado un subtipo de canal, denominado T (de “transient”). Este tipo de canal fue
descrito por primera vez por Carbone & Lux (1984) y recibe su nombre por sus
caracteristicas cinéticas, al tratarse de un canal con una répida inactivacion cuando se
mantiene el potencial de membrana de la célula en -50mV. Farmacoldgicamente se

caracterizan por su insensibilidad a las DHP como la nifedipina y el Bay K8644.
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Los canales T han sido identificados en una gran variedad de células, incluyendo
tanto neuronas centrales como periféricas, células musculares cardiacas, esqueléticas y
musculares lisas, e incluso han sido descritas en fibroblastos. En los tejidos excitables,
la presencia de este tipo de canal se relaciona con una actividad ritmica tipo marcapasos
(Carbone & Lux, 1984).

Los canales de alto umbral de activacién fueron descritos como L, debido a que
las corrientes de entrada de Ca®" a través de ellos son de larga duracion durante la
despolarizacion de la membrana. Esto, junto a su sensibilidad a las DHP, sirvio para
diferenciarlos de los canales T (Carbone & Lux, 1984). Dentro de los canales de alto
umbral de activacion se han caracterizado las subfamilias -L, -N, -P/Q y -R, clasificadas
segun la similitud de sus secuencias aminoacidicas y sus caracteristicas

electrofisiologicas (Zamponi et al., 2015).

1.1.1.1. Canales de Ca?* operados por voltaje tipo-L (canales VOC tipo-L)

Se han descrito cuatro isoformas diferentes de los canales de Ca®* operados por
voltaje tipo-L (canales VOC tipo-L): Ca/1.1., Cay1.2., Cav1.3. y Cav1.4. Estos canales
se encuentran practicamente en todas las células excitables, asi como en muchos tipos
de células no excitables. Ademas, poseen propiedades farmacoldgicas similares pero se
diferencian en la distribucién de los mismos en los tejidos y en sus propiedades
biofisicas (Zamponi et al., 2015; Figura ).

La isoforma Cay1.2 representa la principal via de entrada de Ca?* en el MLV. La
activacion de este tipo de canales depende de un cambio en el potencial de membrana y
tiene lugar a despolarizaciones entre los -30mV y -20mV. Las corrientes de entrada de
Ca?* a través de ellos son amplias y de larga duracion, mientras que su inactivacion es
lenta, siendo ademéas menos sensibles al mantenimiento de un potencial de membrana

ligeramente despolarizado (Catterall, 2000).

Los canales VOC tipo-L presentan una mayor permeabilidad al Ba?* que al Ca?*,
y farmacoldgicamente se caracterizan por su alta sensibilidad a las DHP, ya sean
agonistas como el Bay K8644 o antagonistas como la nifedipina, lo que les confiere
también el nombre de canales sensibles a las DHP. Ademas de su papel como via

principal de entrada de Ca?*, los canales VOC tipo-L contribuyen al control y liberacion
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de hormonas y neurotransmisores en diferentes preparaciones endocrinas y neuronales
(Tsien & Tsien, 1990). Estos canales participan en diversos procesos en los que la
entrada de Ca?* estimula la liberacion de Ca?* desde los almacenes del RS, ademas de
favorecer la contraccion muscular a través del acoplamiento excitacién-contraccion y el

tono miogénico (Amberg & Navedo, 2013),

La liberacion de Ca?* desde el RS puede ser mediada a través del inositol 1, 4,
S-trifosfato (IP3), a través de la activacion de receptores de membrana por agonistas
mediante la estimulacion de la fosfolipasa C (PLC) (Wu et al., 1992; Berridge, 1993;
Miséarkova et al., 2016) o a través de la liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR). En
este proceso, la entrada de Ca®" a través de canales VOC tipo-L va a provocar un
incremento local de la [Ca?*]i que va a activar los RyR, estimulando la movilizacion de
Ca?*de los depositos intracelulares del RS (Collier et al., 2000; Gyorke & Fill, 1993).

Sin embargo, se ha propuesto un nuevo papel de los canales VOC tipo-L como
sensores metabotropicos en las CMLV que actuarian como sensores de voltaje y
activarian proteinas G asociadas a la ruta de la PLC e IPs. La entrada de Ca?'
extracelular se asocia generalmente a la activacion de la subunidad Gg/11 de una
proteina G heterotrimérica. Esta subunidad Gq/11 va a activar la fosfolipasa Cp (PLCP),
que escinde fostfatidilinositoles como el fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (PIP2) en IP3 y
diacilglicerol (DAG). El 1Pz es un mensajero que se une a receptores especificos de IP3
(IPsR) en el RS con la consecuente liberacion de Ca?* al citosol (Wu et al., 1992;
Berridge, 1993; Misarkova et al., 2016).

La amplificacion de la sefial de Ca?* se consigue mediante la activacion de los
RyR, presentes en la membrana del RS. Tras la activacion de estos receptores se va a
producir mas liberacion de Ca?* de los depdsitos intracelulares, provocando un aumento
atn mayor de la [Ca®']i y potenciando asi la sefial de Ca®* que va a desembocar en el
proceso de contraccion de la pared vascular. Ademaés, esta sefial también puede
amplificarse por agonistas como el ATP que modulan el proceso de CICR (Urefia et al.,
2007).

24



Revision Bibliografica

Por otro lado, la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L también es
fundamental en el acoplamiento excitacion-transcripcion, pues influye en la expresion
de genes tras la activacion de factores de transcripcion dependientes de Ca?* (Misarkova
et al., 2016).

La cantidad de canales VOC tipo-L en la superficie celular se encuentra
estrechamente relacionada con el estado de diferenciacion de las CMLV. De hecho, el
numero de canales disminuye a medida que aumenta la “desdiferenciacion celular”,
proceso por el cual se pasa desde un estado diferenciado de una célula con funciones

especializadas hacia estados mas indiferenciados (Gollasch et al. 1998).

El bloqueo de la protein cinasa activada por mitégenos (MAPK) en las CMLV
proliferativas incrementa el nimero de la subunidad o1C de los canales VOC tipo-L, asi
como el total de canales VOC tipo-L funcionales (Ihara et al., 2002).

La familia de la MAPK se encuentra implicada en procesos de crecimiento,
migracion y proliferacion celular. El blogueo in vivo de los canales VOC tipo-L en
arterias mesentéricas de rata mediante transfeccion con ARN pequefio de interferencia
(siRNA) incrementa la [Ca?*]i basal, pero reduce la contractilidad vascular y disminuye
la expresion de genes que codifican proteinas contractiles en las CMLV (Kudryavtseva
etal., 2014).

En ratas espontaneamente hipertensas (SHR), las cuales se caracterizan por tener
una actividad del sistema nervioso simpatico exacerbada (Pintérova et al., 2011), el
flujo de Ca?* a través de canales VOC tipo-L se encuentra incrementado, ya que el canal
se encuentra regulado al alza (Pratt et al., 2002). Esta regulacion potenciada se
encuentra asociada a una elevada presion arterial y a la despolarizacion de la membrana
plasmaética (Pesic et al., 2004). Estudios recientes han mostrado que la entrada de Ca?*
incrementada junto a una disminucion de la sensibilidad al Ca®* son factores clave que

marcan la hipertension genética de las SHR (Behuliak et al., 2013, 2015).
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Es importante sefialar que los canales VOC tipo-L en el MLV son activados por
noradrenalina (NA) (Nelson et al., 1988), lo que concuerda con el hecho de que la
mayor parte de la vasonconstriccion simpatica, la cual se encuentra aumentada en las
SHR, es sensible a la inhibicion con el bloqueante selectivo de los canales VOC tipo-L

nifedipina (Pintérova et al., 2010).

A pesar del papel fundamental del sistema nervioso simpatico sobre los canales
VOC tipo-L en estados hipertensivos, las alteraciones en el receptor -adrenérgico o en
la vasodilatacion dependiente de 6xido nitrico (NO) pueden contribuir a un flujo de
Ca2" incrementado en las SHR, ya que los canales VOC tipo-L pueden cerrarse en
presencia de altas concentraciones de nucle6tidos ciclicos, tanto AMPc como GMPc
(Ishikawa et al., 1993).
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Brain
Ca,1.2: fear memory (acquisition); spatial memory, LTP (hippocampus),
drug-taking behaviors (expression); emotional behaviors
Ca,1.3: fear memory (expression), LTP (amygdala);
drug-taking behaviors (acquisition); emotional behaviors
DA-neurons: oxidative stress, D2-autoreceptor response

Auditory hair cells

Ca,1.3: g, and neurotransmitter release (IHCs),
cell survival (IHCs, OHCs)

Vestibular hair cells
Ca,1.3: contribution to I, (vestibular hair cells)

Retina
Ca,1.4: neurotransmitter release

(photoreceptors, bipolar cells?)
Ca,1.3 (unknown function)

Vascular system
Ca,1.2: arterial myogenic tone, vascular resistance

Sinoatrial node, AV-node
Ca,1.3: pacemaking
Ca,1.2: action potential
Cardiomyocytes
Ca,1.2: inotropy, contraction (atria, ventricles)
Ca,1.3: atrial excitability

Pancreatic islets
Ca,1.2: insulin secretion (fast phase)
Ca,1.3: B-cell mass maintenance

Adrenal medulla (chromaffin cells)

Ca,1.3: spontaneous activity, adrenaline secretion
Ca,1.2: adrenaline secretion

Adrenal cortex
Ca,1.3: aldosterone secretion

Intestinal/bladder smooth muscle Skeletal muscle
Ca,1.2. muscle tone/contraction Ca,1.1: contraction

Figura 1. Ubicacion y funciones fisioldgicas méas importantes de las diferentes isoformas del
canal VOC tipo-L (Zamponi et al., 2015).
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1.1.1.2.  Estructura del canal VOC tipo-L

Este canal es un complejo de proteinas compuesto por una subunidad o1 que
forma el poro id6nico y otras subunidades auxiliares que van a modular la actividad del
canal, incluyendo una subunidad B intracelular y una subunidad 6 de localizacion
extracelular que se encuentra unida a la subunidad a2 a través de puentes disulfuro,
formando la cominmente conocida como subunidad a26 (Bezanilla, 2008; Savalli et al.,
2016).

La subunidad a26 es una gran proteina de aproximadamente 170 kD mayormente
extracelular, con un unico segmento de anclaje a membrana (Davies et al., 2010) que se
une a la subunidad o1 desde el dominio extracelular (Cassidy et al., 2014). Las proteinas
a2 y 6 proceden de la expresién de un mismo gen que va a dar lugar a una pre-proteina y
mediante maduracion post-transcripcional es proteolizada y posteriormente unida a
través de puentes disulfuro para crear la subunidad o206 madura (Calderon-Rivera et al.,
2012).

La subunidad a1 esta formada por cuatro dominios estructurales (I-1V), cada uno
de los cuales posee seis segmentos transmembrana (S1-S6) unidos entre si, y extremos

terminales NH2- y COOH- intracelulares.

El lazo intracelular entre los dominios | y Il conforma el sitio de unién de la
subunidad B, llamado dominio de interaccion o (AID), mientras que el C terminal
contiene una region 1Q, llamada asi porque contiene isoleucina y glutamina, a la que se
une la CaM (Van Petegem et al., 2005; Savalli et al., 2016).

El sensor de voltaje (VSD) lo conforman las hélices de los dominios S1-S4,
mientras que el poro iénico viene definido por los dominios S5 y S6 (Bezanilla, 2008;
Savalli et al., 2016). Dos residuos de glutamato en el bucle del poro van a determinar la
selectividad de este canal para el i6n Ca?*. Esta subunidad esta codificada por cuatro
genes diferentes que, mediante maduracién post-transcripcional, dan lugar a diferentes

variantes denominadas Cav1.2a y Cayv1.2b (Bezanilla, 2008).
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Figura Il. Estructura y composicién del canal Cay1.2 (Savalli et al., 2016). (A) Subunidad a; con
4 dominios (I-1V) de 6 segmentos transmembrana cada uno (S1-S6). Sensor de voltaje (VSD)
formado por las hélices S1-S4. Dominios S5-S6 que definen el dominio que forma el poro i6nico
(PD). (B) Estructura tridimensional del Cay1.2 en base a la estructura del canal Cay1.1 descrita a
través del uso de criomicroscropia electronica y en la que los dominios I-1V se disponen en el
sentido de las agujas del reloj (Wu et al., 2015).

1.1.1.3. Canales de Ca*" operados por voltaje tipo T

Estos canales se activan a potenciales de membrana ligeramente
hiperpolarizados (en torno a un voltaje umbral de -70mV) y se caracterizan por tener
una activacion rapida, una inactivacion transitoria y una conductancia relativamente
baja (Pérez-Reyes, 2003). Ademas, poseen cierta sensibilidad a blogueantes de los
canales VOC tipo-L como las DHP (Kopecky et al., 2014).

La familia de los canales VOC tipo-T esta formada por tres miembros: los
Cav3.1, los Cay3.2 y los Cay3.3 (también conocidos como a1G, auH y azl). Este tipo de
canales se han encontrado en células en fase Go 0 G1 del ciclo celular (Kuga et al.,
1996), lo que sugiere un posible papel de los mismos en procesos de proliferacion
celular. Sin embargo, diversos estudios los han implicado en procesos contractiles del
MLV dependientes del endotelio vascular (Boulanger et al., 1994; Zhou & Wu, 2006).
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Por ejemplo, se ha demostrado que dichos canales intervienen en el
mantenimiento de la homeostasis del Ca?* y en la regulacion de la contraccion-
relajacion del musculo liso a nivel del cuerpo cavernoso humano, responsable de la

ereccion/flacidez y del tono en el tejido eréctil (Zeng et al., 2005).
1.1.2. Canales de cationes no selectivos

Los receptores de potencial transitorio (TRP) que se encuentran en la membrana
de las CMLV forman canales cationicos heterotetraméricos, los cuales van a permitir
casi siempre el paso de iones Ca?*. Esta familia de receptores esta formada por canales
presentes en la membrana que son activados tras la deplecion de los depdsitos
intracelulares de Ca?* como los SOC, y por receptores como los ROC (Misarkova et al.,
2016).

1.1.2.1. Canales de Ca?* activados por receptor (ROC)

Los canales ROC estan presentes en la membrana plasmatica, se abren como
resultado de la unién de un agonista a un receptor y no dependen de las variaciones en
el potencial de membrana. Estos canales se encuentran en el muasculo liso visceral y en
el MLV, y pueden ser activados por una amplia variedad de agonistas, entre los que se
encuentran la acetilcolina (Ach), NA, vasopresina, serotonina, angiotensina Il (ATII),
endotelina-1 (ET-1) e incluso el neuropéptido Y (Miséarkova et al., 2016).

Para diferenciar estos canales de los SOC, se entiende que los ROC son canales
de cationes tanto mono como divalentes, no selectivos, permeables al Ca®" y cuya
apertura depende de la union de un agonista a un receptor. Sin embargo, los canales
SOC van a abrirse en respuesta al vaciado de los depoésitos intracelulares ya sea por
accion de agonistas como la cafeina o a través de inhibidores de la bomba Ca?*-ATPasa
del RS (SERCA) como el acido ciclopiazénico (CPA) o la tapsigargina (Gonzalez de la
Fuente et al., 1995; Misarkova et al., 2016).

En el caso de que el receptor y el canal ionico se encuentren fisicamente
separados, existen diferentes rutas que provocan tanto la activacion del receptor como la
apertura del canal, en funcion del tipo de receptor, de la clase de tejido y de la especie

animal en la que se encuentren.
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Estos canales permiten el paso de iones segun un gradiente electroquimico a
través de la membrana plasmaética, operan en potenciales de membrana en reposo (-
60mV aproximadamente) y se inhiben por despolarizacion de la membrana (Komori &
Bolton, 1990; Komori et al., 1992).

En muchos casos el receptor esta compuesto por siete dominios transmembrana
y pertenece a la familia de los GPCR. La apertura de estos canales asociada a una via de
sefializacion acoplada a un receptor dependiente de proteina G se ha descrito en el

mausculo liso visceral y en el MLV (Komori & Bolton, 1990; Komori et al., 1992).

Normalmente, las vias de sefializacion intracelular asociadas a proteinas G que
activan los ROC son las del subgrupo Gi/Go en el musculo liso visceral y Gqg en el
MLV (Komori et al., 1992; Macrez-Lepetre et al., 1997). Se ha propuesto que la entrada
de Ca?* a través de los canales ROC podria afectar a las corrientes de cloro (Cl") y a la
activacion de canales de potasio (K*) alterando el potencial de membrana y provocando

de ese modo la consecuente activacién de los canales VOC (Large, 2002).

Los canales ROC permeables al Ca?* también pueden ser activados por acidos
grasos poliinsaturados como el &cido araquiddnico y por sus metabolitos. Ademas, otras
vias de sefializacion, como las asociadas a la enzima diacilglicerol lipasa y a la

fosfolipasa A2, también intervienen en la activacion de estos canales (Meves, 1994).

1.1.2.2. Canales de Ca?* operados por almacén (SOC)

El vaciamiento de los almacenes intracelulares de Ca®* va a activar la
entrada de Ca?* extracelular a través de canales localizados en la membrana plasmatica
con el objetivo de rellenar los depdsitos intracelulares. Esto es lo que se denomina
entrada de Ca?* operada por almacén (SOCE) y a este tipo de canales SOC (Parekh &
Putney, 2005).

Es destacable el hecho de que la activacion de los canales SOC se produce por la
deplecion del RS en si misma y no por el Ca?" que se libera desde los depodsitos. Esto
ocurre independientemente del tipo de estimulo a través del cual la deplecién del RS
tenga lugar, ya sea mediante la produccién o no de IP; (Gonzélez de la fuente et al.,
1995).
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Este hecho se ha demostrado a través del uso de inhibidores de la bomba
SERCA, como la tapsigargina y el CPA (Gonzélez de la fuente et al., 1995), ya que esta
inhibicion produce una deplecion del RS de forma pasiva al no ser capaz la bomba
Ca?*-ATPasa de bombear el Ca?* desde el citoplasma hacia el interior del RS, activando
a los SOC. Estos compuestos inhibidores permiten diferenciar entre las corrientes ROC
y SOC, ya que, en el MLV muchos de los agonistas que activan canales ROC activan
también a la PLC, estimulando la produccion de IP3 y provocando la liberacion de Ca2*
del RS al unirse el IPs al IPsR (Wu et al., 1992; Berridge, 1993; Misarkova et al., 2016).

El aumento de la [Ca?*]i provocado por la movilizacion de Ca®* de los depositos
del RS va a producir la formacion del complejo Ca?*-CaM que va a inducir la activacion
de los SOC (Smani et al., 2004).

Por otro lado, al producirse la deplecién de los almacenes del RS, unas proteinas
transmembrana denominadas moléculas de interaccion del estroma 1 (STIM1) presentes
en el RS y que actlian como sensores de Ca?*, van a oligomerizarse y traslocarse hacia la
membrana plasmatica, favoreciendo su interaccion con las proteinas Orail. Las Orail
son unas moléculas formadoras de poros que conforman un canal de cationes en la
membrana plasmatica que permite la entrada de Ca?" extracelular (Wu et al., 2006;
Manjarrés et al., 2010; Lin et al., 2016).

Una vez que las proteinas STIM1 se acercan lo suficiente a Orail, las STIM1 se
unen al extremo amino terminal de Orail, y esta union permite la apertura o activacion
del canal Orail para que entre Ca®* desde el medio extracelular al citosol (Manjarrés et
al. 2010; Lin et al., 2016; Figura I11). Se ha observado que al reducirse la expresion de
STIM1/Orai la activacion de los canales SOC también disminuye (Potier et al. 2009).

Las células diferenciadas provocan la activacion de los SOC preferentemente a
través de los RyR localizados en la membrana del RS, mientras que las células
indiferenciadas lo hacen a través de los IP3R (Berra-Romani et al., 2008). Esto se debe a
gue en CMLYV proliferativas la expresion de los RyR es mas baja que en las que tienen

un fenotipo contractil (Vallot et al., 2000).
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En los cultivos de CMLYV se ha observado que al pasar de un fenotipo contréctil
a uno proliferativo aumenta la expresion tanto de STIM1 como de Orail ademas de
producirse un incremento en la actividad de los canales ROC (Berra-Romani et al.
2008, Potier et al. 2009), mientras que la expresion de los canales VOC tipo-L
disminuye (Berra-Romani et al. 2008). Esto sugiere que estas proteinas juegan un papel
importante en las alteraciones del metabolismo del Ca?* que tienen lugar en los procesos
de remodelado vascular, y que la entrada de Ca® en estas células se encuentra

mayormente mediada por los canales ROC y SOC.
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Figura Ill. Representacion de la interaccion STIM-Orail. Al producirse la deplecion de los
almacenes de Ca?* del RS, las proteinas sensoras STIM1 presentes en la membrana del reticulo
sarcoplasmico (RS) se aproximan a la membrana plasmética (MP) e interaccionan con las proteinas
Orail que conforman el canal SOC, activandolo y permitiendo la entrada de Ca?* para rellenar los

depdsitos intracelulares.
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1.1.3. Canales de Ca?* en la membrana del Reticulo Sarcoplasmico y Ca?* ATPasa

La liberacion de Ca®* a través de los canales que se encuentran en la membrana
del RS en el MLV es esencial para el mantenimiento y control de la excitabilidad
celular y reactividad vascular. Existen dos tipos principales de canales de Ca* en la
membrana del RS: los RyR y los IP3R. Estos receptores median el proceso de CICR
desde el RS, el cual participa en la formacion de “sparks” de Ca?* (micro-liberaciones
de Ca?" desde el RS) asi como en las ondas de Ca?* (Berridge, 1997; Gyorke & Fill,
1993).

Una de las propiedades fundamentales de estos canales es la sensibilidad dual al
Ca?" que presentan. Por un lado, los incrementos en la [Ca?*]i inician un “feedback”
positivo a través de la apertura de canales adyacentes, potenciando asi la liberacién de
Ca2* del RS. Por otro lado, si la [Ca?*]i se eleva por encima de ciertos niveles, tiene
lugar un “feedback” negativo que va a dar lugar al cierre de estos canales, evitando de

este modo el sobrellenado de los depdsitos intracelulares (Bootman & Berridge, 1996).

Ambos tipos de canales, l1os RyR y IP3R, pueden coexistir en una misma célula y
tienen una gran homologia de secuencia, lo que hace sospechar que podrian derivar de
una proteina ancestral coman, a pesar de que el mensajero que controla su activacion es
diferente (Berridge, 1993).

1.1.3.1. Receptor de rianodina (RyR)

Los receptores de RyR son canales de Ca®' intracelulares que median la
liberacion de Ca®* desde el RS hacia el citoplasma celular. Se han descrito hasta tres
isoformas de este receptor (RyR1, RyR2 y RyR3) codificadas por tres genes diferentes
(Lanner et al., 2010), y deben su nombre a la gran afinidad que presentan por el
alcaloide rianodina. La unién de la rianodina al RyR estabiliza un sub-estado
parcialmente abierto del canal, que conduce al vaciamiento de los depdsitos

intracelulares del RS (Sorrentino et al., 1993).
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El RyR1 es el canal de Ca?* de los dep6sitos intracelulares del musculo
esquelético. En el muasculo esquelético, la sefial que libera el Ca?" almacenado en los
almacenes es la despolarizacion de la membrana plasmatica. Esta despolarizacion es
detectada por un receptor dihidropiridinico (DHPR) presente en la membrana de los
tubulos T. EI DHPR va a sufrir un cambio conformacional que se transmite fisicamente
al RyR1 presente en la membrana del RS, dando lugar a la apertura del canal y a la
liberacion del Ca?* al sarcoplasma, lo que en consecuencia va a provocar la contraccion

muscular (Fleischer & Inui, 1989).

Por otro lado, en el musculo cardiaco, el canal de Ca?* que se encuentra en los
depdsitos intracelulares es el RyR2. El canal RyR2 se abre por el aumento subito de la
[Ca?*]i local. En este caso, una pequefia cantidad de Ca?" que entra a través de los
canales VOC presentes en la membrana plasmatica es lo que provoca la apertura del
canal RyR2 vy la liberacion de grandes cantidades de Ca?* desde el RS, en el proceso
conocido como CICR (Gyorke & Fill, 1993). Muchas células nerviosas también poseen
RyR2 y se ha propuesto que el proceso de CICR también podria contribuir a amplificar
los aumentos de la [Ca?']; originados por activacion de los canales VOC en las células
nerviosas (Friel & Tsien, 1992).

También ha sido identificado el receptor RyR3, el cual se expresa en muchos
tipos celulares y difiere de los otros RyRs en que no es sensible a la cafeina (Sorrentino
etal., 1993).

Se ha encontrado mRNA de transcripcion, asi como niveles de proteina de las
tres isoformas en el MLV. Las isoformas RyR1 y RyR2 median las “sparks ” de Ca®* en
el masculo liso de la vena porta (Coussin et al., 2000), mientras que la isoforma RyR2
es la predominante en el MLV de arterias de resistencia en ratas (Vaithianathan et al.,
2010).

Diversos estudios han sugerido que, en contraste al acoplamiento entre los
canales VOC tipo-L y los RyR en el musculo esquelético y cardiaco, podria existir un
acoplamiento en el MLV en el cual los canales VOC tipo-L indirectamente modularian
el RyR al contribuir a la [Ca?*]iglobal y a la carga de Ca®* del RS (Collier et al., 2000).
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En el MLV, el RyR puede ser activado por la cafeina, y en funcion de su
concentracion, inducir la liberacion masiva de Ca?* del RS o aumentar la frecuencia de
las “sparks” de Ca®* (Jaggar et al., 2000). EI RyR es inhibido de manera concentracion-
dependiente por el alcaloide rianodina. A bajas concentraciones, la rianodina puede
activar el RyR mientras que a concentraciones elevadas lo inhibe. Este receptor juega un
papel fundamental en el acoplamiento excitacién-contraccion tanto en musculo
esquelético como en cardiaco ya que contribuye al incremento de la [Ca®']i necesaria
para la contraccion (Jaggar et al., 2000). EI RyR también influye de forma indirecta en
la excitabilidad del MLV modulando la actividad de los canales ionicos de la membrana
plasmaética (Ghosh et al., 2017).

En arterias de resistencia mesentéricas, las “sparks” de Ca®* liberadas tras la
activacion del RyR van a activar los canales de K* activados por Ca** (BKca),
provocando la apertura de estos canales y salida de K™ de la célula en las llamadas
corrientes STOC (corrientes de salida transitorias espontaneas) y dando lugar a la

hiperpolarizacion y relajacion del MLV (Nelson et al., 1995).

Por otro lado, se ha descubierto que en la vena porta del conejo, los RyR
producen despolarizacion a través de la apertura de canales de CI sensibles al Ca?*
(Saleh & Greenwood, 2005). Esto demuestra el papel fundamental del RyR en la
regulacion de la excitabilidad del MLV en diferentes lechos vasculares. Ademas, el
acoplamiento entre el RyR y el BKca se encuentra afectado en modelos animales de
diabetes (Nystoriak et al., 2014), lo que resalta la importancia del acoplamiento entre

estos receptores en el MLV cuya alteracion conduce a disfuncién vascular.

1.1.3.2. Receptor de inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3R)

El IP3R es un canal de Ca?* ubicuo que se encuentra en la membrana del RS
y se encarga de liberar Ca?" desde el RS hacia el citosol. Hasta la fecha se han
identificado tres isoformas diferentes del IPsR: IPsR1, IP3R2 e IPsR3 (Narayanan et al.,
2012). A pesar de que las tres isoformas se han identificado en MLV de arterias aorta,
mesentérica y cerebral, la isoforma IP3R1 parece ser la predominante en el MLV de
pequefias arterias de resistencia (Zhou et al., 2008). Estas isoformas difieren en la

afinidad que presentan para unirse al IP3, y su localizacion fisica en la membrana
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depende tanto de la isoforma como del tejido en el que se expresen (Tasker et al., 2000;
Zhao et al., 2008).

El IP3R es activado por el segundo mensajero IPs, resultado de la hidrolisis del
PIP2 en IP3 y DAG por la accién de la PLC (Wu et al., 1992). Se ha observado que en
las CMLV desdiferenciadas se produce un incremento de la expresion de los IPsR
(Berra-Romani et al., 2008), lo cual podria contribuir no solamente a un incremento de
la [Ca?*], sino a una amplificacion de la activacion de los SOC (Smani et al., 2004),
provocando un aumento adn mayor de la [Ca?']i. La activacion de los IP3R es
fundamental en los procesos proliferativos de las CMLV (Wilkerson et al., 2006).
Ademas, es posible que una menor expresion de los RyR se encuentre relacionada con
una expresion reducida de los canales VOC tipo-L en las CMLV desdiferenciadas
(Gollasch et al., 1998).

1.1.3.3. Ca-ATPasa del Reticulo Sarcoplasmico (SERCA)

La SERCA es una proteina transmembrana con actividad ATPasa que se
encuentra en la membrana del RS de las CMLV vy cuya funcion es el transporte de iones
Ca?* desde el citosol hacia el interior del RS para mantener la homeostasis intracelular
del Ca?*. Esto es de vital importancia ya que incluso pequefias variaciones en la [Ca?*];
pueden suponer importantes sefiales metabdlicas que regulan y controlan una gran
variedad de procesos fisioldgicos, que van desde la proliferacion celular hasta la

contraccion muscular e incluso la apoptosis (Berridge & Bootman, 1998).

Se han descrito tres variantes del gen SERCA: SERCAZ2a, SERCA2b y
SERCAZ3, siendo SERCAZ2b la isoforma prevalente en el MLV (Lipskaia et al., 2014).

La bomba SERCA se encuentra estrechamente relacionada con la entrada de
Ca2" capacitativa a través de los canales SOC en el MLV. La interaccion STIM1-Orai
(ver apartado 1.1.2.2.) va a dirigir el flujo de Ca®" directamente al RS para que sea
recaptado. Este Ca®* es apenas indetectable en el citosol, aunque al usar inhibidores de
la SERCA para activar los SOC se demuestra que ese flujo de Ca?* pasa por el citosol,
ya que aumenta la [Ca?*]i porque la bomba SERCA no es capaz de recaptar todo ese
flujo de Ca?* procedente de los SOC (Jousset et al. 2007).
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La actividad de la bomba SERCA es mayor en las CMLV que en las células
endoteliales, ya que el uso de CPA produce un menor incremento de la [Ca®*]i en las
celulas endoteliales que en las CMLV. Esto se debe a que la isoforma que expresan las
células endoteliales es la SERCAZ3, cuya afinidad por el Ca?* es menor que la isoforma
SERCAZ2b del MLV (Szewczyk et al., 2007).

Las funciones de las CMLV pueden verse modificadas por alteraciones en la
regulacion de la SERCA. En células con fenotipo proliferativo la expresion de la
SERCA se encuentra regulada a la baja (Lipskaia et al., 2005). Tal es la importancia de
esta proteina en la regulacion de la [Ca?*]i que, si la SERCA y el RyR no se encuentran
presentes en el RS, las CMLV pierden la capacidad de contraerse (Vallot et al., 2000).

Es interesante destacar que los procesos de migracion y proliferacion celular se
encuentran incrementados en las CMLV de origen diabético (Faries et al., 2001),
mientras que la actividad contractil esta disminuida (Pfaffman et al., 1982). Esto
probablemente se debe a una reduccion de la [Ca?*]i como consecuencia de la alteracion
de la actividad de la SERCA, los IP3R y los RyR (Searls et al., 2010).

Por lo tanto, un desequilibrio en la actividad de estas proteinas encargadas de

regular la [Ca?*]i puede conducir a alteraciones en la homeostasis del Ca?* intracelular.
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2. ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION EN EL MLV

En las CMLV que presentan un fenotipo contréctil tienen lugar cambios
transitorios en la [Ca?]; mientras que la [Ca*']i en reposo es baja. Esto se debe
principalmente a dos factores en las vias de sefializacion de Ca®*. Por un lado, se
encuentra la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L y por otro la movilizacion

de Ca?* de los depositos intracelulares (Misarkova et al., 2016).

La estimulacion de las células contractiles del MLV por accion de agonistas
vasoconstrictores tales como la ATIl o la ET-1 conlleva la posterior fosforilacion de la
subunidad reguladora MLC>, la cual incrementa su actividad ATPasa. Esto a su vez va
a desembocar en un incremento de la contraccion vascular (Somlyo and Somlyo, 2003).

La regulacién de la MLC corre a cargo de dos importantes proteinas: la MLCK y
la MLCP, las cuales van a actuar mediante procesos de fosforilacion/desfosforilacion
respectivamente. Por lo tanto, la MLC puede encontrarse fosforilada y activa debido a la
activacion de la MLCK via Ca?*-CaM o a la inhibicion de la MLCP a través de las rutas
de la PKC/CPI-17 y/o RhoA/RhoK (Rho cinasa) (Somlyo et al., 1999; Misarkova et al.,
2016).

Diferentes agentes vasoconstrictores como la ET-1 o la ATII actian a través de
GPCR. La estimulacion de dicho receptor por los agonistas va a producir la activacion
de proteinas G heterotriméricas que a su vez van a producir una cascada de sefializacion
que desemboca en la contraccion del MLV. Las proteinas G heterotriméricas tienen tres
tipos diferentes de subunidad a: Gg/11, Gi y G12/13, lo que les confiere una gran
diversidad funcional (Misarkova et al. 2016).

La via de sefializacion de la subunidad Gg/11 estd comUnmente asociada a la
sefializacion del Ca?*, mientras que la ruta de la G12/13 se encuentra implicada en los
procesos de sensibilizacion al Ca?*. La subunidad Gq/11 activa la PLCB, la cual escinde
el PIP, en DAG e IPs. Este ultimo se une a los IPsR del RS, provocando una
movilizacion del Ca?* de los depoésitos intracelulares y en consecuencia suscita un
aumento de la [Ca?*]i (Wu et al., 1992; Berridge, 1993; Misarkova et al., 2016). Este

incremento de la [Ca®"]i va a dar lugar a varios eventos intracelulares.
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Por un lado, el Ca?* del citosol va a unirse a la proteina CaM, que tiene cuatro
sitios de unidn para el Ca?*, formando asi el complejo Ca?*-CaM, que va a activar la
MLCK (Wu et al., 1992). La fosforilacién de la MLCK es lo que va a causar la
contraccion del MLV. La CaM también es responsable de activar los SOC para reponer
los niveles de Ca?* de los depositos agotados del RS (Smani et al., 2004; Misarkova et
al., 2016). Ademéas de los SOC, también activan los canales BKca, provocando la
hiperpolarizacién de la membrana y el cierre de los canales VOC tipo-L (Nelson et al.,
1995).

Por otro lado, el DAG activa los canales ROC y la protein cinasa C (PKC), la
que podria activar también los ROC, permitiendo, ademas de la entrada de Ca?', la
entrada de cationes Na* al interior celular. Esto provoca a su vez la despolarizacion de
la membrana plasmatica, la cual va a inducir la apertura de los canales VOC tipo-L que
se encuentran en la misma y permitiendo asi una mayor entrada de Ca®* al citosol
(Albert & Large, 2002).

Tras el aumento de los niveles de Ca?" citosolicos existen mecanismos para
regular la [Ca?'];, ya sea mediante bombas de Ca®*" con actividad ATPasa como la
SERCA presente en el RS y la bomba de Ca?* de la membrana plasmatica, o a través de
transportadores i6nicos como el intercambiador Na‘/Ca?* (Misarkova et al. 2016).
Todos estos mecanismos disminuyen los niveles de Ca?* intracelular, modulando la
[Ca?*]i y manteniendo asi un equilibrio entre la entrada de Ca?* al citosol y su retirada
(Berra-Romani et al. 2008). En la membrana del RS van a actuar también los RyR, que

se activan tras una gran elevacion de la [Ca?*]i.

La activacion de los RyR produce la deplecion de los depositos intracelulares de
Ca?* del RS, activando consecuentemente la bomba SERCA para restaurar los niveles
de Ca?* de los depésitos transfiriendo Ca?* desde el citosol hacia el interior del RS
(Misarkové et al. 2016).

La activacion de la subunidad Gi tras la estimulacion de los GPCR va a
desembocar en contraccion mediante la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa (AC).
En condiciones normales, el AMPc activa la protein cinasa A (PKA), la cual
desensibiliza la MLCK.
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La subunidad G12/13 activa el factor de intercambio de nucledtidos de guanina
(GEF), el cual separa el GDP de la proteina GTPasa RhoA, permitiendo la union del
GTP al sitio en el que se encontraba unido el GDP.

El complejo RhoA-GTP va entonces a activar la RhoK, que a su vez va a
fosforilar e inactivar la MLCP. Ademaés, la RhoK también va a fosforilar la proteina
inhibidora de la MLCP especifica del musculo liso (CPI-17), cuya forma fosforilada se
va a unir a la subunidad catalitica de la MLCP, inhibiéndola y favoreciendo asi el
proceso de contraccion al mantener la MLC en su forma fosforilada y activa (Misarkova
etal., 2016).
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Figura IV. Representacion de las vias de sefializacion intracelular a través de las cuales se

produce el acoplamiento excitacion-contraccion en el MLV (Misarkova et al., 2016).
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2.1. Mecanismos de entrada y movilizacién de Ca?* en el MLV

Los incrementos en la [Ca?*]ien el MLV pueden producirse por la entrada de un
flujo de Ca®" desde el exterior, por la movilizacion de Ca?" desde los depdsitos
intracelulares o por una combinacion de ambos mecanismos. La contribucion de cada
uno al aumento de la [Ca?*]i varia en funcion de qué receptores se activen. Este sistema
es bastante complejo y existe para regular adecuadamente la [Ca?*]i. De este modo se
logra mantener una correcta funcion fisiologica del MLV, ya que pequefios cambios en
la localizacion, duracion o amplitud del flujo de Ca?* son suficientes para provocar una

amplia variedad de respuestas fisiologicas (Bootman et al., 2001).
2.1.1. Liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (RS)

La principal y mas importante fuente de almacenamiento intracelular de Ca®* es
el reticulo endoplasmético, denominado RS en el caso de células musculares (Leung et
al., 2008). En la membrana del RS se encuentran dos importantes receptores que

median la liberacion del Ca?* al citosol: el IPsR y el RyR (ver apartado 1.1.3).

Tras la escision del PIP2 en 1Pz y DAG por la PLCP (Morello et al., 2009), el IP3
activa los IP3R, que al abrirse van a provocar la salida de Ca?* del RS hacia el citosol
(Sureshan et al., 2009), mientras que el DAG va a activar la PKC, la cual va ejercer un
efecto inhibitorio sobre la produccion de mas IPs por parte de la PLCP (Rebecchi &
Pentyala, 2000). La PKC también va a fosforilar directamente a los VOC, lo que puede
afectar al flujo de Ca?* (Pollock et al. 1995).

Por otro lado, la activacion de los RyR por los incrementos locales de [Ca®'];
produce una liberacion adicional de Ca?* desde el RS, amplificando asi la sefial de éste
(del Valle-Rodriguez et al. 2003). Ademas de estar involucrados en el incremento de la
sefial de Ca?*, los RyR participan en la terminacion del flujo de Ca®* a lo largo de la
membrana plasmaética, al activar los canales BKca mediante la liberacion de “sparks” de
Ca?* y producir la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, cerrando asi los
canales VOC (Bolton, 2006). Por tanto, los RyR amplifican la sefial de Ca?*

rapidamente pero también limitan y regulan el flujo de Ca?* dependiente de voltaje.
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Ambos receptores, los IPsR y los RyR, activan vias de sefializacion que regulan
eficazmente la movilizacion de Ca?* del RS, ademas de regular la entrada de Ca?*
voltaje dependiente tanto espacial como temporalmente. Esto permite mantener la
[Ca?*]i controlada de una forma precisa y producir una rapida liberacion de Ca®" en

respuesta a un estimulo (Tykocki & Watts, 2010).
2.1.2. Entrada de Ca?* extracelular en el MLV

Normalmente, el Ca?* entra en la célula a través de canales de Ca?* presentes en
la membrana plasmaética (ver apartado 1.1.1) que se van a abrir en respuesta a uno o
varios estimulos, como pueden ser la despolarizacion de membrana, la unién de un
ligando a un receptor o la movilizacion de Ca®* de los almacenes intracelulares (Wray et
al., 2005).

La concentracion de Ca?* presente en el fluido extracelular es mucho mayor que
la que se encuentra en el interior celular (2.5 mM vs 100 nM, respectivamente)
(Guerini, 1998). Este hecho es fundamental, ya que el gradiente de concentracion de
Ca2" que existe entre el interior y el exterior celular va a permitir que los cationes Ca?*

pasen a traves de los canales hacia la célula mediante difusion pasiva.

2.2. Mecanismos de sensibilizacion al Ca?*

El proceso a través del cual la respuesta contractil tiene lugar sin un incremento
proporcional de la [Ca®]i se denomina sensibilizacion al Ca?*. El mecanismo de
sensibilizacion al Ca?* se basa en la inhibicion de la MLCP, y existen dos circunstancias
sobre su inhibicion que van a provocar la sensibilizacion al Ca?*: la fosforilacion de la
subunidad reguladora de la MLCP (MYPT1) y la fosforilacion de la proteina inhibidora
de MLCP especifica del musculo liso vascular CPI-17. La forma fosforilada de la CPI-

17 va a actuar uniéndose a la MLCP y provocando su inhibicion (Eto et al., 2004).

La proteina responsable de la fosforilacion de MYPT1 y CPI-17 es la RhoK
(Feng et al., 1999; Kureishi et al., 1997), aunque la CPI-17 es altamente regulada por la
PKC de igual modo (Dimopoulos et al., 2007). El efecto inhibidor que produce la RhoK
sobre la MLCP se ve contrarrestado por la activacion de la MLCP a través de la accion
del GMPc (Bolz et al., 2003).
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Aparte de la inhibicién de la MLCP, la RhoK también participa en el incremento
de la [Ca?*]i de manera independiente a los canales VOC tipo-L y de los almacenes
intracelulares de Ca2*. Al parecer esta regulacion de la [Ca®']i tiene lugar a través de la
modulacion de los canales ROC (Kureishi et al., 1997; Ghisdal et al., 2003; Villalba et
al., 2008).

La sefalizacion del Ca®* en las CMLV normalmente se encuentra asociada a la
activacion de la subunidad Gg/11 de las proteinas G heterotriméricas (Wu et al., 1992),
mientras que la activacion de la GTPasa y la sensibilizacion al Ca®* se atribuyen a la
estimulacion de la subunidad G12/13 (Suzuki et al., 2003).

Algunos agentes vasoconstrictores como la ET-1 o la ATII estimulan tanto los
receptores acoplados a G¢/11 como los G12/13 (Gohla et al., 2000) mientras que la NA
estimula los receptores ai- y ag-adrenérgicos acoplados a proteinas Gg/ll y Gi
(Docherty, 1998). Esto sugiere que existe una conexioén entre las vias de sefializacion

del Ca?* y los procesos de sensibilizacion al Ca®*.

La fosforilacion de la MLC es necesaria, ademas de para el proceso de
contraccion de las CMLYV, para la migracién y la citocinesis de células no musculares
(Fukata et al., 2001). Se ha descubierto que en las CMLYV de aorta en cultivos celulares
se produce una disminucion de la expresion de algunas proteinas especificas del
fenotipo contractil (tales como la o-actina, la cadena pesada de miosina o la hl-
calponina), mientras que la expresion de otras proteinas se encuentra aumentada (RhoA,
RhoK y MYPT1) (Woodsome et al., 2006). Todo esto apoya lo que indican estudios
que sostienen que la proteina RhoK tiene un papel importante en procesos asociados a
la proliferacion de células del MLV desdiferenciadas (Yamakawa et al., 2000).

Una disminucion de la expresion en la CPI-17 podria ser la causa de una
reduccion de la sensibilizacion al Ca** en SHR, a pesar de que una fosforilacion
exacerbada de la CPI-17 podria contrarrestar hasta cierto punto las implicaciones
funcionales de esta alteracion en la via de sefializaciéon de la RhoA/RhoK (Behuliak et
al., 2015).
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3. ACOPLAMIENTO EXCITACION-TRANSCRIPCION EN EL MLV

El paso de un fenotipo contractil a un fenotipo proliferativo se encuentra
asociado a cambios en la expresion de genes que codifican transportadores, canales

ionicos, proteinas contractiles y receptores (Matchkov et al., 2012).

En las CMLYV se van a activar diferentes factores de transcripcion en funcion de
estimulos especificos y segun las condiciones tanto extracelulares como intracelulares
en las que se encuentren dichas células. Por lo tanto, en diferentes condiciones un
mismo agonista puede activar diferentes factores de transcripcion, asi como diferentes

agonistas pueden activar la misma via de transcripcion (Misarkova et al., 2016).

Estos cambios que se producen en las CMLV como consecuencia de la
expresion de diferentes genes van a dar lugar a alteraciones en las vias de sefializacion
del Ca®"y en los mecanismos a través de los cuales tiene lugar la contraccion vascular
(Vallot et al., 2000).

El proceso de acoplamiento excitacion-transcripcion en las CMLV es
dependiente de los cambios en la [Ca?*]i. En las CMLV con un fenotipo diferenciado,
los cambios en la [Ca?*]i son mayores, de corta duracion y mas locales, mientras que en
las CMLV con fenotipo proliferativo estos cambios son mas pequefios, lentos y
duraderos. Esta diferencia en la sefializacion del Ca?* intracelular va a influir en la
activacion de unos determinados factores de transcripcion y en la expresion de genes

para un fenotipo (Lipskaia and Lompre 2004, Berra-Romani et al. 2008).

La transcripcion de la mayor parte de los genes relacionados con un fenotipo
diferenciado (como la a-actina, la cadena pesada de miosina o la calponina) depende de
al menos un elemento CArG que se encuentra en el promotor génico. El elemento CArG
estd formado por 10 pares de bases con una secuencia a la cual se une el factor de
respuesta al suero (SRF) (Miano, 2003). Uno de los genes caracteristicos que participan
en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular es c-Fos. ElI promotor de este
gen contiene el elemento CArG, region a la cual se une la proteina SRF (Treisman,
1992).
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Han et al. (2006) han descrito que el SRF se encuentra involucrado en la
expresion de la MLCK vy en la fosforilacion de la MLC a través de la cascada de
sefializacion de la MAPK en el MLV, ruta de sefializacién cuya actividad se encuentra
aumentada en las SHR (Kubo et al., 2002).

La estimulacion de los GPCR por agentes vasoconstrictores como la NA, la ET-
1 o la ATII, va a desencadenar una cascada de sefializacion que desemboca en la
transcripcion de diversos genes (Misarkova et al., 2016). La proteina RhoK juega un
papel fundamental en esta via ya que es la encargada de fosforilar la proteina CPI-17, la
cual se va a unir a la subunidad catalitica de la MLCP, inhibiéndola y eliminando de
este modo la inhibicién que ejerce la MLCP sobre el factor potenciador especifico de
miocito 2 (MEF2).

Al no encontrarse reprimido, este factor se va a traslocar al nacleo celular donde
va a activar la transcripcion de la proteina miocardina, potente coactivador del SRF
(Wamhoff et al. 2004). Ademas, la expresién de la proteina miocardina también
aumenta tras la despolarizacion de la membrana plasmatica y la entrada de Ca?*
extracelular. Esto es caracteristico de las CMLV diferenciadas, ya que la miocardina va
a estimular la expresion de genes dependientes de CArG tipicos del fenotipo
diferenciado (Wambhoff et al. 2004).

Tras el aumento la expresion de miocardina y como consecuencia de la accion
de la RhoK, tanto la miocardina como los factores de transcripcion relacionados con
miocardina (MRTF) se traslocan al nacleo (Miralles et al. 2003), y una vez alli se van a
unir al SRF provocando la transcripcion de genes caracteristicos del fenotipo
diferenciado de las CMLV (Pipes et al. 2006).

Al producirse un incremento en la [Ca?*]i como consecuencia de la estimulacion
de los IP3R y los canales VOC tipo-L, se va a provocar la activacion de la CaM, la cual
activa a su vez la calcineurina (CN) (Misarkova et al., 2016). La CN desfosforila el
factor nuclear de las células T activadas (NFAT), el cual es un factor de transcripcién
dependiente de Ca?* que se expresa de forma permanente en las CMLV,
especificamente la isoforma NFAT4 en el MLV. Este factor al ser desfosforilado por la

CN se va a traslocar al nucleo para activar genes de proliferacion (Misarkova et al.,
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2016). Ademas, NFAT4 también modula la excitabilidad de las CMLV a través de la
regulacion a la baja de la expresion de los canales de K™ K2.1 (Amberg et al., 2004).

Por otro lado, el factor de transcripcion CREB (proteina de union a elementos de
respuesta a CAMP) puede ser diana de varias cinasas que lo fosforilan, entre ellas la
MAPK o la PKA. El tipo de cinasa que lo fosforila determina un efecto determinado en
su actividad, y su activacion depende de la formacion del complejo Ca?*-CaM (Sun et
al. 1994). Este factor de transcripcion es un regulador de los procesos de migracion y
proliferacion de las CMLV (Klemm et al., 2001).

Una vez activado, CREB se une a la regiéon CRE del promotor regulando la
transcripcion de genes tanto en CMLV proliferativas (Cartin et al. 2000) como
diferenciadas (Najwer & Lilly, 2005). CREB y SRF (el cual se une a la region CaRG)
van a activar la transcripcion de los genes c-Fos y c-Jun (Treisman 1992; Miano 2003).
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Figura V. Representacion de las vias de sefalizacion intracelular que conforman el

acoplamiento excitacién-transcripcién en el MLV (Misarkova et al., 2016).
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4. VIAS INTRACELULARES DE SENALIZACION DE CA%* ACOPLADAS A
RECEPTOR EN EL MLV

4.1. Receptores adrenérgicos

La familia de los receptores adrenérgicos (o adrenoceptores, -AR) se compone
de siete receptores transmembrana acoplados a proteinas G heterotriméricas. Dentro de
esta familia, los adrenoceptores se han clasificado en dos clases principales, o y B, de
acuerdo a criterios farmacoldgicos, aunque recientemente se han descubierto genes que
codifican diferentes subtipos (Kobilka, Dixon et al., 1987; Frielle et al., 1987; Kobilka,
Matsui et al., 1987; Terman, 1990).

Las dos clases de adrenoceptores se subdividen en los subtipos ai-, az-, B1-, B2- Y

Bs-. Los subtipos ai- @ SU vez se subdividen en aia-, a1g-, 01p y los az- en oza-, azs-,

azc-, azp- (Woodcock, 2007).

En condiciones fisiologicas, el corazon actia sobre todo a través de los B-AR,
cuyas vias de sefializacion van a provocar el incremento de la fuerza de contraccion y la
frecuencia cardiaca, ademas de poder influir en el tamafio del corazén a través de la
hipertrofia cardiaca a largo plazo. Los cardiomiocitos expresan ai-AR, pero no ax-AR, y
aunque los a1-AR no son considerados principales reguladores de la funcion cardiaca en
condiciones fisioldgicas, pueden ejercer un importante efecto sobre ella en algunas

patologias (Rockman et al., 2002).

Por otro lado, se han encontrado los tres subtipos del a:-AR en las diferentes
capas musculares de arterias del musculo liso, tanto en grandes arterias como en
pequerias, ademas de estar presentes en células endoteliales y en diversas células de la
capa adventicia. El hecho de que exista una gran heterogeneidad de tipos celulares que
expresan este receptor sugiere un gran potencial de diferentes respuestas fisiologicas a

catecolaminas o agonistas adrenérgicos (McGrath, 2015).

Mientras que el subtipo aig-AR es el predominante en roedores, el a1a-AR es el
principal subtipo expresado en el corazon humano (Hawrylyshyn et al., 2004; Yang et
al., 1999). Ambos subtipos acttan a través de la PLC-B via activacion de receptores

acoplados a proteina Gq, favoreciendo la formacion de IPs (Rybin et al., 1996) y DAG,
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lo que al final va a provocar la liberacion de Ca?* del RS y la activacion de la via de la
PKC (Rebecchi & Pentyala, 2000).

4.2. Receptores de endotelina

De las tres isoformas de endotelina (ET) que han sido identificadas, ET-1, ET-2
y ET-3 (Inoue et al., 1989), la ET-1 es la isoforma con mayor importancia en el sistema
cardiovascular humano (Marasciulo et al., 2006). La ET-1 juega un papel importante en
diferentes procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos como la hipertension, el remodelado

vascular, la hipertrofia cardiaca y la enfermedad coronaria (Schneider et al., 2007).

A pesar de que varios tipos celulares son capaces de producir ET-1, la fuente
predominante de su sintesis son las células del endotelio vascular (O’Brien et al., 1987).
La ET-1 es un potente péptido vasoactivo de 21 aminoacidos que provoca
vasoconstriccion y proliferacion en las CMLV a través de la activacion de dos tipos de
GPCR, el receptor de endotelina A (ETa) y el receptor de endotelina B (ETg) (Tykocki
& Watts, 2010).

Los receptores ETa son los que se encuentran en las CMLV y median procesos
de vasoconstriccion, mientras que los ETg son los que predominan en células
endoteliales vasculares y median procesos de vasodilatacion transitoria in vivo (Masaki,
2004). Estos receptores activan proteinas Gg/11 y G12/13, lo que va a provocar los
efectos contractiles y proliferativos que se le atribuyen a través de diversas moléculas
como la PLC, el Ca?" intracelular, la PKC y las cinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1y 2 (ERK1/2). Por otro lado, los receptores ETg estimulan proteinas Gi

y Gg/11 en las CMLV y en las células endoteliales.

La ET-1 es un agonista no selectivo para estos receptores, y activa los dos de
igual manera, lo que podria provocar interacciones y entrecruzamientos entre las
diferentes vias de sefializacion de cada receptor (Gohla et al., 2000; Cramer et al., 2001;
Masaki, 2004; Schneider et al., 2007).

La disfuncion del sistema de ET esta presente en el dolor crénico, el asma, el
derrame cerebral e incluso en la insuficiencia renal aguda, aunque la alteracion del

sistema ET aparece sobre todo en enfermedades vasculares como la hipertension
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(Ortega-Mateo & de Artifiano, 1997; Fagan et al., 2001; Khodorova et al., 2009). El
bloqueo de los receptores ETa incrementa el flujo y la perfusion sanguinea, ademas de
ser capaz de reducir los depdsitos de grasa y la disfuncién en arterias coronarias. Debido
a estos efectos, los agentes farmacologicos que disminuyen la actividad de las vias
acopladas al receptor ETa son candidatos para la prevencion y tratamiento de la
enfermedad coronaria (Nguyen et al. 2010; Thorin & Webb. 2010).

Se ha demostrado que las respuestas de un tejido a la ET-1 se alteran debido a
una disfuncion de la sefializacion del receptor y no a una activacion de las vias de
sefializacion mediadas por ET de forma concentracion-dependiente (Elijovich et al.,
2001). La gran mayoria de las respuestas a la ET-1 son Ca?*-dependientes. La manera
en la que los receptores de ET van a producir un incremento de la [Ca?*]i va a depender
del tejido, del tipo de receptor y de las vias de sefializacion que se activen (Jouneaux et
al.,, 1994; Luo et al., 2006; Zeng et al., 2009). Este incremento de la [Ca®']i puede
deberse a un flujo de Ca?" a través de los VOC, a la entrada de Ca?* a través de canales
independientes de voltaje, a la entrada SOCE, a la movilizacion de Ca?" desde los
almacenes intracelulares 0 a una combinacion de cualquiera de estos mecanismos
(Pollock et al., 1995; Neylon, 1999; Kawanabe et al., 2005).

En algunas células, los incrementos en la [Ca?*]i son transitorios mientras que en
otras, la ET-1 produce un incremento lento y prolongado de la [Ca?']i. Pequefios
cambios en estas corrientes de Ca?* pueden provocar importantes alteraciones en vias de
sefializacion que pueden desembocar en la patogénesis de enfermedades vasculares
como la hipertension (Tykocki & Watts, 2010).

Se ha demostrado que los VOC se encuentran implicados en la entrada de Ca?*
inducida por ET-1, siendo la participacion relativa de cada uno de ellos dependiente del
tipo celular y de la especie en la que se estudie (Bkaily et al., 1995; Betts et al., 2000).
Aunque se ha propuesto que podria existir una regulacion directa de la ET-1 sobre los
VOC, se sabe que la ET-1 regula el flujo de Ca®" de forma indirecta a través de los
VOC mediante segundos mensajeros como la PLC y la PKC (Van Renterghem et
al., 1988; Inoue et al., 1990).
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La despolarizacion de la membrana mediada por la activacion del receptor de ET
y la produccion de las consecuentes corrientes de Ca* a través de los canales VOC es
un importante mecanismo por el cual la ET-1 puede provocar un incremento de la
[Ca?*]i (Lovenberg & Miller, 1990; Hukovic & Hadziselimovic, 1998). Sin embargo, la
inhibicion de los canales VOC no elimina las corrientes de Ca?* inducidas por la ET-1
(Gardner et al., 1992), por lo que el restante flujo de Ca?* inducido por ET-1 tiene lugar
a través de canales de Ca?* independientes de voltaje como los canales SOC o los ROC
(Putney, 2009).

Los receptores de ET provocan la movilizacion de Ca®** de los depoésitos
intracelulares via activacion de la PKC e incrementando la produccion de IP3 (Neylon,
1999). De forma similar a los efectos de la ET-1 sobre los flujos de Ca®*, el Ca?*
liberado desde el RS tras la activacion de los IPsR no es responsable en su totalidad del
incremento en la [Ca?']; (Pollock et al., 1995), sino que parte de esa [Ca?*]i debe
provenir de otros almacenes que la ET-1 puede movilizar, como los depdsitos sensibles
a rianodina u otros almacenes atipicos como los depdsitos de Ca?* lisosomales o
mitocontriales (Poburko et al., 2009). Aunque diversos estudios confirman que la ET-1
causa movilizacion de Ca®" de los depodsitos intracelulares, ninguno proporciona
evidencias de que los ETa y los ETg movilizan diferentes almacenes de Ca?*. Los
depdsitos desde los que se produce la movilizacién inducida por ET-1- dependen del
tipo celular y no del subtipo de receptor de ET (Tykocki & Watts, 2010).
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5. PAPEL DE LAS PROTEIN CINASAS EN LA SENALIZACION DE CA?*
ACOPLADA A RECEPTOR

5.1. Fosfatidilinositol 3-cinasas (PI13Ks)

Las fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3Ks) son una familia de enzimas que se
expresan de forma ubicua, se estudian en funcion de su estructura y del modo en que se
activan. La PI3K se clasifica en tres grupos: clase I, clase Il y clase 11l (Morello et al.,
2009). Esta enzima estd compuesta por dos subunidades, la p110 o subunidad catalitica
y la p85 o subunidad reguladora. La subunidad reguladora es la que esta en contacto con
la membrana de celular y la que va a fosforilar lipidos de membrana como el PIP.,
transformandolo en fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3). Posteriormente el PIP3 es
hidrolizado por la PLC en IP3 y DAG, el cual va a provocar la fosforilacion de la PKC
(Morello et al., 2009).

La PI3K clase | es la mas extendida en las células del endotelio vascular y se
clasifica en cuatro subtipos en funcion de la subunidad p110: a, B, y y 8. Asimismo se
han descrito tres subunidades de la p85 o reguladora: o, B y y. La PI3K clase Il se
subdivide a su vez en: C2a, C2 y C2y.

En dltimo lugar se encuentra la PI3K clase Ill que presenta una Gnica subunidad
catalitica p110 denominada Vps34. La funcién de esta forma parece ser fundamental en

el trafico vesicular en el interior celular (Morello et al., 2009).

Por un lado, la PI3K puede activar a la protein cinasa B o Akt, constituyendo
una importante via de sefializacion intracelular. Esta via participa en procesos celulares
relacionados con la proliferacion, diferenciacion y remodelado vascular. Por otro lado,
la PI3K también puede estimular la sintesis de NO por la enzima 6xido nitrico sintasa
de origen endotelial (eNOS), enzima altamente sensible a los cambios en la [Ca®*]i. Sin
embargo, las enzimas oOxido nitrico sintasa neural (nNOS) y &xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) no se ven funcionalmente afectadas por la accion de la Akt. La
expresion de la iNOS se encuentra aumentada durante los procesos inflamatorios
(Morello et al., 2009).
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En el MLV, la gran mayoria de los receptores son capaces de modular la
contractilidad y otras respuestas mediante la accién de segundos e incluso terceros
mensajeros, cuyas vias de sefializacion muchas veces se entrecruzan. La via de la PI3K
estd asociada a la produccion del segundo mensajero PIP3, y potencialmente conectada
con vias de regulacion metabolica, hipertrofia y supervivencia celular (Ghigo et al.,
2017).

Se sabe que la PI3K participa en una gran variedad de procesos fisioldgicos
como la adhesion celular, el reordenamiento de los filamentos de actina o el tréafico
intracelular de membranas (Toker & Cantley, 1997). Ademas, la PI3K es de vital
importancia en los procesos de crecimiento y contractilidad cardiacos (Crackower et al.,
2002; McMullen et al., 2003). Diversos estudios demuestran que la PI3K esta
involucrada en la mala adaptacién de la hipertrofia miocardica causada por mediadores
neurohormonales y estrés biomecéanico (Patrucco et al., 2004). Sin embargo, los
mecanismos a través de los cuales la PI3K participa en los procesos de hipertrofia y
remodelado cardiaco se asocian a la activacion de GPCR, factores de crecimiento u
hormonas (McMullen et al., 2003).

En relacion a la regulacion del Ca?*, se sabe que son varias las isoformas de la
PI3K que pueden modular la entrada de Ca?* a través de los canales VOC y que estan
implicadas en la modulacién de la contractilidad del MLV. Esta regulacion podria ser
directamente sobre los canales VOC o de forma indirecta mediante otros receptores y
vias de sefializacion, aunque se sabe poco de los mecanismos a través de los cuales tiene
lugar (Viard et al., 2004).

5.1.1. Regulacion del canal VOC tipo-L por las PI3Ks

La regulacion de la entrada de Ca?* mediante la fosforilacion del canal VOC
tipo-L Cavl.2 por diferentes cinasas es importante en el acoplamiento excitacion-
contraccion en el corazén (Yang et al., 2009) y en el MLV (Ghosh et al., 2017). Este
canal es diana de mudltiples cinasas que median sefiales tanto del sistema renina-

angiotensina como del sistema nervioso simpatico (Yang et al., 2009).

Las PI3Ks estan implicadas en la modulacion de la contractilidad del MLV (Kim

et al., 2006; Morello et al., 2009). Sin embargo, hay poca informacién sobre el papel
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que juega cada una de las PI3Ks en el control de la funcion vascular. Se sabe que las
clases la y Ib participan en la regulacion de los canales Cay1.2 e incrementando las
corrientes de Ca®* (Le Blanc et al., 2004).

La PI3KJ, isoforma que forma parte del subgrupo Ia, estd relacionada con el
aumento del tono basal en las arterias aorta y mesentérica de ratas hipertensas
(Northcott et al., 2002, 2005). Dado que una vasoconstriccion anormal es una de las
muchas complicaciones que tiene la diabetes, es probable que esta isoforma de la PI3K
esté de algun modo involucrada en la disfuncién vascular presente en esta patologia
(Pinho et al., 2010).

Se ha demostrado que diversas vias de sefializacion e isoformas de la PI3K
pueden modular la entrada de Ca®* a través los canales VOC tipo-L. Sin embargo, la
cascada de sefalizacion y los mecanismos de transduccién que conllevan al incremento
del influjo de Ca?* aln no estan del todo claros. Por un lado, la PI3K aumenta la
expresion de los VOC en la membrana plasmatica, y por otro, los regula a través de la
fosforilacion de un residuo de serina en la subunidad Cayf2. Esta regulacion esta
mediada por la via Akt/PKB activada por el PIP3 (Viard et al., 2004). Se ha descrito que
tanto las isoformas PI3Ky como PI3Ka incrementan la expresion de estos canales, por

lo que la regulacién no es especifica de una sola isoforma (Viard et al., 2004).
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Figura VI. En el MLV, la via de seiializacion de la PI3Ky regula procesos como la contraccion
y la proliferacion. En respuesta a agonistas como la ATII, la PI3Ky conduce a la
vasoconstriccion mediante el incremento de las corrientes de Ca?* a través de los canales VOC
tipo-L (Morello et al., 2009).
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5.2. Protein cinasas activadas por mitdégenos (MAPK)

Las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) forman parte de la gran
familia de las MAPK. Esta familia de serin-treonina cinasas se encuentra involucrada en
la contraccion del MLV, asi como en procesos proliferacion, migracion, adhesion,
diferenciacion y supervivencia celular (Pearson et al., 2001). Estas enzimas pueden ser
activadas como consecuencia de diversos estimulos extracelulares, incluyendo la ET-1,
ATII y la fenilefrina (Phe) (Vignon-Zellweger et al., 2012), o factores como el Ca?*

intracelular u otras cinasas como la PKC o la PI3K (Molkentin et al., 2001).

La MAPK cinasa MEK es necesaria para la fosforilacion de los residuos de
treonina y tirosina de ERK1/2. Una vez activadas, ERK1/2 van a amplificar la sefial
provocada por estimulos extracelulares a través de la fosforilacion de diversos sustratos

que incluyen factores de transcripcion y otras cinasas (Whitmarsh et al., 1996).

Tanto la Phe como la ET-1 inducen la hipertrofia y el remodelado cardiaco a
través de la activacion de proteinas Gg, la PLC y pequefias proteinas como Ras, Rac y
Rho mediante la activacion de la via ERK-MAPK (Clerk et al., 2002; Dorn & Force,
2005). Ademas de estar implicadas en procesos de crecimiento celular, las ERK-MAPK
también han demostrado actividad en células diferenciadas no proliferativas (Adam et
al., 1993; Hei et al., 1993). Diversos estudios indican que ERK1/2 también presenta un
papel crucial en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca tanto en experimentos realizados
in vivo como in vitro (Bueno & Molkentin, 2002; Lu et al., 2009; Yue et al., 2000).

El blogueo de la via de sefializacion de las MAPK provoca una reduccion del
desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida por Phe en cardiomiocitos de rata
(Glennon et al., 1996).

Se ha demostrado en arteria aorta que la inhibicion de la cascada de sefializacion
de la ERK-MAPK no altera significativamente la contraccion inducida por Phe ni por
KCI en presencia de Ca?* extracelular pero si disminuye practicamente en su totalidad la
contraccion independiente de Ca?* en respuesta a la Phe. Sin embargo, la inhibicion de
tal contraccion no es completa cuando se utilizan elevadas concentraciones de Phe, a
pesar de encontrarse la via de la ERK-MAPK igualmente bloqueada. Esto sugiere que

probablemente existan vias de sefializacion adicionales que puedan encontrarse
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regulando la contraccion del MLV en las que la ERK-MAPK se encuentre implicada
(Dessy et al., 1998).

Existe escasa informacion sobre los mecanismos de sefializacion intracelulares
de ET-1 que conllevan la activacion de las ERK1/2 en las CMLV humanas. Las sefiales
intracelulares de Ca2* son necesarias para la activacion de la via ERK-MAPK inducida
por ATII en las CMLV (Eguchi et al., 1996). Sin embargo, la contraccion inducida por
ET-1 no se ve afectada tras el bloqueo de los canales VOC tipo-L (McNair et al., 2004),
lo que sugiere que la contraccion que provoca la ET-1 no asociada a la entrada
extracelular de Ca®" parece estar mediada por la actividad de la MAPK vy otras cinasas
como la PKC, PI3K y RhoK (Dessy et al., 1998; D'Angelo et al., 2002; Lee et al.,
2007).

Por otro lado, se ha encontrado relacion entre la proteina resistina y la ET-1, las
cuales se encuentran reguladas al alza en personas que padecen diabetes mellitus tipo Il,
hipertension y obesidad central (Chuang et al., 2012). La via de sefializacién de la ET-1
participa en el acoplamiento del Ca?" y la vasoconstriccion, y se halla relacionada con la
regulacion de la presion arterial. La resistina produce un incremento de la presion
arterial inducida por ET-1 asi como en la concentracion de Ca?*, efectos que se
revierten al utilizar bloqueantes de la entrada SOC y de la via ERK-MAPK. Esto parece
indicar que la resistina provoca incrementos en la concentracion de Ca?* inducidos por
ET-1 a través de la entrada SOC dependiente de la via ERK-MAPK (Chuang et al.,
2012).

La activacion de la via ERK-MAPK por la ET-1 también contribuye a los
procesos de migracion y proliferacion de las CMLV que tienen lugar en la formacion de
nueva intima tras sufrir dafio vascular (Hazzalin et al., 2002; Muslin, 2008). Ademas,
esta via es clave al comienzo del desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la
aterosclerosis, ya que favorece el reclutamiento de monocitos, la formacion de células

espumosas Y el desarrollo de la placa de ateroma (Muslin, 2008).
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5.2.1. Regulacion del canal VOC tipo-L por las MAPK

Muchas de las proteinas que intervienen en procesos fisiologicos relacionados
con el crecimiento celular como la proteina G Ras, la PI3K o la MAPK, juegan un papel
importante en la regulacion de canales idnicos con el objetivo de modular diferentes
procesos como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia celular o la transcripcion
génica (Fitzgerald, 2000).

Se ha descrito que la proteina Ras regula los canales VOC tipo-L, -N y -T
incrementando la corriente de iones a través de ellos en diferentes tipos celulares de
neuronas (Hahnel et al., 1992; Fitzgerald & Dolphin, 1997; Lei et al., 1998). La
presencia de una secuencia de consenso en el lazo intracelular que une los dominios | y
Il del canal neuronal de Ca?" tipo-N (Ca2.2) y los 4 tipos de subunidades B de estos
canales sugieren que estos canales pueden ser fosforilados por ERK (Martin et al.,
2006).

La activacion de ERK depende de la proteina efectora Ras, que va a iniciar la
cascada de sefializacion de la MAPK. Ras va a activar a Raf-1, la cual va a fosforilar a
MEK (o MAPKK), que a su vez va a fosforilar y activar a las MAPK ERK1/2
(Marshall, 1996). Esta via es esencial en los procesos de diferenciacion y proliferacion
celular, aunque el aumento de los flujos de Ca?* a través de los canales VOC parece ser
que se debe principalmente a la modulacion por Ras-MAPK de la actividad de los
canales ya existentes y no a la sintesis de nuevos canales via expresion de genes

mediada por esta via (Fitzgerald, 2000).

5.3. Protein cinasa C (PKC)

La familia de la PKC se compone de 12 isoformas diferentes, clasificadas en tres

grupos de acuerdo a sus caracteristicas de activacion (Dempsey et al., 2000).

Un primer grupo lo conforman las denominadas PKC convencionales o clasicas:
o, B1, B2 y y, las cuales requieren Ca?*y DAG para su activacion. En el segundo grupo
se encuentran las isoformas denominadas nuevas o noveles, y lo conforman las
isoformas 8, €, 1 y 0. Estas se activan mediante el DAG, pero al contrario que las

isoformas convencionales, no requieren Ca?* para su activacion.
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Por ultimo se encuentra el tercer grupo de isoformas de la PKC, las cuales son
denominadas atipicas y esta formado por las isoformas , 1/A y A, las cuales no necesitan

ni Ca?* ni DAG para su activacion (Geraldes and King., 2010).

En el corazén, las isoformas de la PKC son activadas a través de GPCR a los que
se unen diferentes agonistas como NA, ET-1, ATIl y serotonina (Dorn et al., 1999). Las
fosfolipasas activadas por esta via dan como resultado de su hidrdlisis fosfolipidos de
inositol y DAG, el cual es responsable de la activacion de la region catalitica de la PKC
(Puceat et al., 1994). Las diferentes isoformas de la PKC responden de forma diferente
a neurohormonas y acttan de distinta forma sobre la funcion cardiaca, ya que cada
isoforma de la PKC tiene un sustrato 6ptimo, permitiendo que diferentes isoformas sean
capaces de fosforilar distintas subunidades del canal o incluso distintos sitios dentro de

la misma subunidad de una manera especifica (Puceat et al., 1994).

La gran familia de la PKC presenta diversa dependencia del Ca?* y fosfolipidos,
asi como diferente localizacion y sustratos sobre los que actia en funcion de cada
isoforma. La PKC es fundamentalmente citosolica, y tras la activacion de las CMLV, es
fosforilada y sufre procesos de maduracion y traslocacion a la membrana plasmatica,
nacleo y RS, los cuales son facilitados por proteinas de anclaje. La PKC, una vez
activada, va a producir la fosforilacién de distintos sustratos como canales y bombas
ionicas u otras proteinas (Liu & Khalil, 2018). Se sabe que, en el MLV, la PKC regula
la actividad de los VOC, los canales BKc,, los canales de K* sensibles a ATP y los
canales de cationes no selectivos (Crozatier, 2006), siendo asi una de las principales

enzimas reguladoras de la funcion vascular.

Ademas de regular el flujo de iones hacia el interior celular, la PKC participa
también en la regulacion de la contraccion vascular, pues va a fosforilar la CPI-17
causando la consecuente inhibicion de la MLCP e incrementando de este modo la
fosforilacion de la MLC, promoviendo asi la contraccion del MLV. Por otro lado, la
PKC va a activar la cascada de protein cinasas que conlleva la fosforilacion de las
proteinas de unién a actina calponina y caldesmon, aumentando la interaccion actina-

miosina y favoreciendo la contraccion (Liu & Khalil, 2018).
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Hace ya varias décadas se propuso que la activacion de la PKC podria estar
involucrada en la contraccion inducida por ET-1 (Chabrier et al., 1989; Ohlstein et al.,
1989). Se ha observado que en la arteria aorta de rata, la ET-1 provoca vasoconstriccion
de forma dosis-dependiente, y que esta contraccion es inhibida de forma significativa al
utilizar un inhibidor de la PKC (Shimamoto et al., 1992). Ademas, se ha comprobado
que la vasoconstriccion inducida por ET-1 tiene lugar en condiciones libres de Ca?* y de
bloqueo de los canales VOC tipo-L con nifedipina, lo que sugiere que este tipo de
contraccion ocurre o bien por los efectos de movilizacion de Ca?* intracelular o bien a
través de mecanismos independientes de Ca?*, los cuales se han asociado a la activacion
de la PKC (Shimamoto et al., 1992).

En el MLV, los ésteres del forbol, los cuales inducen la activacion de la PKC,
provocan una contraccion lenta pero sostenida de igual forma que la ET-1, lo cual
supone que la PKC podria jugar un papel regulador en el mantenimiento del tono
miogénico (Rasmussen et al., 1987). Por otro lado, la PKC puede ser activada por el
DAG generado como consecuencia de la union de la ET-1 a su receptor, participando de

forma directa en procesos vasoconstrictores (Chen et al., 2009).
5.3.1. Regulacion del canal VOC tipo-L por la protein cinasa C (PKC)

La gran familia de las cinasas PKC es capaz de modular la contraccion cardiaca
de diferentes maneras, aumentando o deprimiendo la fuerza de la contraccion y
relajacion muscular. En la subunidad a:C del canal Cay1.2 se han identificado siete
sitios de fosforilacion diferentes para la PKC. Esta fosforilacién se encuentra inhibida

en presencia de un inhibidor de esta enzima (Yang et al., 2009).

La regulacion de la subunidad a1C es importante para la funcion del canal de
Ca?* y el acoplamiento excitacion-contraccion. En los cardiomiocitos se expresan las
isoformas de la PKC convencional (PKCa), novel (PKC 6 y PKCg) y atipica (PKCA), e

incluso se ha llegado a detectar en ocasiones la expresion de PKCp (Yang et al., 2009).

Se ha demostrado que la serina 1928, localizada en el extremo C-terminal y
considerada uno de los residuos responsables y méas importantes de la regulacion de la
subunidad del canal, es fosforilada por las isoformas PKCa, PKCe, PKC( e incluso por

la PKD (Yang et al., 2005).
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La serina 1928 también es responsable de la regulacién al alza de la entrada de
Ca2* por accion de la PKA, aunque se sabe muy poco al respecto debido a la escasez de
esta proteina en la membrana, lo cual dificulta mucho su estudio. Se sabe que la
inhibicién de la PKA bloquea el aumento de las corrientes Cayl.2b producido por un
analogo del AMPc, el 8-Br-AMPc (Ruiz-Velasco et al., 1998).

Por otro lado, se ha demostrado que la PKCa también fosforila el inhibidor de la
protein fosfatasa-1, que ejerce una inhibicion directa sobre la misma, favoreciendo de
este modo que el canal se mantenga fosforilado. Sin embargo, se ha evidenciado que la
regulacion del canal VOC tipo-L se debe sobre todo a la accién directa que ejerce la
PKCa fosforilando el canal y no tanto a una inhibicion de la actividad de la fosfatasa
(Yang et al., 2009).

Cabe destacar también el papel de la PKG, ya que entre sus funciones se
encuentra la accion inhibitoria sobre los canales Cay1.2b. Se ha observado que el NO,
los donantes de NO como el nitroprusiato sodico y el analogo del GMPc, 8-Br-GMP,
reducen las corrientes Cay1.2b, efecto que disminuye al utilizar inhibidores de la PKG
(Ruiz-Velasco et al. 1998).

Aun asi, existen otros métodos de regulacién de los canales VOC tipo-L. Varios
estudios han contemplado la regulacion del canal a nivel vascular por otras cinasas,
ademas de demostrar la existencia de regulacion adrenérgica, ya que una sustitucion de
la serina 1928 por una alanina mantiene una regulacién al alza del canal con un
incremento de la entrada de Ca?* debido a la accion de agonistas B-adrenérgicos (Yang
et al., 2009).
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Hipdtesis y Objetivos

Los estados de resistencia a la insulina juegan un papel clave en la patogénesis
de la diabetes mellitus tipo Il, y se encuentran estrechamente relacionados con otras
alteraciones vasculares y metabolicas como la obesidad, la dislipemia y la hipertension,
que en conjunto forman lo que se conoce como sindrome metabdlico (Ford, 2005). En
la resistencia a la insulina se produce un desequilibrio entre las acciones vasculares de
esta hormona que dependen de las vias de sefializacion de la PI3K y la MAPK en el
endotelio vascular, lo que conduce a una alteracion de la via de la PI3K/eNOS/NO y a
un incremento de la actividad de las vias MAPK/ET-1, provocando disfuncién
endotelial y una vasoconstriccidn exacerbada (Kim et al., 2006; Prieto et al., 2013). Sin
embargo, las alteraciones de la homeostasis del Ca** en la pared arterial estan
implicadas también de forma importante en la vasoconstriccion anormal y en las
complicaciones vasculares como la hipertension o la enfermedad coronaria asociadas a
la enfermedad metabdlica y a estados de resistencia a la insulina (Okon et al., 2005;
Ford et al., 2010; Villalba et al., 2011).

La contraccion del MLV tiene lugar por un incremento de la [Ca?*]i, que puede
deberse al influjo de Ca?* extracelular y/o a la movilizacion de Ca?* de los dep6sitos
intracelulares del RS. Este incremento de la [Ca?']i va a producir la contraccion del
MLV a través de la via Ca?-CaM-MLC y la consecuente formacion de puentes
cruzados de actina/miosina (Liu & Khalil, 2018). Sin embargo, la vasoconstriccion
arterial puede estar mediada también por mecanismos de sensibilizacion al Ca?*, que
consisten en el desarrollo de la fuerza de contraccion a una determinada [Ca®']i, lo que
provoca una disociacion entre la [Ca®'];, la fosforilacion de la MLC y la contraccion
(Somlyo & Somlyo, 2003; Villalba et al., 2007). La entrada de Ca?* extracelular a
través de canales de la membrana plasmatica, la movilizacion de Ca?* de los depdsitos
intracelulares y los mecanismos de sensibilizacion al Ca®" contribuyen de forma
diferente a la contraccién en funcion del agonista vasoconstrictor y del diametro
vascular. Ademas, la contribucion relativa de diferentes protein cinasas a la
vasoconstriccion mediada por receptor también depende del tamafio del vaso, pues a
menor tamario arterial la participacion de la PKC aumenta mientras que la aportacion de
la RhoK disminuye (Kitazawa & Kitazawa, 2012; Martinsen et al., 2012).
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A pesar de que cinasas como la PKC y la RhoK han sido clasicamente asociadas
a mecanismos de sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria contractil del MLV (Nobe &
Paul, 2001; Somlyo & Somlyo, 2003; Villalba et al., 2007), la evidencia experimental
sugiere que tanto la movilizacion de Ca?* intracelular como la entrada de Ca?*
extracelular pueden encontrarse moduladas por protein cinasas en el MLV y en los
miocitos cardiacos (Ghisdal et al., 2003; Villalba et al., 2008; Smani et al., 2010).
Ademaés, se ha demostrado que existen diferencias entre las arterias grandes o de
conductancia y las pequefias o de resistencia en relacion a la regulacion de procesos
asociados al Ca?* por diferentes cinasas (Kitazawa & Kitazawa, 2012; Martinsen et al.,
2012).

Las pequefias arterias de resistencia, cuya vasoconstriccion se encuentra bajo el
control del sistema nervioso simpatico, juegan un papel esencial en la regulacion de la
presion arterial, siendo la hipertension una de las complicaciones vasculares mas
frecuentes que aparecen en estados de resistencia a la insulina y en el sindrome
metabolico (Ford, 2005). Tanto la alteracion de vias de sefializacién que incluyen
cinasas como la PI3K, la MAPK o la PKC en células del endotelio vascular, asi como
un metabolismo del Ca?* anormal, son factores que contribuyen a una vasoconstriccion
anomala en la enfermedad vascular (Okon et al., 2005; Kim et al., 2006; Villalba et al.,
2011; Prieto et al., 2013).

Agentes farmacol6gicos como las DHP que bloquean los canales VOC tipo-L
han sido utilizados en el tratamiento de la hipertensién, ya que producen un descenso de
la presion arterial al inhibir la entrada de Ca®* extracelular y reducir asi la
vasoconstriccion (Richard, 2005). Este tipo de farmacos también tienen actividad
cardioprotectora, ya que ademéas de reducir la presion arterial también reducen la
potente contraccion en respuesta al péptido endotelial ET-1 y mejoran la relajacion
dependiente del endotelio (Sudano et al., 2007). Sin embargo, una parte importante de
la vasoconstriccion de la ET-1 es independiente de Ca?* y resistente al bloqueo de los
canales VOC, y se ha relacionado con la actividad de cinasas como la PI3K, la MAPK,
la PKC y la RhoK (Tykocki & Watts, 2010). La activacion de estas cinasas por la ET-1
podria jugar un importante papel en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares al

contribuir a la potenciacion de la vasoconstriccion, al aumento de procesos
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proliferativos y al incremento de los mecanismos de sensibilizacion al Ca®* de la

maquinaria contractil del MLV.

Por todo lo expuesto, el objetivo general de este proyecto de Tesis Doctoral fue
determinar la participacion de las protein cinasas PI3K, MAPK y PKC en las vias de

sefializacion de Ca?* acopladas a receptor en el MLV de arterias de resistencia.
Los objetivos especificos de esta investigacion fueron:

1. Determinar la contribucion relativa a la vasoconstriccion mediada por el receptor o1-
adrenérgico de los mecanismos de entrada de Ca?*, movilizacion de Ca?'

intracelular y de sensibilizacion al Ca®* en arterias de resistencia.

2. Evaluar si las cinasas PI3K, MAPK y PKC participan en la regulacion de los

mecanismos de sefializacion de Ca®* acoplados al receptor o1-adrenérgico.

3. Determinar la contribucion relativa a la vasoconstriccion mediada por el receptor de
ET de la entrada de Ca?*, movilizacion de Ca?" intracelular y mecanismos de

sensibilizacion al Ca2* en el MLV de arterias de resistencia.

4. Evaluar si las cinasas PI3K, MAPK y PKC participan en la regulacién de los

mecanismos de sefializacion de Ca®* acoplados al receptor de ET.
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Material y Métodos

1. MATERIAL
1.1. Material bioldgico

Se utilizaron arterias procedentes de ratas Wistar macho sexualmente maduras
como modelo experimental. Los animales fueron criados y estabulados en las
instalaciones del Animalario de la Facultad de Farmacia (n° de registro
ES280790000085) en condiciones controladas de luz (ciclo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad), humedad (50-60%) y temperatura (24°C), y alimentados con pienso
y agua ad libitum hasta el momento de su sacrificio, con 12 semanas de edad, de
acuerdo a la legislacion vigente sobre proteccion de animales de experimentacion y
otros fines cientificos (R.D. 1201/2005).

Los protocolos experimentales se realizaron acorde a la Directiva Europea sobre
la Proteccion de Animales Utilizados con Fines Cientificos (European Union Directive
2010/63/EV) y fueron aprobados por el comité de Experimentacién Animal de la

Universidad Complutense de Madrid.

Después del sacrificio de los animales se procedid, con ayuda de un microscopio
estereoscopico, a la microdiseccion de las arterias de resistencia. Se disecaron ramas de
tercer orden de arterias mesentéricas para el estudio comparativo de los mecanismos de

regulacion del Ca?* en lechos vasculares periféricos.
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1.2. Material de laboratorio
1.2.1. Instrumentacion general

Los aparatos utilizados para la preparacion de soluciones y medios fisiologicos
fueron los siguientes:
» Balanza de precision Sartorius.
» Agitadores magnéticos.
» pHmetro Crison.
> Sistema de filtracion Mili-Q (Millipore™).

» Termostato de inmersién B. Braun, modelo Thermomix 1420.

1.2.2. Equipamiento para registrar la tension isométrica de las micropreparaciones

arteriales

» Miografos microvasculares dobles de alambres modelo 410A con 10 mL
de capacidad, con regulador de temperatura y con dos sitios de montaje
unidos a dos transductores de fuerza isométricos (Danish Myo

Technology, Dinamarca).

» Poligrafos Houston de dos canales para registrar de forma analdgica la

fuerza ejercida por las arterias en tiempo real.

» Powerlab, software informatico para el registro digital de la fuerza en

tiempo real.
» Microscopio estereoscopico Leica.

» Fuente de luz fria Leica, para realizar la diseccion y montaje de las

preparaciones arteriales.
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1.2.3. Equipamiento para el registro simultaneo de la concentracion intracelular

de Ca?*y de la tensién isométrica en micropreparaciones arteriales

>

Monocromador DeltaRAM X (Photon Technology International) usado

para excitar a dos longitudes de onda: 340 nm y 380 nm.

Sistema de deteccion fotomultiplicador 814 (Photon Technology

International).
Lampara UV de Xenon LPS-220B (Photon Technology International).

Miografo vascular simple de 8 mL de capacidad con regulacion de
temperatura y con un transductor de fuerza isométrica (Danish Myo
Technology, Dinamarca). Este midgrafo s6lo permite montar un
segmento arterial al mismo tiempo, por lo que se montaron arterias en

dias consecutivos.

Microscopio de fluorescencia invertido Zeiss, Axiovert S100 T (Photon
Technology International), sobre el que se colocd el midgrafo para el
enfoque del segmento arterial. Se utilizé un objetivo para fluorescencia
Olympus LUCPIlanFLN 20x.

1.3. Reactivos

Los reactivos y compuestos utilizados en la realizacion de los experimentos

fueron los siguientes:

Acetilcolina (Ach) clorato (Sigma Aldrich, Espafia).

CPA (Acido ciclopiazénico), bloqueante de la SERCA (Tocris Cookson,
UK).

Cremophor (Sigma Aldrich, Espaiia).
EGTA, agente quelante (Sigma Aldrich, Espafia).

Endotelina (ET-1) humana/porcina (Tocris Cookson, UK).
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Fura-2 AM (Sigma Aldrich, Espafia).
GF-109203-X, inhibidor de la PKC (Tocris Cookson, UK).
Guanetidina sulfato, neurotoxina adrenérgica (Sigma Aldrich, Espafia).

L-Fenilefrina (Phe) clorhidrato, agonista as-adrenérgico (Sigma Aldrich,

Esparia).

LY-294002 hidrocloruro, inhibidor selectivo de la PI3K (Tocris
Cookson, UK).

Nifedipina, bloqueante de los canales VOC tipo-L (Sigma Aldrich,

Espana).
PD-98059, inhibidor especifico de la MAPK (Tocris Cookson, UK).
Pluronic (Sigma Aldrich, Espafa).

Pyr6, inhibidor selectivo de la entrada de Ca?* via STIM/Orail (Tocris
Cookson, UK).

Rianodina, bloqueante selectivo del receptor de rianodina (Tocris
Cookson, UK).

SB-203580, inhibidor de la p38-MAPK (Tocris Cookson, UK).
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1.4. Soluciones

Todas las soluciones fueron preparadas con sales inorganicas Merck de grado

analitico, disueltas en agua desionizada de alta pureza (Mili-Q).

1.4.1. Soluciones fisiolégicas
1.4.1.1.  Solucidn salina fisiologica (PSS)

La composicion utilizada, expresada en mM, fue la siguiente:

» Cloruro sédico (NaCl) 119.00
» Bicarbonato sédico (NaHCO3) 25.00
» Cloruro potésico (KCI) 4.6
» Fosfato monopotésico (KH2PO4) 1.40
» Cloruro magnésico (MgCl.) 1.20
» Cloruro célcico (CaCly) 1.50
> Acido etiléndiaminotetraacético (EDTA) 0.027
» Glucosa (CsH1206) 11.00

La solucion PSS fue preparada diariamente diluyendo los reactivos en agua
desionizada en continua agitacion. Una vez afiadidos todos los compuestos salvo el
CaCly, se oxigend la solucion durante 20 minutos con carbogeno (95% O», 5% COy)
para ajustar el pH a 7,4. La adicion de EDTA tuvo como objetivo retrasar la oxidacion e

impedir el crecimiento de microorganismos en la solucion.
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1.4.1.2.  Solucion salina fisiologica rica en potasio (KPSS)

En esta solucidn, igualmente preparada de forma diaria, se sustituyeron
cantidades equimolares de NaCl por KCI en relacion a la solucion PSS. Su

composicion, expresada en mM, fue:

» Cloruro potéasico (KCI) 119.00
» Bicarbonato sodico (NaHCO:s) 25.00
> Fosfato monopotésico (KH2PO4) 1.40
» Cloruro magnésico (MgCl,) 1.20
» Cloruro célcico (CaCly) 1.50
> Acido etiléndiaminotetraacético (EDTA) 0.027
» Glucosa (CsH1206) 11.00

Los reactivos se diluyeron conjuntamente en agua desionizada en agitacion,
y una vez afiadidos todos los compuestos salvo el CaCly, se oxigend la solucion durante
20 minutos con carbogeno (95% O2, 5% CO»), tras lo cual se afiadio el CaClo.

1.4.1.3.  Solucién salina fisiol6gica libre de Ca?* (PSS%)

Para evaluar la dependencia que presenta la vasoconstriccion arterial del Ca?
extracelular, en los experimentos fue utilizada una solucion salina fisiologica libre de
Ca?* la cual se prepar6 de la misma forma que la solucién PSS pero sin Ca?* (solucion
“nominalmente libre de calcio”, PSS%) 0 sustituyendo el CaCl, por 0.1 mM de EGTA

(PSS%4), un compuesto quelante de los iones Ca?*.
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1.4.1.4.  Solucién salina fisioldgica rica en potasio y libre de Ca®* (KPSS%)

En los experimentos también se utilizd una solucion de salina fisioldgica
libre de Ca?"y rica en K*, la cual se prepard de la misma forma que la solucion KPSS
pero sin Ca?* (KPSS%) o sustituyendo el CaCl, por 0.1 mM de EGTA (KPSS%.).

1.4.2. Soluciones de calibracion para los experimentos de fura-2
1.4.2.1. K*-Hepes,®

Ajustando a pH 4.45, su composicion, expresada en mM, fue:

» Cloruro potéasico (KCI) 144.6
» Cloruro magnésico (MgCl,) 1.2
» HEPES 5.0
» Glucosa 6.1
» EGTA 2.0

1.4.2.2.  K'-Hepes®

Ajustando a pH 7.45, su composicion, expresada en mM, fue:

» Cloruro potéasico (KCI) 144.6
» Cloruro magnesico (MgCl2) 1.2
» HEPES 5.0
» Glucosa 6.1
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2. METODOS
2.1. Metodologia para estudios funcionales
2.1.1. Estudio de la reactividad arterial

2.1.1.1. Preparacion y diseccion de los segmentos arteriales

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron arterias mesentéricas de
ratas Wistar de 12 semanas de edad, sacrificadas por dislocacién cervical y
exanguinacion. El intestino fue extraido del animal recién sacrificado y se mantuvo
refrigerado (entre 4-8°C) en PSS para la inmediata diseccion de las arterias. Para ello se
dispuso de un microscopio estereoscdpico y una fuente de luz fria, retirando con ayuda
de pinzas y tijeras de microdiseccion el tejido conjuntivo y adiposo que rodea las
arterias mesentéricas. Se obtuvieron asi segmentos arteriales limpios de

aproximadamente 2 mm de longitud.

2.1.1.2. Montaje de las arterias

Los segmentos arteriales obtenidos fueron montados en paralelo en midgrafos
microvasculares dobles de alambres modelo 410A, introduciendo dos alambres de
tungsteno (de 40 um de diametro) a través de la luz vascular de cada segmento arterial,
atando y fijando los extremos de los alambres a unos tornillos. Cada uno de los dos
canales de montaje de los que dispone el midgrafo se encuentra conectado por un lado a
un transductor de fuerza isométrico, que permite registrar los cambios de tensién en las
arterias, y por otro, a un tornillo micrométrico que regula la separacion entre los

alambres que atraviesan el segmento arterial (Mulvany y Halpern, 1977).

2.1.1.3. Normalizacion de las arterias

Tras montar los segmentos arteriales en el miografo, se estabilizaron durante 30
minutos en PSS, a una temperatura de 37°C y aireadas con carbdgeno (95% 0O2/5%
CO02) para mantener un pH fisiologico de 7,4. Posteriormente, se determiné el diametro
optimo de trabajo (I1) para cada preparacion. Para ello, se calculd la relacion entre la
tension en reposo de la pared vascular y la circunferencia interna del vaso, lo que

permite determinar el valor de circunferencia interna (L100) correspondiente a una

76



Material y Métodos

presion transmural de 100 mmHg para un vaso relajado in situ. A continuacion se
movié el tornillo micrométrico con el fin de ajustar el vaso a una circunferencia interna
L1, a la cual el desarrollo de la fuerza es méaximo, siendo L1=0.9 x L100. El calculo del
diametro luminal interno efectivo se determin6é como 11 = L1/x (Mulvany y Halpern,

1977).

2.1.2. Determinacion del Ca?* intracelular por ratio-fluorimetria

2.1.2.1. Introduccion a la fluorescencia

El uso de sondas fluorescentes ha sido el método més extendido para medir la
[Ca?*]i a la hora de realizar estudios de sensibilizacion al Ca®* y de entrada de Ca?
extracelular a través de la membrana plasmatica en el MLV (Himpens y Casteels,
1987). Actualmente se utilizan como indicadores de la [Ca?']i sondas como la sonda
fluorescente fura-2, que presenta muchos aspectos mejorados en relacion a otros
indicadores usados anteriormente como Quin2 (Grynkiewick et al. 1985). En la
molécula fura-2, cuatro grupos carboxilo forman el sitio de unién al Ca?*, y un grupo
derivado del estilbeno es el responsable de sus propiedades fluorescentes. La capacidad
hidrofilica del fura-2 le permite unirse de forma especifica al Ca®*, pero al formar un
acetoximetil éster (fura-2 AM) adquiere la liposolubilidad necesaria para atravesar las
membranas bioldgicas. Una vez en el citosol, las esterasas citoplasmaticas escinden el
enlace éster liberando el acido, el cual queda en el citosol debido a su naturaleza
hidrofilica, lo que le permite unirse al Ca?* libre para formar el complejo fura- Ca?*. La
molécula fura-2 presenta fluorescencia en cualquiera de sus formas, tanto libre como
unida al Ca®*, pero en esta forma su fluorescencia se incrementa hasta dos veces, y su
espectro de excitacion se desplaza a longitudes de onda menores (entre 362 y 335 nm).
La excitacion del complejo fura-Ca?* da lugar a un maximo de emision fluorescente

situado a 510 nm.

El desplazamiento de la longitud de onda que se produce se mide como el ratio
entre la emision a una longitud de onda de excitacion a 340 nm (Fas0) y @ 380 nm (Fsgo).
El ratio (R=Fss0/Fss0) Se relaciona con la [Ca®']i a través de la siguiente ecuacion
(Grynkiewicz et al., 1985):
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[C3-2+]i =Kd* (R — Rmin) / (Rmax — R) * F3g0max/F380min

Donde Kd es la constante de disociacion del complejo fura-2/Ca?*; Rmin y
Rmax son el ratio minimo (ausencia de Ca®") y el ratio maximo (saturacion de Ca®");
Fasomax Y Fasomin SON la emision maxima (ausencia de Ca?") y emision minima

(saturacion de Ca?*) con excitacion a 380 nm.

2.1.2.2. Medidas simultaneas de la tension isométrica y la [Ca®*];

Los registros simultaneos de [Ca?*]i y tension se llevaron a cabo utilizando
ramas de tercer orden de arterias mesentéricas. Dichas arterias fueron montadas en un
miografo simple (ver apartado 2.1.1.2.) de acuerdo a la técnica descrita por Jensen et al.
(1992) para arterias de resistencia mesentéricas. El protocolo de “loading” (o “cargado”)
con fura-2 en las arterias se realizé incubando las preparaciones arteriales con fura-2AM
(8 uM) durante hora y media en completa oscuridad a 37°C, lavando un minimo de 3
veces consecutivas con PSS y realizando los lavados en intervalos de 15 minutos tras la
incubacién (Villalba et al., 2007).

El midgrafo fue colocado sobre la pletina de un microscopio invertido Zeiss
Axiovert S100, donde la preparacién se ilumind alternativamente con distintas
longitudes de onda, 340 y 380 nm, a una frecuencia de 10 Hz. Dichas longitudes de
onda se corresponden con los maximos de los registros de fluorescencia de fura-2
saturado de Ca?* (340 nm) y de fura-2 libre (380 nm). El haz de luz monocromada se
dirige desde una rueda de filtros hasta el microscopio a través de una guia liquida. La
luz se refleja hacia el objetivo mediante un espejo dicroico que trasmite longitudes de
onda superiores a 430 nm y refleja las inferiores. De este modo, sélo alcanzan la
muestra la luz de 340 y 380 nm, mientras que la luz fluorescente emitida por el fura-2
en el rango de 500 a 530 nm atraviesa el espejo dicroico y es conducida al
fotomultiplicador pasando a través de un filtro interferencial de paso de banda centrado
en 510 nm. La fluorescencia de emision a las dos longitudes de onda (Faa0 Y Fago) Yy la
fuerza (mN) son registradas de forma simultanea mediante el software Felix (Photon
Technology International, USA). Los valores indicados anteriormente (Rmin, Rmax,
Fagomax Y F3somin) Se determinaron mediante un método que compromete la viabilidad de

la preparacion, por lo que se obtuvieron al final de cada protocolo experimental.
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Para obtener las minimas condiciones de Ca®" y de saturacion se realizo la
incubacion de la preparacion con el iondforo ionomicina en una solucion con EGTA
(K*-Hepesz®) y con una solucion rica en Ca** (K*-Hepes®), respectivamente (ver
apartado 1.4.2). Finalmente, la contribucion de la fluorescencia inespecifica se
determiné mediante el “quenching” (o “apagado”) del fura-2 con Mn?*, cuyos valores
obtenidos se sustrajeron de todas las medidas obtenidas durante el experimento para

minimizar asi el posible error.

Los registros mostrados en el presente trabajo corresponden al ratio Fzao/Fzso en
funcion del tiempo, expresados como valores absolutos o bien como porcentaje de la
sefial maxima en cada arteria inducida por la despolarizacion de la membrana con una

solucion rica en potasio (KPSS, 120 mM).
2.1.3. Protocolos experimentales para los estudios funcionales.

Los experimentos de reactividad vascular se realizaron el dia del sacrificio del
animal. En el miografo se montaron segmentos arteriales para comprobar su viabilidad.
Una vez montados y normalizados los segmentos, se procedio a eliminar el endotelio,
ya que los experimentos llevados a cabo se realizaron en arterias desprovistas de
endotelio con el fin de valorar las variaciones de [Ca?*]i del MLV. Para ello, tras montar
los segmentos, se elimind el endotelio de los vasos de forma mecénica utilizando un
pelo y guidndolo suavemente sobre la superficie interna de la pared vascular con
cuidado de no dafiar la musculatura. Posteriormente se comprobd la integridad del
endotelio vascular mediante una adicion de una dosis de Phe (1uM) para contraer los
segmentos, y una vez estabilizada la contraccion se afiadio una dosis de Ach (10 pM)
que, en presencia de endotelio, produce una relajacion en la arteria proporcional a la
cantidad de endotelio funcional presente en el vaso, mientras que en ausencia de

endotelio la arteria permanece contraida.

Una vez comprobada la funcion endotelial, se procedio a verificar la integridad
de la pared muscular asi como su capacidad de contraccién, mediante dos adiciones
consecutivas de KPSS (120 mM) al bafio del midgrafo, de 3 minutos de duracién cada
una y espaciadas por lo menos 10 minutos para permitir y asegurar la completa

relajacion del vaso.
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Posteriormente, y de forma previa a la realizacién de los experimentos, se
incubaron las arterias con guanetidina (10 pM) durante al menos 45 minutos para
producir una denervacion adrenérgica. Dicho inhibidor se mantuvo presente después

durante todo el protocolo experimental.

El posible papel de las cinasas ERK-MAPK, p38-MAPK, PI3K y PKC en la
regulacion de la entrada y movilizacion de Ca®" acopladas tanto al receptor ai-
adrenérgico como al receptor de ET fue estudiado en arterias de resistencia mesentéricas

sin endotelio en un medio totalmente libre de Ca?"*.

Para ello, los segmentos arteriales se mantuvieron durante 5 minutos en PSS%3,
eliminando asi el Ca?* extracelular disponible para el proceso de contraccion. Después
se realizaron tres lavados consecutivos con PSS%, medio en el que se realizaron las
CCR para CaCl (desde 10 uM a 10 mM) en arterias previamente activadas con Phe (10
uM) o ET-1 (30 nM), en ausencia, en el caso de los controles, y en presencia de: un
blogueante selectivo de los canales VOC tipo-L (nifedipina, 0.3 uM); de un inhibidor
selectivo de la liberacion de Ca®* del RS via STIM/Orail (Pyr6, 3 uM); o inhibidores
especificos de la ERK-MAPK (PD-98059, 3 uM), p38MAPK (SB-203580, 0.3 uM),
PI3K (LY-294002, 3 uM) o PKC (GF-109203X, 0.2 uM). Los efectos de dichos
inhibidores también fueron estudiados en arterias activadas con KPSS% en lugar de Phe
0 ET-1. Tras una primera CCR para el CaCl, la cual fue usada como curva control, se
realizaron al menos tres lavados consecutivos durante 45 minutos, con un intervalo de
unos 15 minutos entre lavados. Posteriormente, los vasos fueron incubados con los

inhibidores durante 30 minutos, tras lo cual se realiz6 otra CCR para el CaCl..

El efecto de la deplecion de Ca?* de los almacenes del RS acoplada al receptor
oz-adrenérgico sobre la entrada de Ca?* y la contraccion, fue estudiado en arterias sin
endotelio y mantenidas en PSS%, estimuladas con Phe (10 uM) y posteriormente
activadas con una dosis unica de CaCl, (1 mM), antes y despues de la inhibicion de la
SERCA con é&cido ciclopiazénico (CPA, 10 uM). Este efecto también fue estudiado
mediante el tratamiento conjunto de CPA y nifedipina (0.3 pM).
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El efecto combinado de la deplecion de los dep6sitos intracelulares de Ca?* con
CPA (10 uM) y la entrada de Ca®* mediada por STIM/Orail con Pyr6 (3 pM) también
se evalud en la entrada de Ca®** y en la vasoconstriccion de arterias mesentéricas

estimuladas con Phe (10 puM).

Para estudiar la potencial relacion entre las cinasas PI3K, MAPK y PKC, vy el
mecanismo CICR mediado por el RyR en arterias de resistencia mesentéricas (Sanchez
et al., 2018), el RyR fue bloqueado tratando las arterias durante al menos 25 minutos
con rianodina (10uM) y adicionando posteriormente una tnica dosis de CaClz (1.5 mM)
a las arterias despolarizadas con KPSS%. El efecto de las cinasas PI3K, MAPK y PKC
se evalué mediante el uso de inhibidores selectivos de las mismas en condiciones de

bloqueo del RyR.

2.2. Calculo y analisis estadistico de los resultados

La sensibilidad de los agonistas tanto contractiles como relajantes se expresa en
términos de concentracion eficaz 50 (ECso) 0 de pD2. La ECso se define como la
concentracion del agonista que produce el 50% del efecto o respuesta maxima (Emax),

mientras que el parametro pD- es el valor negativo del logaritmo de la ECso.

La contraccion méxima (Cmax) de los agonistas se expresa en valores absolutos
(Nm™) o relativos, como porcentaje de la respuesta maxima inducida por un agonista
contractil en cada arteria (%Cmax) 0 en relacion a la respuesta maxima obtenida al
despolarizar con KPSS (%KPSS).

La ECso fue estimada determinando el ajuste (“fitting”’) de la respuesta del vaso

segun la ecuacion de Hill:
E= Emar- AM)" | A(M)"+ ECso (M)"

Siendo “E” la respuesta maxima del vaso para una concentracion “A (M)” de
€C_ 9

agonista, “Emax” la respuesta maxima del vaso para ese mismo agonista y “n”, un

parametro de ajuste de la curva llamado Coeficiente de Hill.
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Todos los resultados obtenidos se expresan como la media + error estandar de la
media (SEM) de un nimero “n” de vasos. La evaluacion estadistica de las medias se
realiz6 a través del test estadistico de la t de Student para observaciones tanto pareadas
como no pareadas, siempre y cuando la muestra se ajuste a una distribucién normal o
Gaussiana. La evaluacion de las diferencias significativas entre medias de diversos
grupos se llevo a cabo mediante el anélisis de varianza (ANOVA) seguido de un test de
Bonferroni como post-test. Se considerd estadisticamente significativo un nivel de
probabilidad inferior a un 5% (P<0,05).
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Resultados

1. MECANISMOS DE SENALIZACION DE CA%* ACOPLADOS A
RECEPTOR EN ARTERIAS DE RESISTENCIA

1.1. Mecanismos de sefializacién de Ca?* acoplados al receptor ;-

adrenérgico en arterias de resistencia

Para estudiar los procesos de movilizacion de Ca?* intracelular y la entrada de
Ca2* acoplados al receptor az-adrenérgico en arterias de resistencia, se utilizaron arterias
mesentéricas desprovistas de endotelio y denervadas con guanetidina (10 uM). Las
arterias se mantuvieron en PSS%, tras lo cual fueron activadas con Phe (10 uM) y
posteriormente estimuladas con concentraciones crecientes de Ca®* (desde 10 uM a 10
mM) (Figura 1A). La Phe indujo un incremento inicial rapido de la [Ca?*]i junto a una
vasoconstriccion asociada a dicho incremento, indicando un proceso de movilizacion de
Ca?" intracelular (Figuras 1A, C). Ademas, también se produjo una elevacion de la
[Ca2*]i promoviendo la vasoconstriccion tras la re-adicion de Ca?*, lo cual indica entrada
de Ca?* extracelular en el MLV (Figuras 1A, B). Mientras que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el incremento de la [Ca®')i y la
contraccion inducidas por Phe en relacion al KPSS correspondientes al proceso de
movilizacion de Ca?* intracelular (Figura 1C), si que se observé un aumento de la
contraccion inducido por Phe mayor que el aumento de la [Ca?*]itras la adicion de Ca2"
al medio (Figura 1D). Esto sugiere que existe un proceso de sensibilizacion al Ca®*
acoplado a la activacion del receptor ai-adrenérgico en arterias de resistencia. Dicho
proceso de sensibilizacion se puede deducir mejor al representar graficamente el
incremento de la [Ca®']; frente a la tension, observandose una pendiente pronunciada de
la relacion [Ca?']i-tension que indica un desarrollo de una gran contraccion sin

necesidad de una elevacion de la [Ca*]i equivalente (Figura 1D).

El tratamiento con el bloqueante selectivo de los canales VOC tipo-L, nifedipina
(0.3 pM), inhibio significativamente la CCR para el CaCl> en arterias activadas con Phe
(Figura 2A; Tabla 1), mientras que el inhibidor de la entrada de Ca?" mediada por
Orail, Pyr6 (3 uM), produjo una reduccién moderada de estas respuestas (Figura 2B;
Tabla 1).
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Figura 1. La activacion del receptor

intracelular, la entrada de Ca?*, y la sen

[Ca®™]; (% KPSS)

az-adrenérgico participa en la movilizacion del Ca?*

sibilizacion del Ca?* asociada a la contraccion.

(A) Registro que muestra los cambios tanto en la [Ca**]i (registro superior) como en la

vasoconstriccion (registro inferior) inducidos por la activacion de los receptores as-adrenérgicos tras

una dosis Unica de Phe (10 uM) y poster

ior realizacion de una CCR de CaCl; (desde 10 uM a 10

mM) en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio en un medio libre de Ca® (PSS%).
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(B, C) Los datos muestran los cambios en la [Ca?*]i y en la vasoconstriccion inducidos tras la
movilizacion de Ca?* de los depositos intracelulares en respuesta a la adicion de una dosis Unica de
Phe (10 uM) (B) en arterias mesentéricas en PSS% Yy tras realizar una CCR de CaCl, (desde 10 uM a
10 mM) después de una estimulacién previa con Phe (10 uM) (C). (D) Representacion gréafica de la
relacion entre los cambios producidos en la [Ca%*]i y la tensién en respuesta a la CCR de CaCl;
realizada en arterias estimuladas con Phe en un medio libre de Ca?*. Las respuestas de los vasos se
encuentran expresadas como valores absolutos de [Ca®*]i (AFsao/Faso) 0 de la tension (Nm™?) (A) o
como valores relativos a la respuesta méxima obtenida con KPSS (B, C, D). Los valores representan

las medias = SEM de n=7 arterias (una procedente de cada animal).

Tabla 1. Efecto del bloqueante selectivo de los canales VOC tipo-L, nifedipina (30 nM), del
inhibidor de la entrada de Ca?** mediada por Orail, Pyr6 (3 uM), y del tratamiento combinado
del inhibidor de la bomba SERCA, CPA (10 uM), junto al inhibidor de la entrada de Ca?*
mediada por Orail, Pyr6 (3 nM), sobre la sensibilidad y la respuesta maxima de las curvas
concentracion-respuesta para el CaCl; en arterias de resistencia mesentéricas estimuladas con
Phe (10 pM) en PSSY%.

Tension (Nm™)

PECso Emax n

Control 4.08 £ 0.03 5.66 + 0.49 6

+ Nifedipina 2.93 + 0.06*** 3.46 + 0.40*** 6
Control 4.18 + 0.05 5.32+0.94 7

+ Pyr6 3.90 = 0.06*** 5.31+0.83 7
Control 3.99 +0.07 6.43 +0.51 8

+ CPA+Pyr6 3.56 £ 0.07** 5.92+0.34 8

Los datos representan las medias + SEM de un nimero “n” de arterias (una por cada animal). Los
resultados se expresan como valores absolutos de tensién (Nm). pECso es —log(ECso), siendo ECso
la concentracion de agonista que produce un 50% de la respuesta o efecto maximo (Emax). Las
diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student
pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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Figura 2. La vasoconstriccion inducida por la activacion del receptor ai-adrenérgico en
arterias de resistencia se debe en gran parte a la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-
L. (A, B) Efectos inhibidores del blogueante selectivo de los canales VOC tipo-L, nifedipina, (0.3
UM) (A) y del inhibidor de la entrada de Ca?* mediada por Orail, Pyr6, (3 uM) (B) sobre las CCR de
CaCl; en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y estimuladas con Phe (10 uM).
Las respuestas de los vasos se encuentran expresadas como porcentaje de la respuesta maxima del
control (A, B). Los valores representan las medias + SEM de n=6 arterias (una procedente de cada
animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student pareado. *P < 0.05; **P < 0.01;
***p < 0.001 vs control.
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El efecto de la deplecion de los almacenes de Ca®* del RS por el tratamiento con
un inhibidor de la SERCA, CPA (10 uM), fue estudiado mediante los cambios
producidos en la [Ca?*]i y en la contraccion inducidos por Phe (10 puM), en arterias
mantenidas en PSS% y posteriormente activadas con una dosis tnica de CaClz (1 mM)
(Figuras 3A, B)

El tratamiento con CPA disminuyé la movilizacion del Ca?* intracelular y la
contraccion fasica pero indujo una reduccion menos acusada de la entrada de Ca®"y de
la vasoconstriccion inducida por activacion del receptor as-adrenérgico. Dicha
contraccion fue practicamente inhibida en su totalidad tras combinar el tratamiento con
CPA y el tratamiento con nifedipina (Figuras 3A, B), y se vio ampliamente reducida al
combinar los tratamientos con CPA y Pyr6 (Figura 3C; Tabla 1). Estos resultados
demuestran que la vasoconstriccion az-adrenérgica se debe en gran parte a un flujo de
Ca2* extracelular a través de los canales VOC tipo-L y en menor medida a la liberacion
de Ca?* del RS y de la entrada SOC.
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Figura 3. La vasoconstriccion inducida por la activacion del receptor ai-adrenérgico en
arterias de resistencia estd mediada por la movilizacién de Ca?* de los depésitos intracelulares
y la activacién de canales de Ca?* operados por almacén. (A, B) Los datos representados
muestran los efectos de la deplecion de los depdsitos de Ca?* del RS tras la inhibicion de la SERCA
con CPA (10 uM), tras el tratamiento conjunto de CPA vy del bloqueante selectivo de los canales
VOC tipo-L nifedipina (0.3 uM) (A, B) sobre los cambios en la [Ca?*]i (A) y en la tension (B) en
arterias de resistencia mantenidas en PSS%, en respuesta a 10 uM de Phe asi como a una dosis 1 mM
de Ca?". También se muestra el efecto sobre la tension del inhibidor de la entrada SOC, Pyr6 (3 uM),
y del efecto combinado del inhibidor Pyr6 (3 pM) y CPA (10 uM) (C) sobre la CCR de CaCl; en
arterias de resistencia mesentéricas en PSS% activadas previamente con Phe (10 uM). Las respuestas
de los vasos se encuentran expresadas como valores relativos a la respuesta obtenida con KPSS (A,
B) o a la respuesta maxima del control (C). Los valores representan las medias + SEM de n=6
arterias (una procedente de cada animal). Las diferencias estadisticamente significativas fueron
analizadas mediante un test de la t de Student pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs
control.
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1.2. Mecanismos de sefializacion de Ca®* acoplados al receptor de ET en

arterias de resistencia

Con el fin de estudiar los procesos de entrada y movilizacion de Ca?* en arterias
de resistencia acoplados al receptor de ET, se usaron arterias mesentéricas desprovistas
de endotelio y mantenidas en PSS%. Después, los vasos fueron activados con ET-1 (30
nM) (Figuras 4A, B) y seguidamente estimulados con concentraciones crecientes de
Ca?" (desde 10 uM hasta 10 mM) (Figuras 4A, C, D). La adicion de ET-1 produjo un
incremento de la [Ca?*]i y una vasoconstriccion simultanea de tipo fasico (Figura 4B).
Esto altimo indica que, al igual que la Phe, la ET-1 activa mecanismos de movilizacion
de Ca?" intracelular. Asimismo, también se origind un aumento de la [Ca?*]i, (Figura
4A) favoreciendo la vasoconstriccion de las arterias tras la re-adicion de Ca?*, siendo
indicativo de que se produce un influjo de Ca?" desde el exterior que se encuentra
asociado a la contraccion (Figura 4C).

En cuanto a la movilizacion inicial del Ca®* intracelular inducida por ET-1, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el incremento de la [Ca®]; ni
en la contraccion asociada. Sin embargo, al adicionar Ca?* al medio se produjo un
mayor incremento de la vasoconstriccion inducido por ET-1 comparado con el aumento
de la [Ca?*]i que acompafa a dicha vasoconstriccion (Figura 4C). Por tanto, esto es
indicativo de que tiene lugar un proceso de sensibilizacion al Ca?* mediado por ET-1, al
igual que sucede con el receptor ai-adrenérgico. Este proceso se observa mejor al
representar los cambios en la [Ca?*]i frente a la tension, donde se puede apreciar un

incremento en la pendiente de la relacion [Ca?*)i-tension (Figura 4D).
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Figura 4. La activacion del receptor de ET produce movilizacién de Ca?* intracelular, entrada
de Ca?* extracelular, y sensibilizacion al Ca?* asociada a la contraccion. (A) Registros que
representan los cambios tanto en la [Ca?*]; (registro superior) como en la vasoconstriccion (registro
inferior) inducida por la activacién de los receptores de ET tras una dosis de ET-1 (30 nM) y
posteriormente tras la realizacién de una CCR de CaCl, (desde 10 uM a 10 mM) en arterias
mesentéricas desprovistas de endotelio mantenidas en PSS% (B) Grafica que representa los cambios
tanto en la [Ca®*]i como en la vasoconstriccion inducidos por la movilizacién de Ca?* intracelular
tras la activacion de los receptores de ET tras una dosis de ET-1 (30 nM) (C) Los datos muestran los
valores medios de los cambios en la [Ca?*]i y la vasoconstriccion inducidos por adiciones
acumulativas de CaCl; en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio en PSS% y previamente
estimuladas con ET-1 (30 nM). (D) Representacién grafica de la relacién entre los cambios
producidos en la [Ca®*]i y la vasoconstriccion en respuesta a la CCR de CaCl; realizada en arterias
estimuladas con ET-1 en un medio libre de Ca?". Las respuestas de los vasos se encuentran
expresadas como valores relativos a la respuesta obtenida con KPSS (A, B, C, D). Los valores

representan las medias + SEM de n=8 arterias (una procedente de cada animal).

93



Resultados

Debido a que los segmentos arteriales estimulados por segunda vez con una dosis
de ET-1 (30 nM) presentan taquifilaxia, es decir, una disminucion de la respuesta a un
farmaco tras su administracion repetida (Figura 5), todos los experimentos controles se
tuvieron que llevar a cabo en segmentos arteriales diferentes a los utilizados en los

tratamientos.

El tratamiento con nifedipina (0.3 uM), bloqueante selectivo de los canales VOC
tipo-L, inhibié de forma significativa la CCR para el CaCl, en arterias sin endotelio
previamente activadas con ET-1 (30 nM) y mantenidas en PSS% (Figura 6A; Tabla 2),
mientras que al utilizar el inhibidor de la entrada de Ca?* mediada por Orail, Pyr6 (3
1M), se obtuvo una ligera reduccion de la CCR para el Ca®* activada por ET-1 (Figura
6B; Tabla 2). Por lo tanto, los resultados demuestran que la accion vasoconstrictora de
la ET-1 en las arterias de resistencia mesentéricas es debida la movilizacion de Ca?*
intracelular desde los almacenes del RS y a la entrada de Ca?* a través de canales VOC
tipo-L, y también en gran medida a procesos de sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria
contractil.

O Control 1 (ET)
<> Control 2 (ET)

Contraction (% Cmax)

[
N a1 ~ o
T < T 2

o
1

5 4 3 2
Log CaCl, [M]
Figura 5. Las arterias de resistencia presentan taquifilaxia tras estimulaciones consecutivas con
ET-1. Representacién gréfica de dos CCR de CaCl, en arterias activadas con ET-1 (30nM) que
muestra la disminucién de la sensibilidad de los vasos a la ET-1 al realizar una estimulacion
consecutiva con ET-1 en una segunda CCR, realizada después un intervalo de espera de 1 hora tras
la primera CCR, con lavados consecutivos cada 15 minutos. Las respuestas de los vasos se expresan
como valores relativos a la respuesta maxima obtenida en la primera curva control. Los valores

representan las medias + SEM de n=6 arterias (una procedente de cada animal).
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Figura 6. La vasoconstriccidn inducida por la activacion del receptor de ET en arterias de

resistencia es mayormente debida a la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L. (A, B)
Efectos inhibidores del blogueante selectivo de los canales VOC tipo-L, nifedipina (0.3 uM) (A), y
del inhibidor de la entrada de Ca?* mediada por Orail, Pyr6 (3 uM) (B), sobre las CCR de CaCl, en

arterias mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y previamente estimuladas con ET-1 (30

nM). Los resultados se expresan como valores relativos a la respuesta maxima de la obtenida con

KPSS. Los valores representan las medias + SEM de n=5-6 arterias (una procedente de cada animal).

Las diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student

pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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Tabla 2. Efecto del bloqueante selectivo de los canales VOC tipo-L, nifedipina (30 nM), y del
inhibidor de la entrada de Ca?* mediada por Orail, Pyr6 (3 uM), sobre la sensibilidad y la
respuesta maxima de las curvas concentracién-respuesta para el CaCl, en arterias de
resistencia mesentéricas estimuladas con ET-1 (30 nM) en PSS%

Tension (Nm™)
PECso Emax n
Control 3.93+0.05 4.66 + 0.50 10
+ Nifedipina 3.11 + 0.03*** 3.47 £ 0.15* 6
Control 3.93+0.05 4.66 + 0.50 9
+ Pyr6 3.91£0.06 418 +£0.34 8

Los datos representan las medias + SEM de un numero “n” de arterias (una por cada animal). Los
resultados se expresan como valores absolutos de tension (Nm™). pECso es —log(ECso), siendo ECso
la concentracion de agonista que produce un 50% de la respuesta o efecto maximo (Emax). Las
diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student
pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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2. PAPEL DE LA PI3K EN LOS MECANISMOS DE SENALIZACION DE CA%
ACOPLADOS A RECEPTOR EN ARTERIAS DE RESISTENCIA

2.1. Lainhibicion de la PI3K redujo la movilizacién de Ca?*intracelular y

la entrada de Ca?*inducidas por Phe

Los efectos del inhibidor de la PI3K, LY-294002 (3 uM), sobre los cambios en
la [Ca?*]i y en la contraccion acoplados al receptor ai-adrenérgico se evaluaron en
arterias de resistencia mesentéricas sin endotelio, en PSS% y activadas con Phe (10 pM),
tras lo cual se afiadieron concentraciones crecientes de CaCl, (desde 10 puM hasta 10
mM) para determinar si la PI3K participa en la entrada de Ca?*, en la movilizacion del
Ca?" 0 en el proceso de sensibilizacion al Ca®" acoplados a dicho receptor. Este
inhibidor produjo una ligera disminucion tanto de la entrada de Ca?* como de la
vasoconstriccion inducidas por Phe (Figuras 7A, B; Tabla 3) pero sin afectar la
relacion [Ca?*]i-tension para este agonista. Esto sugiere que la PI3K no esta implicada
en los procesos sensibilizacion al Ca?* (Figura 7C). Es interesante destacar que la
inhibicion de la PI3K también redujo la movilizacion de Ca?' intracelular y la

contraccion asociada a dicha movilizacion (Figuras 7D, E).

2.2. La inhibicion de la isoforma PI3Ko redujo la vasoconstriccion acoplada

al receptor az-adrenérgico

También fue evaluada la implicacion de la isoforma 6 de la PI3K sobre la
vasoconstriccion az-adrenérgica, utilizando un inhibidor especifico para dicha isoforma,
el 1C-87114 (3 pM). El tratamiento con este inhibidor redujo la contraccion inducida
por Phe (pECs0=3.73 = 0.07; Emax=5.12 = 0.20 control vs pECso= 3.71 £ 0.04; Emax=
4.73*** £ 0.36 p< 0.001 tratamiento. Los datos representan las medias + SEM de un

“n”=6 arterias, cada una procedente de un animal) (Figura 8).
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Figura 7. La inhibicién de la PI3K reduce la entrada de Ca?*, la vasoconstriccién y la
movilizacion de Ca?* intracelular via activacion del receptor a;-adrenérgico. (A, B) Los datos
muestran los efectos del inhibidor de la PI3K, LY-294002 (3 uM), sobre los cambios en la [Ca?*];
(A) y en la vasoconstriccion (B) provocados por la realizacion de una CCR de CaCl; (desde 10 uM a
10 mM) en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y estimuladas con Phe (10 uM).
(C, D, E) Efecto del inhibidor LY-294002 sobre la relacion [Ca?*]i-tension en respuesta a Phe (10
UM) en arterias de resistencia mesentéricas (C) y sobre los incrementos en la [Ca?*]; (D) y la tension
(E) producidos por la movilizacién del Ca?* intracelular tras la activacion de las arterias con Phe (10
M) en PSS%. Las respuestas se encuentran expresadas como porcentaje de la respuesta maxima del
control. Los valores representan las medias + SEM de n=8 arterias (una procedente de cada animal).

*P < 0.05 vs control.

Tabla 3. Efecto de los inhibidores de la PI3K, LY-294002 (3 uM); ERK-MAPK, PD-98059 (3
uM); y PKC, GF-109203X (0.1 uM), sobre la sensibilidad y la respuesta maxima de las curvas
concentracion-respuesta para el CaCl; en arterias de resistencia mesentéricas estimuladas con
Phe (10 pM) en PSS%,

[Ca?*]i (F340/F3s0) Tension (Nm™)
PECso Emax n PECso Emax
Control 3.77 £ 0.06 0.34 +0.04 4.12 +0.09 4.73 +0.47
+ LY-294002 3.86 £ 0.04 0.25+0.03* 3.79 £ 0.09** 4.81+0.61
Control 3.85+0.08 0.42 +0.06 3.78 £ 0.06 4.36 + 0.33
+ PD-98059 3.71+0.17 | 0.23 +0.06*** 3.73+£0.24 4.24 +£0.32
Control 3.96 +0.10 0.33+0.04 3.91+£0.12 5.97 £ 0.63
+ GF-109203X | 3.90+0.13 0.25 +0.04* 3.93+0.14 4.81+ 0.69**

Los datos representan las medias + SEM de un namero “n” de arterias (una por cada animal). Los
resultados se expresan como valores absolutos, como el incremento en la concentracion intracelular
de Ca?* [Ca?*]i (ratio Faao/Fss0) Y tension (Nm). pECso es —log(ECso), siendo ECso la concentracion
de agonista que produce un 50% de la respuesta o efecto méaximo (Emax). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student pareado. *P <
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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Figura 8. La inhibicion de la isoforma PI3Kd provoca una reduccion de la vasoconstriccion
tras la activacion del receptor ai-adrenérgico. Efecto del inhibidor especifico de la isoforma 6 de
la PI3K, IC-87114 (3 uM), sobre los cambios producidos en la vasoconstriccion por la realizacion de
una CCR de CaCl; (desde 10 uM a 10 mM) en arterias mesentéricas sin endotelio, en PSS% y tras su
activacion con Phe (10 uM) (Figura 8). Las respuestas se encuentran expresadas como porcentaje de
la respuesta maxima del control. Los valores representan las medias + SEM de n=6 arterias (una
procedente de cada animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control.
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2.3. La inhibicion de la PI3K redujo la movilizaciéon de Ca?*sin afectar a la

contraccion asociada ni a la entrada de Ca?*inducidas por ET-1

Para estudiar los efectos de la PI3K sobre los cambios en la [Ca®*]i y la tension
acoplados al receptor de ET en vasos de resistencia se usé un inhibidor de la PI3K, LY -
294002 (3 pM), en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio y en PSS%. Las
arterias fueron activadas previamente con ET-1 (30 nM), tras lo cual se realizaron CCR
para el Ca* (desde 10 pM hasta 10 mM).

Tras el tratamiento con el inhibidor de la PI3K no se observaron diferencias en el
incremento de la [Ca?*]; ni en la contraccion inducidas por Ca?* en arterias activadas
con ET-1 en relacién a los controles (Figuras 9A, B; Tabla 4). En cuanto al efecto
sobre la movilizacion del Ca?* intracelular, tras el tratamiento con LY-294002 se
produjo una marcada reduccion de la movilizacion del Ca?* intracelular pero no se

observo ninguna variacién significativa en la contraccion asociada (Figuras 9C, D).
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Figura 9. La inhibicion de la PI3K no afectd de forma significativa a la entrada de Ca?* ni a la
vasoconstriccién, pero redujo de forma importante la movilizacién de Ca?* intracelular tras la
activacion del receptor de ET. (A, B, C) Los datos muestran los efectos del inhibidor de la PI3K,
LY-294002 (3 uM), sobre los cambios en la [Ca?*]i (A) y en la vasoconstriccién (B) provocadas por
la realizacion de una CCR de CaCl; (desde 10 uM a 10 mM) en arterias mesentéricas desprovistas
de endotelio, en un medio libre de Ca?* y estimuladas con ET-1 (30 nM). (C, D) Efecto del inhibidor
LY-294002 sobre la [Ca?*]i (C) y la tension (D) producidos por la movilizacién del Ca?* intracelular
tras la activacion con ET-1 (30 nM) en PSS%. Las respuestas se encuentran expresadas como
porcentaje de la respuesta maxima de los vasos. Los valores representan las medias + SEM de n=5
arterias (una procedente de cada animal). Las diferencias estadisticamente significativas fueron
analizadas mediante un test de la t de Student pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs
control.
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Tabla 4. Efecto de los inhibidores de la PI3K, LY-294002 (3 uM); de la ERK-MAPK, PD-
98059 (3 uM); y de la PKC, GF-10923X (0.1 uM), sobre la sensibilidad y la respuesta maxima
de las curvas concentracion-respuesta para el CaCl, en arterias de resistencia mesentéricas
estimuladas con ET-1 (30 nM) en PSSY%.

[Ca?*]i (F340/Fas0) Tension (Nm™)
PECso Emax n PECso Emax n
Control 4,11 +£0.17 0.27+0.03 | 8 | 3.80+£0.08 4.54+0.35 8

+ LY-294002 4.04+0.14 0.17+0.04* | 5 | 3.96+0.07 3.08+0.64* | 5

+ PD-98059 4.35+0.24 032+001 | 4 | 3.89+013 | 3.69+044* | 4

+GF-10923X | 3.17+0.19** | 0.50+0.10* | 5 | 3.40+0.27* | 3.43+0.27** | 5

Los datos representan las medias + SEM de un numero “n” de arterias (una por cada animal). Los
resultados se expresan como valores absolutos, como el incremento en la concentracion intracelular
de Ca?* [Ca?*]i (ratio Faao/Fss0) Y tension (Nm). pECso es —log(ECso), siendo ECso la concentracion
de agonista que produce un 50% de la respuesta o efecto maximo (Emax). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test t-Student pareado. *P < 0.05; **P
< 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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3. PAPEL DE LA MAPK EN LOS MECANISMOS DE SENALIZACION DE
CA?* ACOPLADOS A RECEPTOR EN ARTERIAS DE RESISTENCIA

3.1. Lainhibicion de la ERK-MAPK redujo la entrada de Ca?* pero no la

vasoconstriccion acoplada al receptor a;-adrenérgico

La [Ca*]i y la contraccion tras la re-adicion de Ca?* en arterias mesentéricas
estimuladas con Phe se muestran en la Figura 10. El tratamiento con el inhibidor PD-
98059 redujo ampliamente el incremento producido sobre la [Ca?*]i por la Phe (10 puM)
tras la re-adicion de concentraciones crecientes de Ca?* (desde 10 uM hasta 10 mM)
(Figura 10A; Tabla 3) sin afectar a la vasoconstriccion. (Figura 10B; Tabla 3). La
representacion de la relacion [Ca®]i-tension fue desplazada hacia la izquierda tras la
inhibicién de la ERK-MAPK en arterias de resistencia (Figura 10C), indicando un
incremento de los procesos de sensibilizacion al Ca?* en condiciones en las que la via de
la ERK-MAPK se encuentra blogueada, lo que sugiere que dicha cinasa participa en la
entrada de Ca®" no asociada a procesos contractiles. Sin embargo, el tratamiento con
PD-98059 no afectd a la movilizacion de Ca?* intracelular ni a la contraccion asociada a

la activacion as-adrenérgica (Figuras 10D, E).

3.2. Lainhibicion de la p38-MAPK no afecto a la vasoconstriccion acoplada

al receptor a;-adrenérgico

Con el fin de confirmar la falta de implicacién de otras cinasas de la familia
MAPK en la vasoconstriccion de las arterias de resistencia, también se evaluaron los
efectos del inhibidor de la p38-MAPK, SB-239063 (0.3 uM), sobre la vasoconstriccion
acoplada al receptor ai-adrenérgico tras la re-adicion de concentraciones crecientes de
Ca?* (desde 10 pM hasta 10 mM) en arterias mesentéricas previamente activadas con
Phe (10 uM) y mantenidas en PSS%. El tratamiento con este inhibidor no produjo
alteraciones significativas en la tension, lo que sugiere que esta cinasa no participa en la
regulacion de la vasoconstriccion adrenérgica (PECs0=4.00 £ 0.09; Emax=3.60 + 0.44
control vs pECso= 3.97 + 0.07; Emax= 3.54 + 0.47 tratamiento) (Figura 11).
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Figura 10. La inhibicién de la ERK-MAPK disminuy6 la entrada de Ca?* sin afectar a la
vasoconstriccion pero aumenté la sensibilizacion al Ca?* tras la activacion del receptor o1-
adrenérgico. (A, B, C) Efectos del inhibidor de la ERK-MAPK, PD-98059 (3 uM), sobre los
cambios en la [Ca?*]i (A) y en la vasoconstriccion (B) provocados por la realizacion de una CCR de
CaCl; (desde 10 uM a 10 mM) en arterias mesentéricas sin endotelio, en PSS% y tras su activacion
con Phe (10 uM). (C, D) Efecto del inhibidor PD-98059 sobre la relacién [Ca?*]i-contraccion tras
una dosis de 10 UM Phe en arterias de resistencia mesentéricas (C) y sobre los incrementos en la
[Ca?*]i (D) y contraccion (E) provocados por la movilizacion del Ca?* intracelular posteriormente a
la activacién con Phe (10 uM) en PSS%. Los resultados se muestran expresados como porcentaje de
la respuesta maxima de los controles. Los valores representan las medias + SEM de n=7 arterias (una
procedente de cada animal). Las diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas
mediante un test de la t de Student pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.

O Control
<> SB-239063
= 1004
=
g
&) 754
g
£
8 50
S
g 25
g
O 0
-5 -4 -3 -2
Log CacCl, [M]

Figura 11. La inhibicion de la p38-MAPK no produjo ninguna alteracion sobre la
vasoconstriccion asociada a la activacion del receptor a-adrenérgico. Efectos del inhibidor de la
p38-MAPK, SB-239063 (0.3 uM), sobre la vasoconstriccion acoplada al receptor ai-adrenérgico tras
la realizacién de una CCR de CaCl, (desde 10 uM hasta 10 mM) en arterias mesentéricas
previamente activadas con Phe (10 uM) en PSS% (Figurall). Los resultados se muestran expresados
como porcentaje de la respuesta maxima de los controles. Los valores representan las medias + SEM

de n=4-6 arterias (una procedente de cada animal).
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3.3. La inhibicién de la ERK-MAPK no afect6 a la movilizacién de Ca?*, a
la entrada de Ca?* ni a la vasoconstriccion inducidas por la activacion

del receptor de ET

Los efectos del inhibidor de la ERK-MAPK, PD-98059 (30 puM), sobre las
variaciones en la [Ca?*]iy la tension acopladas al receptor de ET fueron estudiados en
arterias mesentéricas sin endotelio y mantenidas en PSS%, tras la adicion de Ca?* al
medio (desde 10 uM hasta 10 mM) y activadas previamente con ET-1 (30 nM). Una vez
inhibida la via ERK-MAPK, no se apreciaron diferencias en la [Ca?]i y en la tension
respecto a los controles (Figuras 12A, B; Tabla 4). Tampoco se observaron diferencias
significativas en la [Ca?*]i y en la tension provocadas por la movilizacion de Ca®
intracelular (Figuras 12C, D), lo que indica que la ERK-MAPK no participa en la
regulacion de la entrada de Ca®" en el MLV acoplada al receptor ET, a diferencia del

receptor az-adrenérgico.
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Figura 12. La inhibiciéon de la ERK-MAPK no afecté a la entrada de Ca?" ni a la
vasoconstriccion acoplada a la activacién del receptor de ET. (A, B) Efectos del inhibidor de la
ERK-MAPK, PD-98059 (3 uM) sobre los cambios en la [Ca?*]i (A) y en la vasoconstriccion (B)
provocados por la realizacién de una CCR de CaCl; (desde 10 uM a 10 mM) en arterias
mesentéricas sin endotelio, en PSS% vy tras su activaciéon con ET-1 (30 nM) (C, D). Efecto del
inhibidor PD-98059 sobre los incrementos en la [Ca?*]i (C) y tensién (D) provocados por la
movilizacién del Ca?* intracelular tras la activacion de las arterias con ET-1 en PSS%. Los resultados
se expresan como valores relativos a la respuesta maxima de la obtenida con KPSS. Los valores
representan las medias + SEM de n=4 arterias (una procedente de cada animal).
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4. PAPEL DE LA PKC EN LOS MECANISMOS DE SENALIZACION DE CA%*
ACOPLADOS A RECEPTOR EN ARTERIAS DE RESISTENCIA

4.1. La inhibicion de la PKC redujo la entrada de Ca?* y en menor medida

la contraccion inducida por Phe

El inhibidor de la PKC, GF-109203X (0.1 uM), se utilizd para evaluar la
participacion de la PKC en la regulacion del Ca?* acoplada al receptor as-adrenérgico en
arterias de resistencia mesentéricas. El tratamiento con dicho inhibidor redujo los
incrementos en la [Ca?*]i y en menor medida la vasoconstriccion inducida por la re-
adicion de concentraciones crecientes de Ca?* (desde 10 uM hasta 10 mM) en arterias
previamente estimuladas con Phe (10 pM) y mantenidas en PSS% (Figuras 13A, B;
Tabla 3). Tanto la sensibilizacion al Ca?* (Figura 13C) como la movilizacion de Ca?*
intracelular inducida por Phe permanecieron inalteradas tras la inhibicién de la PKC
(Figura 13D, E).

4.2. Lainhibicién de la PKC redujo la entrada de Ca?* y la vasoconstriccion

acopladas al receptor de ET

Los efectos del inhibidor de la PKC, GF-109203X (0.1 uM), sobre la [Ca?*]iy la
contraccion acopladas al receptor de ET se estudiaron en arterias de resistencia
mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y activadas con ET-1 (30 nM), tras lo
cual se afadieron concentraciones crecientes de CaClz (desde 10 pM hasta 10 mM).
Este inhibidor provocé una disminucion de la entrada de Ca®* asi como una marcada
reducciéon de la vasoconstriccion inducidas por ET-1 (Figuras 14A, B; Tabla 4),
ocasionando un desplazamiento a la derecha de la relacion [Ca?*]i-tension. Esto sugiere
que la inhibicion de la PKC reduce de forma significativa los procesos de
sensibilizacion al Ca®* acoplados a vias de sefializacion dependientes de la activacion
del receptor de ET (Figura 14C). Es importante remarcar que la inhibicion de la PKC
provoco un incremento de la movilizacion de Ca?* intracelular pero no de la contraccion

fasica asociada a dicha movilizacion (Figuras 14D, E).
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Figura 13. La inhibicién de la PKC redujo la entrada de Ca?* sin afectar a la sensibilizacion al
Ca?* tras la activacion del receptor ai-adrenérgico. (A, B) Los datos muestran los efectos del
inhibidor de la PKC, GF-109203X (0.1 uM) sobre los cambios en la [Ca®]i (A) y en la
vasoconstriccion (B) provocados por la realizacién de una CCR de CaCl; (desde 10 uM a 10 mM)
en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y estimuladas con 10 uM Phe. (C, D, E)
Efecto del inhibidor GF-109203X sobre la relacion [Ca?*]i-vasoconstriccion en respuesta a 10 uM
Phe en arterias de resistencia mesentéricas (C) y sobre los cambios en la [Ca?*]i (D) y la contraccion
(E) inducidos por la movilizacién del Ca?* intracelular tras la activacion de los vasos con Phe (10
M) en PSS%. Las respuestas se expresan como porcentaje de la respuesta maxima del control. Los
valores representan las medias + SEM de n=7 arterias (una procedente de cada animal). Las
diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student
pareado. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs control.
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Figura 14. La inhibicion de la PKC disminuyd la entrada de Ca?* y la vasoconstriccion
reduciendo también la sensibilizacion al Ca?* tras la activacion del receptor de ET. (A, B) Los
datos muestran los efectos del inhibidor de la PKC, GF-109203X (0.1 pM) sobre los cambios en la
[Ca%*]i (A) y en la vasoconstriccion (B) provocados por la realizacion de una CCR de CaCl, (desde
10 uM a 10 mM) en arterias mesentéricas desprovistas de endotelio, en PSS% y estimuladas con
ET-1 (30 nM). (C, D, E) Efecto del inhibidor GF-109203X sobre la relacion [Ca*']i-
vasoconstriccion en respuesta a 30 nM ET-1 en arterias de resistencia mesentéricas (C) y sobre los
cambios en la [Ca%*]i (D) y la contraccion (E) inducidos por la movilizacion del Ca?* intracelular tras
la activacion de los vasos con ET-1 (30 nM) en PSS%. Los resultados se expresan como valores
relativos a la respuesta méaxima de la obtenida con KPSS. Los valores representan las medias + SEM

de n=7 arterias (una procedente de cada animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control.
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5. MECANISMOS DE MODULACION DE LA ENTRADA DE CA?*
REGULADOS POR CINASAS EN ARTERIAS DE RESISTENCIA

5.1. Lainhibicién de la ERK-MAPK, PI3K y PKC redujo la entrada de

Ca?* a través de canales VOC tipo-L

Con el fin de evaluar si la PI3K, ERK-MAPK y PKC modulan la entrada de Ca%*
a través de los canales VOC tipo-L en arterias de resistencia mesentéricas, los efectos de
los inhibidores de tales cinasas, LY-294002 (3 uM), PD-98059 (3 uM) y GF-109203X
(0.1 pM) respectivamente, fueron estudiados sobre la variacién de la [Ca?']i y la
vasoconstriccion  producidas tras una despolarizacion con KPSS y en la
vasoconstriccion inducida tras la re-adicion de Ca?* (desde 10 pM hasta 10 mM) en
arterias despolarizadas con KPSS%. El tratamiento con los inhibidores de las tres
cinasas redujo de forma acentuada la entrada de Ca?' (Figuras 15A, C, E) y la
contraccion asociada (Figuras 15B, D, F) tras la estimulacion con KPSS, sugiriendo
que estas cinasas participan en la modulacion de la entrada de Ca" a través de canales

VOC tipo-L en arterias de resistencia mesentéricas.

5.1.1. La inhibicion de la isoforma PI3KS redujo la entrada de Ca®* a través de
canales VOC tipo-L

Para evaluar si la isoforma 6 de la PI3K participa en la modulacion de la entrada
de Ca?" a través de canales VOC tipo-L en arterias de resistencia mesentéricas, el efecto
del inhibidor especifico de esa isoforma, IC-87114 (3 uM), fue estudiado sobre la
contraccion inducida tras la re-adicion de Ca?* (desde 10 uM hasta 10 mM) en arterias
despolarizadas con KPSS%. El tratamiento con 1C-78114 reprodujo los efectos del
inhibidor general de la PI3K LY-294002, reduciendo de forma significativa la
vasoconstriccion provocada por la entrada de Ca?* en arterias despolarizadas (Figura
16), lo que sugiere que la isoforma PI3K6 también participa en la regulacion de la
entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L en arterias de resistencia mesentéricas
(PECs0= 3.33 = 0.04; Emax= 4.19 = 0.28 control vs pECso= 3.21 £ 0.04; Emax= 2.97***+

0.22 tratamiento). ***P < 0.001 vs control.
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Figura 15. Los inhibidores de las cinasas ERK-MAPK, PI3K y PKC reducen la entrada de
Ca? a través de canales VOC tipo-L. (A-F) En esta figura se muestran los efectos de los
inhibidores de la ERK-MAPK, PD-98059 (3 uM) (A, B), de la PI3K, LY-294002 (3 uM) (C, D), y
de la PKC, GF-109203X (0.1 uM) (E, F), sobre el aumento de la [Ca?*]; desencadenado por la
despolarizacidn con una solucién rica en K* (KPSS, 120 mM) (A,C,E) y la vasoconstriccién en
respuesta a la realizacion de una CCR de CaCl, (desde 10 uM a 10 mM) en arterias desprovistas de
endotelio, mantenidas en PSS% y activadas con KPSSy® (B, D, F). Los resultados se encuentran
expresados como valores absolutos de [Ca®*]i (AFss0/F3s0) (A, C, E) o como valores relativos a la
respuesta maxima de los controles. Los valores representan las medias = SEM de n=5-8 arterias (una
procedente de cada animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control.

O Control
100, @ 1C-87114

S

S g80-

(&)

3 i

g 60

S 40- ok

[

ks *okk

2 201

o

"E i *%

8 O T ,:* - T 1
5 -4 3 -2

Log (CaCl,, [M])

Figura 16. La inhibicion de la isoforma PI3K$ disminuye la entrada de Ca?* a través de
canales VOC tipo-L. Efecto del inhibidor de la isoforma & de la PI3K, IC-87114 (3 uM), sobre la
vasoconstriccion en respuesta a la realizacién de una CCR de CaCl, (desde 10 uM a 10 mM) en
arterias sin endotelio, mantenidas en PSS% y activadas con KPSS. Las respuestas se encuentran
expresadas como porcentaje de la respuesta maxima del control. Los valores representan las medias

+ SEM de n=8 arterias (una procedente de cada animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs
control.
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5.2. Lainhibicion de las vias de la ERK-MAPK, PI3K y PKC redujo la
entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L independientemente

del receptor de rianodina (RyR)

La CICR mediada por los RyR tras la activacion de los canales VOC tipo-L ha
sido recientemente descrita en el MLV de arterias de resistencia mesentéricas (Sanchez
et al., 2018), y por lo tanto, hemos estudiado la potencial relacion que puede haber entre
las vias de sefializacion de la PI3K, PKC y MAPK, y el mecanismo CICR mediado por
RyR. Se realiz6 un tratamiento con rianodina (10 uM) para bloquear de forma selectiva
el RyR (Meissner, 2017) y la consecuente movilizacion de Ca®" desde el RS y la
amplificacion de la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L. Dicho tratamiento
redujo los incrementos en la [Ca?]iy en la contraccion sensibles a nifedipina tras la re-
adicion de Ca?* en arterias desprovistas de endotelio y despolarizadas previamente con
K" (Figuras 17A, B), confirmando el proceso de CICR tras la activacion de los canales
VOC tipo-L. Por otro lado, en las arterias tratadas con rianodina para bloquear el
proceso de CICR, la inhibicion selectiva de la MAPK con PD-98059 (Figuras 18A, B),
PI3K con LY-294002 (Figura 18C) o PKC con GF-109203X (Figure 18D), redujo los
incrementos en la [Ca?*]ipero no en la contraccion inducida por la re-adicion de Ca?* en
arterias despolarizadas con K*, lo que indica un efecto de estimulacion directo de la
MAPK, PI3K y PKC sobre los canales VOC tipo-L de forma independiente a los
mecanismos del RyR.
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Figura 17. El tratamiento con rianodina reduce una parte significativa de la movilizacion de
Ca?*intracelular y la vasoconstriccion provocadas por la activacion de los canales VOC tipo-L.
(A) Representacion de los efectos del tratamiento con rianodina (10 uM) sobre los cambios en la
[Ca?*i (registro superior) y en la vasoconstriccion (registro inferior) inducidos por re-adicion de una
dosis de CaCl, (1.5 mM) en arterias desprovistas de endotelio despolarizadas con KPSS%. (B) Los
datos muestran los efectos de la rianodina (10 puM) sobre los cambios en [Ca*]i y en la
vasoconstriccién inducidos por re-adicion de una dosis de CaCl; (1.5 mM) en presencia y ausencia
del bloqueante de los canales VOC tipo-L nifedipina en arterias desprovistas de endotelio
despolarizadas con KPSS%. Los valores representan las medias + SEM de n=5 arterias (una
procedente de cada animal). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control. Las diferencias
significativas fueron analizadas mediante un test de la t de Student pareado o un one-way ANOVA.
*P < 0.05 vs control. 11 P < 0.001 vs tratamientos con rianodina.
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Figura 18. Los inhibidores de la ERK-MAPK, PI3K y PKC reducen la movilizacién de Ca?*
intracelular provocada por la activacion de los canales VOC tipo-L independientemente del
mecanismo de liberacién de Ca?* mediada por el RyR. (A) Representacion de los efectos de la
inhibicion de la MAPK con PD-98059 (3 uM) sobre los cambios en la [Ca?*]i (registro superior) y en
la vasoconstriccion (registro inferior) inducidas por re-adicion de una dosis de CaCl; (1.5 mM) en
arterias desprovistas de endotelio despolarizadas con KPSSY% y tratadas con rianodina (10 uM) para
bloquear el RyR. (B) Datos que muestran los efectos del inhibidor PD-98059 (3 uM) sobre los
cambios en [Ca?*]iy en la vasoconstriccion inducidos por re-adicién de una dosis de CaCl; (1.5 mM)
en arterias desprovistas de endotelio despolarizadas con KPSS% y tratadas con rianodina (10 puM).
(C, D) Efectos del inhibidor de la PI3K, LY-294002 (3 uM) (C), y el inhibidor de la PKC, GF-

109203X (0.1 uM) (D), sobre los cambios en la [Ca?*]iy en la vasoconstriccion inducidos por la re-
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adicién de una dosis de CaCl; (1.5 mM) en arterias desprovistas de endotelio despolarizadas con
KPSS% y en condiciones de bloqueo del RyR con rianodina (10 pM). Los resultados se encuentran
expresados como valores absolutos de [Ca?*]i (AFsa0/F3s0) 0 tension (Nm™) (A) o como valores
relativos a la respuesta maxima obtenida a la despolarizacion con KPSS (B, C, D). Los valores
representan las medias + SEM de n=5 arterias (una procedente de cada animal). *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001 vs control. Las diferencias significativas fueron analizadas mediante un test de la
t de Student pareado o un one-way ANOVA. *P < 0.05 vs control. 711 P < 0.001 vs tratamiento con
rianodina.
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Discusion

La evidencia experimental obtenida durante la Gltima década apoya el papel
clave de la regulacion del metabolismo del Ca?* por protein cinasas en miocitos
arteriales y cardiacos, ya sea mediante fosforilacion de canales que regulan la entrada de
Ca?" a través de la membrana citoplasmatica o mediante la movilizacion de Ca?* desde
los depositos intracelulares del RS. El presente estudio proporciona nuevos datos sobre
la modulacion de la regulacion del Ca?* a través de las vias de la PI3K, MAPK y PKC
acopladas al receptor ai-adrenérgico y al receptor de ET en arterias de resistencia,
asociadas a procesos tanto contractiles como no contractiles. Los resultados obtenidos
confirman también la importancia de la entrada de Ca?* extracelular a través de canales
VOC tipo-L asi como de los procesos de sensibilizacion al Ca?* en la vasoconstriccion
de arterias de pequefio calibre, acoplados tanto al receptor ai.adrenérgico como al
receptor de ET-1, si bien las cinasas PI3K, MAPK y PKC muestran una contribucion

diferente en las vias de sefializacion de Ca?* en funcion del tipo de receptor.

La hipertension y la vasoconstriccion aumentadas que se asocian con las
enfermedades metabdlicas como la diabetes, la obesidad o el sindrome metabdlico, han
sido tradicionalmente atribuidas a los procesos de sensibilizacion al Ca?* de la
maquinaria contractil del MLV mediados por protein cinasas, lo que conlleva un
incremento del tono vascular y de la resistencia vascular sistémica (Martinez et al.,
2000; Naik et al., 2006; Villalba et al., 2007, 2011; Crestani et al., 2017). Sin embargo,
la contribucion relativa de los mecanismos de sensibilizacion al Ca?*y de movilizacion

del Ca?* intracelular a la vasoconstriccion arterial es dependiente del tamafio del vaso.

Asimismo, la sensibilidad de la vasoconstriccion y de los cambios en la [Ca®'];
inducidos por activacion ai-adrenérgica a inhibidores farmacologicos de la entrada de
Ca?" a través de canales VOC tipo-L, es comparativamente mayor en arterias de
resistencia que en arterias de conductancia (Prieto et al., 1991; Martinsen et al., 2012;

Kitazawa & Kitazawa, 2012), como confirman los resultados del presente estudio.

Ademas, se ha descrito que en la contraccion de grandes arterias se encuentran
implicadas, en mayor o menor medida, diferentes cinasas como la RhoK y la PKC,
mientras que la vasoconstriccion de arterias de resistencia parece estar mediada

exclusivamente por la PKC (Budzyn et al., 2006; Kitazawa & Kitazawa, 2012).

127



Discusion

Por otro lado, también ha sido ampliamente descrito que la ET-1 producida por
las células endoteliales es responsable del mantenimiento del tono vascular al difundir a
través de la pared vascular y unirse a los receptores ETa y ETg en las CMLV,
produciendo una potente vasoconstriccion (Wagner et al., 1992). Clasicamente se ha
descrito a los receptores ETa presentes en las CMLV como mediadores de procesos
vasoconstrictores, mientras que los ETg, aunque también presentes en el MLV, son
predominantes en las células endoteliales vasculares y se encuentran mayormente
asociados a procesos de vasodilatacion (Masaki, 2004). No obstante, los receptores de
ET que provocan vasodilatacion, presumiblemente los ETg, parecen no estar presentes
en segmentos aislados de arterias mesentéricas de rata (Hiley & Poon, 1994). El
aumento de la vasoconstriccion inducida por ET-1 asociada a diversas patologias
vasculares se ha vinculado al receptor ETa, aunque hay estudios que ademés implican al
receptor ETg del MLV en la contraccion inducida por ET-1 a través de la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Dong et al. 2005; Nilsson et al. 2008; Sanchez et al.,
2014).

Diversos estudios han descrito que se requiere del influjo de Ca?* extracelular
para los procesos de contraccion vascular y mitogénesis producidos por ET-1 (Zhang et
al. 1999; Kawanabe et al. 2002a) y esta entrada de Ca?" al MLV inducida por ET-1y
asociada a procesos mitogénicos puede estar incrementada en el curso de la enfermedad
metabolica (Contreras et al., 2013). El conocimiento de la regulacion de estas vias de
sefializacion y su blogueo con agentes farmacoldgicos podria ser de gran ayuda a la hora
de tratar situaciones patoldgicas en las que la ET-1 presenta un papel importante, como

la aterosclerosis o la hiperlipidemia.

La activacion de arterias mesentéricas desprovistas de endotelio con ET-1
produjo un incremento de la [Ca?']i ademas de una vasoconstriccion sostenida
especialmente a las concentraciones mas altas de Ca?*, respuestas que presentaron
taquifilaxis de las arterias en una segunda estimulacion. Estos resultados confirman
estudios iniciales donde la administracion intravenosa de ET-1 produjo elevacion de la
presion arterial acompafada de un incremento de la resistencia vascular esplacnica en
voluntarios sanos (Wagner et al., 1992). Asimismo, la taquifilaxis de las respuestas a la
ET-1 de las arterias de resistencia mesentéricas estaria de acuerdo con la

128



Discusion

desensibilizacion demostrada para el receptor ETa, responsable de las respuestas de

Ca2* en miocitos arteriales mesentéricos de rata (Morris et al., 2010).

El receptor ETa en el musculo liso arterial es un GPCR asociado a la PLC, y
activa mecanismos de movilizacion de Ca?" intracelular y de entrada de Ca?* a través de
canales ionicos. En nuestro estudio, la estimulacion de las arterias de resistencia con
ET-1 origind un aumento de la [Ca"];, favoreciendo la vasoconstriccion de las arterias
tras la re-adicion de Ca?" al medio PSS%, siendo indicativo de que ademas se produce
un influjo de Ca?* desde el exterior que se encuentra asociado a la contraccion. Esta
movilizacion de Ca?* intracelular como consecuencia de la activacion de los receptores
de ET ya habia sido previamente descrita y de igual modo se debe a la union del 1Pz a su

receptor en la membrana del RS (Chen et al., 2009).

Nuestros resultados también muestran que la adicion de Ca?* al medio produjo
un mayor incremento de la vasoconstriccion inducida por ET-1 en relacion al aumento
de la [Ca?*]; vinculada a tal vasoconstriccion. Este suceso es indicativo de que tiene
lugar un proceso de sensibilizacion al Ca?* mediado por ET-1, hecho que ya fue
observado por Nishimura et al. (1992) en arterias mesentéricas de conejo y que
demostro ser dependiente de GTP, lo que podria indicar un importante papel de los

GPCR en este mecanismo.

Por otro lado, el tratamiento con el bloqueante selectivo de los canales VOC
tipo-L nifedipina, inhibio de forma significativa la CCR para el CaCl, en arterias sin
endotelio previamente activadas con ET-1 y mantenidas en PSS%, lo que sugiere que la
entrada de Ca?* extracelular acoplada a la estimulacion del receptor de ET se produce a
través de canales VOC tipo-L. Dichos resultados coinciden con los reflejados en otros
estudios, en los que los efectos contractiles de la ET-1 se ven ampliamente reducidos al
bloquear los canales VOC tipo-L en un medio libre de Ca®* (Sakata et al. 1989; Nyborg
et al., 1991; Moummi et al. 1992). No obstante, al utilizar el inhibidor de la entrada de
Ca?" mediada por Orail, Pyr6, se obtuvo una ligera reduccién de la CCR para el Ca?",
lo cual indica que una parte de la accion vasoconstrictora de la ET-1 se debe a la
movilizacion de Ca?" intracelular de los almacenes del RS, aunque la mayor parte se

debe a la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-L.
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Estos dos mecanismos a través de los cuales la ET-1 provoca incrementos en la
[Ca2*]i ya han sido descritos en el MLV de la traquea de conejillos de indias y se han
asociado a la accion de cada uno de los dos tipos de receptores de ET, respectivamente.
Asi, la estimulacion del receptor ETa provoca la movilizacion de Ca?" del RS via
produccion de IPs y del flujo a través de canales ROC, mientras que la estimulacion de
los ETg es el que va a provocar la activacion de los canales VOC tipo-L (Inui et al.
1999).

Los presentes resultados confirman estudios previos que demuestran la
implicacion de mecanismos de sensibilizacion al Ca?* en la vasoconstriccion tanto
adrenérgica como mediada por ET-1 en arterias de resistencia mesentéricas (Shaw et al.,
1997; Buus et al., 1998; Kitazawa & Kitazawa, 2012), pero de forma importante
demuestran que las cinasas PI3K, la MAPK y la PKC son participes en la regulacion de
la entrada de Ca?*y en la movilizacion de Ca®* intracelular acopladas a la activacion de

los receptores ai-adrenérgico y ETa en arterias de resistencia.

La via de sefalizacion de la PI3K/Akt es estimulada por la activacion del
receptor de insulina en el endotelio vascular y se encuentra acoplada a la fosforilacion
de la eNOS, la produccién de NO y la consecuente vasodilatacion. En estados de
resistencia a la insulina, esta via se encuentra alterada y asociada a disfuncion endotelial
(Kim et al., 2006; Contreras et al., 2010). Sin embargo, la familia de la PI3K juega un
papel esencial en la sefializacion del Ca?* en neuronas, miocitos cardiacos y vasculares
(Viard et al., 2004; Ghigo et al., 2017).

En el MLV, las PI3Ks se encuentran involucradas en la regulacion de la entrada
de Ca?" tipo-L en respuesta a agentes vasoconstrictores y factores de crecimiento
(Macrez et al., 2001; Le Blanc et al., 2004) pero también en el control negativo de la
MLCP mediado por Rho Ca?*-dependiente ligado a la sensibilizacion al Ca** y a la
contraccion (Wang et al., 2006). En el presente estudio, la inhibicion farmacologica de
la PI3K redujo moderadamente tanto la entrada de Ca®" como la vasoconstriccion
inducidas por Phe en arterias de resistencia, sin afectar la relacion Ca?*-tension para el

agonista os-adrenérgico e indicativa de cambios en el proceso de sensibilizacion al Ca?*.
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Estos hallazgos coinciden con estudios realizados previamente en los que las
vias de transduccion de la ATII, que ocurren tras la activacion de la PI3K, indujeron
respuestas al Ca?*y a la contraccion en el MLV (Le Blanc, et al., 2004; Rakotoarisoa et
al., 2006). En miocitos vasculares, la isoforma y de la PI3K (PI3Ky) ha sido la que
inicialmente ha mostrado capacidad de modular la activacion de las corrientes de Ca?*
tipo-L inducidas por ATII, incrementando la [Ca®']i y provocando la contraccion
(Quignard et al., 2001; Le Blanc, et al., 2004; Rakotoarisoa et al., 2006).

Este hecho se confirma en este trabajo en arterias de resistencia mesentéricas
desprovistas de endotelio por el efecto del inhibidor de la PI3K LY-294002 sobre la
entrada de Ca?* tipo-L provocada por despolarizacion con una solucion rica en K*. La
PI3Ky/Akt fosforila la subunidad Cas. e induce la traslocacion de CavaiC
incrementando asi las corrientes de Ca?* tipo-L en miocitos arteriales. La inhibicion
farmacoldgica de la PI3Ky presenta efectos vasodilatadores y reduce la presion arterial
(Carnevale et al., 2012). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que la inhibicion
de la PI3K reduce significativamente la movilizacion de Ca?' intracelular y la
contraccion fasica inducida por Phe en arterias de resistencia, lo que sugiere que la
PI3K podria activar también la entrada independiente de voltaje tipo SOC a través de la

estimulacion de la liberacién de Ca®* desde los almacenes intracelulares.

Esta via de sefializacion se encuentra acoplada al receptor oi-adrenérgico en
arterias de resistencia, como lo demuestra el efecto inhibitorio sobre la entrada de Ca®"y
sobre la contraccion inducido por la deplecién del RS, causado a su vez por bloqueo de
la SERCA con CPA, o por el tratamiento con el bloqueante de la entrada SOCE Pyr6
(Santiago et al., 2015).

La estimulacion del receptor oi-adrenérgico causa movilizacion del Ca®*
intracelular mediante la liberacion de Ca?* de los depdsitos del RS via receptor de I1P3
(Liu & Khalil, 2018). Por lo tanto, es probable que la reduccion de la movilizacion del
Ca2" intracelular inducida por Phe tras la inhibicion de la PI3K con LY-294002 se deba
a la inhibicion de esta via dependiente de IP3, tal y como se ha como se ha descrito para
el receptor IGF-1 acoplado a la cascada de sefializacion proteina G-PI3K-Fosfolipasa C

en miocitos cardiacos (Ibarra et al., 2004).
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Ademas, se sabe que la PI3K se encuentra involucrada en procesos de
mitogénesis inducida por ET-1 que dependen de la entrada extracelular de Ca®* a través
de canales SOC y de canales de cationes no selectivos permeables al Ca?* (Kawanabe et
al. 2002), por lo que el papel regulador de la PI3K sobre la movilizacion del Ca?*
intracelular, la contraccion o la sensibilizacion al Ca®" en arterias de resistencia
mesentéricas también fue evaluado. Tras inhibir la PI3K con LY-294002 no se
observaron variaciones significativas en el incremento de la [Ca®*]i ni en la contraccion
asociada a dicho incremento. Por otro lado, en relacion al efecto de la inhibicion de la
PI3K sobre la movilizacion del Ca?* intracelular y en la contraccion asociada a ella, se
observé una importante reduccion de la movilizacion del Ca?* aunque la contraccion no
se vio afectada de forma significativa. Esto podria indicar que la PI3K se encuentra
regulando la entrada y movilizacion del Ca?* intracelular acopladas al receptor de ET y

asociadas a procesos no contractiles en arterias de resistencia.

Sin embargo, recientemente hemos demostrado que tras la activacion de los
canales VOC tipo-L, el RyR media un proceso de CICR como un potente mecanismo de
amplificacion de la entrada de Ca?* y contraccion en arterias de resistencia mesentéricas
(Sanchez et al., 2018). Ya que los receptores de rianodina RyR1 y RyR2 pueden ser
fosforilados por cinasas tales como la PKA, lo que conlleva la liberacion de Ca?* de los
depdsitos del RS (Bovo et al., 2017; Meissner, 2017), realizamos experimentos
adicionales para estudiar si la PI3K podria regular el proceso de CICR mediado por

RyR tras la activacién de los canales VOC tipo-L.

Bajo condiciones de blogueo del RyR con rianodina, la inhibicidn selectiva de la
PI3K con LY294002 redujo significativamente los incrementos en la [Ca?*]i pero no la
contraccion inducida mediante despolarizacion con K*. Aunque la fosforilacion del RyR
no se puede descartar, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la activacion
de la PI3K modula la entrada de Ca?* a través de una regulacion directa sobre el canal
VOC tipo-L en arterias de resistencia, como ha sido debatido anteriormente en esta
discusion y previamente descrito en miocitos vasculares aislados (Le Blanc et al.,
2004).
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Una actividad incrementada de la PI3K, asi como una regulacion al alza de la
isoforma & (PI3K3), se han encontrado asociadas a una entrada de Ca?* tipo-L
potenciada en miocitos arteriales procedentes de modelos de rata de diabetes tipo |
(Pinho et al., 2010) y modelos de obesidad geneética/resistencia a la insulina (Sanchez et
al., 2018). Mientras que en el primer modelo la PI3K contribuye a un incremento en la
vasoconstriccion, en el segundo, la entrada de Ca?* mediada por la PI3K compensa la
disfuncion de los almacenes de Ca?* del RS. En el corazon, la via PI3Ka/Akt esta
involucrada en acciones ionotropicas de la insulina y activa corrientes de Ca* en
regiones de la membrana plasmatica que contienen canales VOC tipo-L (Lu et al.,
2009). Esta via de sefializacion y la correspondiente entrada de Ca?* tipo-L es
defectuosa en estados de deficiencia y resistencia a insulina, lo que podria contribuir a
la disfuncion en la contractilidad cardiaca presente en una cardiomiopatia diabética (Lu
et al., 2007; Ghigo et al., 2017).

Por otra parte, la via ERK1/2 MAPK se encuentra implicada en procesos
mitogénicos de la insulina, pero también estd asociada a la vasoconstriccion aumentada
mediada por insulina en estados de resistencia a ésta en ciertos lechos vasculares (Kim
et al., 2006; Contreras et al., 2010; Prieto et al., 2013). En este estudio, el inhibidor
selectivo de la ERK-MAPK PD-98059 no produjo cambios significativos en la
movilizacion de Ca?* intracelular en respuesta a la Phe en arterias de resistencia. Sin
embargo, este inhibidor causé una marcada inhibicion de la entrada de Ca?* sostenida

estimulada por la Phe pero sin afectar a la contraccion asociada a dicha entrada.

Estos resultados difieren de los resultados descritos en estudios previos que
involucran a la ERK-MAPK en la vasoconstriccion dependiente de Ca?* acoplada al
receptor de ATII en arterias de resistencia humanas (Touyz et al., 1999), y en la
contraccion mediada por sensibilizacion al Ca®* y acoplada al receptor de ET en
miocitos de arterias coronarias (Cain et al., 2002). Por otro lado, estos resultados
difieren también de estudios que implican a las ramas de la p38 y JNK de la via de
sefializacion de la MAPK en la vasoconstriccion sensible a nifedipina acoplada al
receptor ai-adrenérgico en el MLV de arterias de gran calibre (Ok et al., 2011). En
contraste, nuestros datos sugieren un papel principal de la MAPK en la regulacion de la
entrada de Ca?" tipo-L acoplada al receptor ai-adrenérgico en arterias mesentéricas,

apoyados por la marcada inhibicion producida por el bloqueante selectivo de la MAPK

133



Discusion

PD-98059 sobre la entrada de Ca?* inducida por despolarizacion con K* en condiciones
de bloqueo del RyR. Por otro lado, estos resultados estarian de acuerdo con los estudios
que han descrito la fosforilacion de los canales Cavl.2 por la ERK-MAPK,
incrementando las corrientes de Ca?* tipo-L en miocitos cardiacos como respuesta a

factores de crecimiento involucrados en la hipertrofia cardiaca (Takahashi et al., 2004).

Las diferencias observadas en el papel de la ERK-MAPK en el metabolismo del
Ca?"y la contraccion en miocitos vasculares pueden deberse a las diferentes formas de
activacion de esta via en funcién de diversos receptores. Nuestros resultados sugieren
que la modulacion del metabolismo del Ca®** por la ERK-MAPK puede estar
relacionada con vias de sefializacion acopladas al receptor ai-adrenérgico que no se
encuentren asociadas a procesos contractiles en el VSM, sino a procesos proliferativos y
de migracion celular, coincidiendo con el estudio realizado por Kudryavtseva et al.
(2013). De todas formas, son necesarios mas estudios para investigar el papel
modulador de la via de la MAPK acoplada a receptor en la entrada de Ca?* involucrada

en procesos de proliferacion celular.

Por otro lado, también se ha investigado en el presente estudio el posible papel
de la ERK-MAPK sobre la movilizacion del Ca?* intracelular, la contraccion o la
sensibilizacion al Ca?* acopladas al receptor de ET en arterias de resistencia
mesentéricas. En relacion a los efectos de la ERK-MAPK sobre la [Ca?*]iy la tension,
no se apreciaron diferencias ni en la [Ca?*]i ni en la tension al inhibir la via de
sefializacion de la ERK-MAPK. Tampoco se observaron diferencias significativas en la
[Ca?*]i ni en la tension provocadas por la movilizacion de Ca?* de los dep6sitos
intracelulares. Estos resultados son similares a los descritos en el estudio de Chen et al.
(2009), en el que se observo que el flujo de Ca?* a través de canales VOC tipo-L no
participa en la activacion de la via ERK1/2 inducida por ET-1 y la activacion de dicha
via no implica tampoco cambios en los procesos de sefializacion de Ca?* en células
aisladas del MLV adrtico humano. Sin embargo, si se ha descrito la activacion de
ERK1/2 como consecuencia de la entrada de Ca?* a través de canales SOC activados en
respuesta a la deplecion de los almacenes del RS inducida por la ET-1 en cultivos de
células RBL-1 (Chang et al. 2008). Ademés, Kawanabe et al. (2002) describieron que la
activacion de la via ERK1/2 inducida por ET-1 requiere de una cascada de sefializacién

dependiente de Ca?*, ya sea procedente de la entrada a través de canales de cationes no
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selectivos permeables al Ca?* o a través de canales SOC, aunque también puede
activarse mediante una cascada de sefializacion independiente del flujo de Ca?* en las
CMLYV de car6tida de conejo (Kawanabe et al., 2002).

Nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por Chen et al. (2009) en
VSMC humanas, ya que sugieren que la activacion de la ERK1/2 inducida por ET-1
tiene lugar de forma independiente a la sefializacion intracelular de Ca?*. Los receptores
ETAa tienen un efecto predominante sobre los ETg en el control de la activacion de la via
ERK-MAPK inducida por ET-1 en las CMLV humanas, encontrandose dicha activacion
relacionada con la actividad de la PKC, PKA y PI3K, pero siendo independiente de la
sefializacion intracelular de Ca?* (Chen et al., 2009; Quin—wen et al., 2009).

En miocitos cardiacos, la fosforilacion de los canales Cay1.2 por la ERK-MAPK
asi como el aumento de las corrientes de Ca?* tipo-L se potencian mediante la accion de
la PKC acoplada a la activacion de GPCR (Smani et al., 2010). Actualmente, existe una
amplia informacién sobre el papel de la PKC en la vasoconstriccion y el metabolismo
del Ca®" arterial. Esta cinasa se ha asociado principalmente a los mecanismos de
sensibilizacion al Ca?* acoplados al receptor as-adrenérgico en arterias de resistencia
(Buus et al., 1998; Villalba et al., 2007; Kitazawa & Kitazawa, 2012). La PKC fosforila
la fosfoproteina CPI-17, un potente inhibidor de la MLCP, inactivandola y asi
provocando un aumento del tono vascular (Somlyo & Somlyo, 2003). Sin embargo, en
nuestro estudio, el inhibidor de la PKC GF-109203X no provocd cambios en el
incremento inicial de [Ca®"] debido a la movilizacion de Ca®* intracelular, pero redujo
sustancialmente el incremento sostenido en la [Ca*]i en respuesta a la estimulacion con
Phe. Ademas produjo, aunque en menor medida, una inhibicion de la vasoconstriccion
de las arterias de resistencia mesentéricas. Esto sugiere un importante papel de la PKC
en la regulacion de la entrada de Ca®* mayor que la potenciacion de la sensibilidad al
Ca?* de los miofilamentos en miocitos arteriales. Esto Gltimo también se demuestra al
no producirse ningun cambio en la relacion Ca?*-tension para el agonista ai-adrenérgico

en presencia del inhibidor de la PKC.
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La participacion de la PKC en la entrada de Ca®* en arterias de resistencia esta
de acuerdo parcialmente con los resultados descritos por Kitazawa & Kitazawa (2012).
Sin embargo, estos autores mostraron que el inhibidor GF-109203X produce una ligera
reduccion de la entrada de Ca?" inducida por Phe, mientras que abolié la
vasoconstriccion y redujo la fosforilacion de la MLC, CPI-17 y la MYPTL, resultados
que apoyan la implicacion de la PKC en el proceso de sensibilizacion al Ca?* de la
maquinaria contractil del MLV mesénterico tras la activacion del receptor -

adrenérgico.

Las diferencias entre nuestros resultados, los cuales muestran un leve efecto
inhibitorio del GF-109203X sobre la sensibilizacion al Ca?* acoplada a la
vasoconstriccion inducida por Phe, y los obtenidos por Kitazawa & Kitazawa (2012),
pueden deberse al hecho de que diferentes isoformas de la familia de la PKC modulen
procesos de sensibilizacion al Ca®* y vias de entrada de Ca?" en musculo liso arterial
(Liu & Khalil, 2018). Asi, las isoformas convencionales de la PKC Ca?*-dependientes
(0, -B1, -B2 and -y) son activadas por el Ca?* citosélico y el DAG, lo que da lugar a la
fosforilacion de una gran variedad de sustratos que estan implicados en la regulacién de
los flujos de Ca?*. Concretamente, la PKCo se encuentra involucrada en la regulacion
de la entrada de Ca?" tipo-L tanto en miocitos vasculares como cardiacos (Yang et al.,
2009; Gulia et al., 2013). A diferencia de las denominadas isoformas convencionales de
la PKC a y B, las isoformas noveles o y € parecen mediar la vasoconstriccion acoplada a
vias de sensibilizacion de Ca?* (Liu & Khalil, 2018). El inhibidor GF-109203X es
selectivo para las isoformas convencionales PKCa y 31 pero puede tener un efecto sobre
las isoformas 6 y € de la PKC a un rango de concentracion micromolar mayor, como el
utilizado en el estudio de Kitazawa & Kitazawa (2012) (Liu & Khalil, 2018).

En el presente estudio, la participacion de la PKC en la entrada de Ca?* inducida
por Phe y sensible a bloqueo de los canales VOC tipo-L se evidencia mediante el fuerte
efecto inhibitorio del GF-109203X sobre la entrada de Ca?* a través de canales VOC
tipo-L provocada por despolarizacion con K*. Esto sugiere que la PKC modula la
entrada de Ca?" tipo-L acoplada al receptor oi-adrenérgico en arterias de resistencia,
apoyando por tanto el hecho de que la modulacién de la PKC sobre los canales VOC
tipo-L en miocitos arteriales (Gulia et al., 2013) no so6lo contribuye a mantener el tono

miogénico, sino que interviene en la vasoconstriccion inducida por agonistas (Cobine et
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al., 2007; Potts et al., 2012). La actividad de las isoformas noveles y convencionales de
la PKC se encuentra potenciada de forma cronica en la hiperglucemia, lipotoxicidad y
estrés oxidativo. Esta actividad incrementada de la PKC se ha asociado con las
complicaciones cardiovasculares derivadas de estados de resistencia a insulina
(Geraldes & King, 2010; Turban & Hajduch, 2011). La actividad anormal de la PKC
contribuye a una mayor entrada de Ca?* tipo-L y a una vasoconstriccion incrementada
en arterias de modelos de ratas Wistar con diabetes inducida (Ungvari et al., 1999) y en
arterias de modelos de ratas genéticamente obesas (Sanchez et al., 2018), compensando

en estas Gltimas la disfuncion que presentan en los depdsitos de Ca®* del RS.

Ademas, en el presente estudié también se evalu6 el papel de la PKC en la
vasoconstriccion y en los mecanismos intracelulares del Ca®* acoplados al receptor de
ET. La inhibicion de la PKC provoco una reduccion de la entrada de Ca?* asi como una
marcada disminucion de la vasoconstriccion inducida por ET-1, lo que sugiere que la
activacion del receptor de ET en el MLV de arterias de resistencia activa tanto la
entrada de Ca* como procesos de sensibilizacion al Ca?*. Esto se explicaria en parte
por lo discutido anteriormente, ya que la PKC puede fosforilar los canales VOC tipo-L
afectando al flujo de entrada de Ca?* a través de ellos (Pollock et al., 1995 Cobine et al.,
2007; Potts et al., 2012). Por otro lado, el DAG producido tras la activacion del receptor
de ET provoca la activacion de la PKC (Chen et al., 2009), la cual va a actuar
favoreciendo la vasoconstriccion al incrementar la fosforilacion de la MLC via
inhibicion de la MLCP y también al originar la fosforilacién de las proteinas de union a
actina calponina y caldesmon a través de una cascada de sefializacion (Liu & Khalil
2018).

La PKC ha sido ampliamente asociada a los procesos de sensibilizacion al Ca?*
Sin embargo, el complejo papel de la PKC en estos mecanismos es dificil de establecer
debido a la naturaleza multifunctional de esta proteina y todas sus isoformas. Se sabe
que la PKC interviene en la sensibilizacion al Ca?* a través de la fosforilacion de la CPI-
17, proteina que inhibe la MLCP promoviendo la sensibilizacion al Ca?* (Dimopoulos
et al. 2007; Eto et al. 2004).
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Se ha demostrado que la PKC contribuye a los procesos de sensibilizacion al
Ca?* en arterias de la cola en modelos de ratas diabéticas incrementando la sensibilidad
de los miofilamentos al Ca?*, aunque esto parece ser dependiente de cada tejido (Kizub
et al., 2010). En nuestro estudio se puede observar que al inhibir la PKC se necesité una
cantidad de Ca®* proporcionalmente mayor para alcanzar una determinada tension que
la necesaria en ausencia del inhibidor de la PKC. Esto es indicativo de que al inhibir
esta enzima se produce una disminucion de los procesos de sensibilizacion al Ca**
dependientes de las vias de sefializacion acopladas al receptor de ET en arterias de
resistencia. La falta de efecto de los inhibidores de la PI3K y de la MAPK sobre las
relaciones [Ca®*]i-tension para la ET-1 observadas en el presente estudio, asi como de
los inhibidores de la RhoK sobre la vasoconstriccion sostenida inducida por ET-1 en
arterias mesentéricas (Compeer et al., 2013), demuestran por primera vez que la PKC es
la principal responsable de los procesos de sensibilizacion al Ca?* en la vasoconstriccion

sostenida de la ET-1 en arterias de resistencia mesentéricas.

También es de destacar que la inhibicion de la PKC suscit6 un incremento de la
movilizacion de Ca?* intracelular pero sin afectar a la contraccion féasica asociada a
dicha movilizacion. Esto podria estar asociado en parte al efecto inhibitorio sobre la
generacion de IP3 por parte de la PKC. Al estimularse el receptor de ET se va a generar
DAG e IPs. EI DAG va a activar a la PKC, la cual inhibe la produccion de mas IP3 por
parte de la PLC (Rebecchi & Pentyala, 2000). De este modo, al inhibir la PKC se pierde
ese efecto inhibitorio sobre la generacién de IP3, el cual va a provocar una mayor
movilizacion de Ca?" intracelular. Esto puede significar que la activacion de la PKC
podria ejercer una regulacion a la baja de la movilizacion de Ca?* intracelular asociada a
procesos no contractiles asi como de la entrada de Ca® no asociada a procesos

contractiles.
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Conclusiones

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha valorado el papel de las cinasas
PI3K, MAPK, y PKC en los mecanismos de sefializacion de Ca?* acoplados al receptor

az-adrenérgico y al receptor de ET en arterias de resistencia.
De los resultados obtenidos se pueden deducir las siguientes conclusiones:

1. La vasoconstriccion az-adrenérgica esta mediada por la movilizacion de Ca?* de
los depo6sitos intracelulares, por la entrada de Ca?* a través de canales VOC tipo-
L y canales SOC, y por mecanismos de sensibilizacion al Ca®* en arterias de

resistencia.

2. La PI3K estimula la movilizacién de Ca®*intracelular, la entrada de Ca®* y la
vasoconstriccion sin afectar a los mecanismos de sensibilizacion al Ca®

acoplados al receptor ar-adrenérgico.

3. La MAPK regula la entrada de Ca®" no asociada a la vasoconstriccién ou-
adrenérgica, por lo que no se encuentra asociada a los procesos de

sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria contréctil.

4. La PKC, posiblemente una isoforma convencional dependiente de Ca?*
participa en la regulacion de la entrada de Ca®* pero no en los procesos de

sensibilizacion al Ca?* acoplados al receptor as-adrenérgico.

5. La vasoconstriccion acoplada al receptor de ET en el MLV depende de la
movilizacion de Ca?* de los depdsitos intracelulares, de la entrada de Ca®** a
través de canales VOC tipo-L y canales SOC, y de mecanismos de

sensibilizacion al Ca?* en arterias de resistencia.
6. La PI3K estimula la movilizacion de Ca?* intracelular no asociada a contraccion

mientras que la MAPK no parece estar implicada en los mecanismos de

sefializacion de Ca?* acoplados al receptor de ET.
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7. La PKC participa en la entrada de Ca®* extracelular, inhibe la movilizacion de
los depositos intracelulares y esta implicada en la sensibilizacion al Ca?* de la
maquinaria contractil acoplada al receptor de ET en el MLV.

8. Las cinasas PI3K, MAPK y PKC regulan de forma selectiva la entrada de Ca?*

tipo-L en el MLV de arterias de resistencia.

CONCLUSION FINAL

La evidencia experimental de los ultimos afios sefiala un papel clave de los
procesos de regulacion de Ca®* mediados por protein cinasas en miocitos arteriales y
cardiacos. Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que la PI3K, la MAPK y la
PKC se encuentran diferencialmente implicadas en la modulacion de la entrada de Ca?*
extracelular a través de canales VOC tipo-L, en la movilizacion de Ca?* de los dep6sitos
intracelulares y en los procesos de sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria contréctil en
el MLV en arterias de resistencia. Este papel regulador estd mayoritariamente asociado
a procesos no contractiles acoplados al receptor ai-adrenérgico y a mecanismos de
sensibilizacion al Ca?* de la maquinaria contractil en el caso del receptor de ET. En
estados patoldgicos como la hipertension o la resistencia a insulina que cursan con
complicaciones vasculares, las alteraciones de las vias de sefializacion de la PI3K,
MAPK y PKC podrian estar implicadas en el cambio del fenotipo contractil a
proliferativo del MLV y participar en procesos de remodelado vascular, asi como en la
vasoconstriccion exacerbada como consecuencia del incremento de los procesos de

sensibilizacion al Ca?*.
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Figura VII. Mecanismo propuesto para la regulacion de las vias de sefializacion de Ca?* por la
PI3K, MAPK y PKC en el MLV de arterias de resistencia acopladas al receptor a:-
adrenérgico. La activacion del receptor ai-adrenérgico por la Phe se encuentra acoplado a la
despolarizaciéon de la membrana plasmatica, lo que activa los canales VOC tipo-L y produce la
entrada de Ca®* extracelular y la vasoconstriccion. El receptor az-adrenérgico también se encuentra
acoplado a la activacion de la PLCB, la cual estimula la movilizacion del Ca?* de los depésitos
intracelulares del RS mediante la activacion de los IPsR. Ademas, la PLCP estimula la PKC, que va
a activar la cascada de sefializacion intracelular de la ERK/MAPK. Tanto la PKC como la
ERK/MAPK pueden actuar directamente sobre el canal VOC tipo-L e incrementar el influjo de Ca?*
asociado mayormente a procesos no contractiles. Asimismo, el receptor ai-adrenérgico se asocia a la
activacion de la PI3K y a la estimulacion de la movilizacién de Ca?* via IPsR y de la entrada de Ca?*
a través del canal VOC tipo-L. El influjo de Ca?* a través de los canales VOC tipo-L amplifica la
sefial de Ca?* a través del proceso CICR mediado por el RyR, mientras que el vaciamiento de los
almacenes de Ca®* del RS provoca la activacion de canales SOC de la membrana plasmética con el

objetivo de rellenar los depésitos intracelulares de Ca?*.
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Figura VII. Mecanismo propuesto para la regulacion de las vias de sefializacion de Ca?* por la
PI3K, MAPK y PKC en el MLV de arterias de resistencia acopladas al receptor de ET. La
activaciéon del receptor de ET por la ET-1 se encuentra acoplado a la despolarizacion de la
membrana plasmatica, lo que activa los canales VOC tipo-L y produce la entrada de Ca?*
extracelular y la vasoconstriccion. El receptor de ET también se encuentra acoplado a la activacién
de la PLCB, la cual estimula la movilizacion del Ca®* de los depdsitos intracelulares del RS mediante
la activacion de los IPsR. Ademas, la PLCP estimula la PKC, que activa procesos de sensibilizacion
al Ca?*, posiblemente actuando sobre la MLCP. La PKC tiene un potente efecto sobre los
mecanismos de sensibilizacion al Ca?* a través de la fosforilacion de CPI-17 y la inhibicién de la
MLCP. El receptor de ET también se asocia a la activacion de la PI3K y a la estimulacion de la
movilizacion de Ca?* via IPsR y de la entrada de Ca?* a través del canal VOC tipo-L. Tanto la PKC
como la PI3K pueden actuar directamente sobre el canal VOC tipo-L e incrementar el influjo de
Ca?* asociado a procesos contractiles. Ademas, la PKC reduce la liberacion de Ca?* del RS. Por otro
lado, El influjo de Ca?* a través de los canales VOC tipo-L amplifica la sefial de Ca?* a través del
proceso CICR mediado por el RyR, mientras que el vaciamiento de los almacenes de Ca?* del RS
provoca la activacion de canales SOC de la membrana plasmaética con el objetivo de rellenar los

depdsitos intracelulares de Ca?*.
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