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RESUMEN

Antecedentes: Los mecanismos contractiles que involucran regulacion de Calcio (Ca**) no
estan del todo comprendidos en las células musculares lisas (SMC) de venas intrapulmonares
pequenias (VIP). Problema: Estudios de venocontriccion mediada por agonistas fisiologicos
(ATP) no han logrado detectar la participacion del canal receptor de Ryanodina (RyR), sin
embargo, postulamos que el RyR si participa en la contraccion de VIP de una manera estimulo
dependiente. Objetivo: Evaluar la funcion de RyR en la contraccion de células musculares lisas
de VIP de ratas medida por despolarizacion y agonistas de receptores acoplados a proteina G.
Metodologia: Se utilizaron rebanadas de pulmoén de rata Sprague-Dawley (~300g) y mediante
videomicroscopia de contraste de fase se cuantificd la contraccion de VIP en respuesta a dos
agonistas del RyR: cafeina y 4-CmC. También, se compar6 la contraccion inducida por KCl,
ATP y ADP en presencia y ausencia de dos antagonistas del receptor: dantroleno y ryanodina.
Los datos fueron expresados en medianas y rangos intercuartilicos. Se aplico prueba de Mann-
Whitney para comparar dos grupos no pareados y test de Friedman para comparar mas de dos
grupos pareados. Ademas se usod F-test para comparar dos curvas ajustadas. En el caso de no
lograr un ajuste adecuado, se utiliz6 el calculo de area bajo la curva (AUC). Se considerd
significativo un valor de p < 0,05. El protocolo fue aprobado por el CICUA de Universidad de
Chile (CBA#1044 FMUCH). Resultados La estimulacién de VIP con cafeina 20 mM generd
una contraccion de 41,4% (18,3- 48,8) solo en el 50% de los vasos. La aplicacion de cafeina 40
mM increment6 a 59% las venas que no respondieron, mientras que el 41% restante presento
contraccion isotdnica. La respuesta contractil producida por 4-CmC 2 mM fue de 72% (51,9-
100) en el 100% de los vasos. La aplicacion de dantroleno y ryanodina, dos inhibidores del
RyR, generaron inhibicion completa de la respuesta generada por 4-CmC 2 mM. Respecto al
mecanismo de participaciéon del RyR, se encontré que dantroleno no modificéd la respuesta
contréctil inducida por despolarizacion ni por ATP, pero si inhibid parcialmente la contraccion
inducida por ADP. Por otra parte, el uso de ryanodina disminuyd tanto la respuesta contractil
generada por despolarizacion como por los dos agonistas de receptores acoplados a proteina G
utilizados. Al comparar los efectos de dantroleno y ryanodina en la contraccion inducida por
ImM ADP, se encontrd que la inhibicién parcial fue similar independiente del antagonista

utilizado. Conclusién: RyR es funcional en VIP de ratas y participa contribuyendo la



contraccion inducida por despolarizacion como por la via asociada a proteina G. Los resultados
orientan a que RyR2 seria la isoforma mdas importante en la contraccion inducida por
despolarizacion, mientras que RyR1 y RyR3 participarian mayormente en el mecanismo

contractil inducido por agonistas de receptores acoplados a proteina Gq.



ABSTRACT

Background: Contraction mechanisms of smooth muscle cells (SMC) of intra pulmonary veins
(IPV) that involve calcium regulation (Ca2") are not fully understood. Problem:
venoconstriction studies mediated by physiological agonists such as ATP have failed to
demonstrate the participation of Ryanodine receptors (RyR), however, we postulate that RyR
does participate in IPV contraction in a stimulus dependent manner. Objective: To assess the
role of RyR in rat IPV smooth muscle cell contraction as measured by induced depolarization
and G protein-coupled receptor agonists stimulation. Methodology: Slices of Sprague-Dawley
rat lung (~ 300g) were used and IPV contraction was quantified by phase contrast video
microscopy in response to two RyR agonists: caffeine and 4-CmC. Also, the contraction
induced by KCI, ATP and ADP in presence and absence of two RyR receptor antagonists:
dantrolene and ryanodine was compared. Data was expressed as medians and interquartile
ranges. Mann-Whitney test was applied to compare two unpaired groups and Friedman test to
compare more than two paired groups. Furthermore, F-test was used to compare two fitted
curves. Unfitted curves were analyzed by area under the curve (AUC). A value of p <0.05 was
considered significant. Animal protocol was approved by the IACUC of Universidad de Chile
(CBA # 1044 FMUCH). Results: The stimulation of IPV with 20 mM caffeine generated a
contraction of 41.4% (18.3 - 48.8) only in 50% of the vessels (n = 6 exps. / 5 rats). The
stimulation with 40mM caffeine increased the veins that did not respond to 59%, while the
remaining 41% showed isotonic contraction. The contractile response induced by of 4-CmC at
2 mM was 72% (51,9-100) in 100% of the vessels. Complete inhibition of the response
generated by 2 mM 4-CmC was achieved by the application of dantrolene and ryanodine.
Regarding the associated mechanism of RyR, it was found that dantrolene did not modify the
contractile response induced by depolarization or by ATP, but it did generate changes in the
contraction induced by ADP. The use of ryanodine decreased both the contractile response
generated by depolarization as by the two G protein-coupled receptor agonists used previously.
When comparing the effects of dantrolene and ryanodine on 1mM ADP-induced contraction,
partial inhibition was found to be similar regardless of the antagonist used. Conclusion: RyR
is functional in rat [PV and participates by enhancing depolarization-induced contraction as

well as by G protein-associated pathway. The results indicate that RyR2 would be the most



relevant isoform in IPV contraction induced by depolarization, while RyR1 and RyR3 would
participate largely in the contractile mechanism induced by Gq protein-coupled receptor

agonists.



1.- MARCO TEORICO

1.1.- Generalidades Receptores de Ryanodina

Los RyR son canales ionicos que se encuentran en la membrana plasmatica del Reticulo
Sarcoplasmatico (RS) de diferentes tipos celulares de mamiferos y otros animales. Deben su
nombre al alcaloide ryanodine, producido por el arbusto Ryania speciosa, €l cual se une a los
RyRs con alta afinidad y especificidad. Estos canales son responsables de la liberacion de
Calcio (Ca*") desde el RS hacia el citosol jugando un rol clave en la regulacion de la
concentracion intracelular de Ca?* libre ([Ca®']i) durante la contraccion del musculo liso,
esquelético o cardiaco (Lanner et al., 2010, Van Petegem 2012, Zalk et al. 2015, Wherens &
Marks 2005).

En relacion a las caracteristicas moleculares de este canal, se puede sefialar que los RyR son
homo-tetrdmeros con un peso molecular mayor a 2 MDa (cada subunidad es 550 kDa) con un
extremo amino y carboxilo terminal cortos ubicados en el lado citosélico. En micrografias
electronicas, los RyR purificados se observan formando estructuras similares a un “hongo”
(vision lateral) o un trébol (vision citoplasmatica), que resultan de la disposicion simétrica de
cuatro subunidades idénticas (5.000 aminodcidos cada una) dejando un poro central para la
salida de Ca?" del RS. Este poro consta de seis a ocho segmentos de transmembrana (S1-S6)
con un bucle entre S5 y S6 que contiene un gran niimero de residuos cargados negativamente
que contribuyen a tener una alta conductancia al Ca** (Zheng et al. 2008a, Song et al. 2011,

Efremov et al. 2015).

En mamiferos se han descrito tres isoformas de RyR (RyR1, RyR2 y RyR3), las cuales son
codificadas por tres genes distintos (RyRI, RyR2 y RyR3), que residen en cromosomas
separados. La literatura sefiala que el receptor RyR1 se expresa predominantemente en el
musculo esquelético y se encuentra en cantidades bajas en células de Purkinje, musculo liso
gastrico y linfocitos B. En relacion al receptor RyR2, se puede sefialar que originalmente se
purificé en musculo cardiaco, pero también se expresa en neuronas y musculo liso visceral y

arterial. Por ultimo, RyR3 es el menos comprendido de las isoformas RyR y parece desempenar



un papel mas importante durante el desarrollo, aunque en células maduras RyR3 se encontraria
en el diafragma, células epiteliales, cerebro y musculo liso (Lanner ef al. 2010, Van Petegem,

2012, Wherens & Marks 2005).

La secuenciacion de genes publicada por NCBI (National Center for Biotechnology)
correspondiente a Rattus norvegicus, describe que RyR3 se encuentra altamente expresado en
pulmoén de ratas de 6 a 104 semanas, mientras que las isoformas RyR1y RyR2 muestran escasa
cantidad de RPKM (Reads Per Kilobase Million) en este mismo tejido (NCBI/gene: Ryrl; Ryr2;
Ryr3).

Cabe destacar que las secuencias de las tres isoformas en mamiferos son 65% idénticas, con
algunas regiones de diversidad en la secuencia de aminodcidos (Lanner et al. 2010, Van

Petegem 2012, Zalk et al. 2015, Wherens & Marks 2005).
1.2.- Regulacion del funcionamiento de RyR

En relacion al funcionamiento de los RyRs, se debe mencionar que estos canales-receptores son
regulados por multiples proteinas, iones y moléculas (Ca?*, Mg?*, ATP y modificaciones
redox), los cuales se unen a un dominio determinado del canal para modular su funcion. Dentro
de las proteinas mas conocidas que interactiian con este receptor, se encuentran la calmodulina
(CaM) y el calstabin (FKBP) por el lado citosdlico, ademés de la triadina, junctina y
calsequestrina (CSQ) por la parte luminal (Lanner et al., 2010, Wherens & Marks 2005).

Se sabe que la CaM inhibe la actividad de RyR2 y produce efectos bifasicos en RyR1 (Capes
et al., 2011), mientras que las proteinas “Calstabinl” (FKBP12) y “Calstabin2” (FKBP12.6)
estabilizan el cierre de RyR1 y RyR2 (Capes et al., 2011, Santulli et al., 2017), disminuyendo
su conductancia. Por otra parte, el complejo ternario “triadina-junctina-calsequestrina” es el
encargado de detectar el contenido de Ca?* luminal del reticulo y modular la actividad del RyR

(Wherens & Marks 2005, Capes et al., 2011, Gao, 2017).

En cuanto a los iones y moléculas que regulan el funcionamiento del canal, se puede mencionar
que la actividad de RyR se modifica dependiendo de la [Ca?*]i, sugiriendo una regulacion

directa o indirecta a través de los canales de Ca*" tipo T o L de la membrana plasmatica. En
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términos generales se ha observado que el canal se activa a bajas [Ca®"]i (1 uM aprox.) que se
unen a sitios especificos de alta afinidad; y se inhibe a altas [Ca®*]; (> 1 mM) que se unen a
sitios de menor afinidad (Lanner ef al., 2010, Rajagopal & Ponnusamy, 2017). También se ha
encontrado que el aumento de la [Ca®"] luminal en el RS puede aumentar la sensibilidad del canal
favoreciendo la liberacion de Ca?" en presencia de ATP y cafeina (Lanner ef al., 2010, Gao,
2017, Tykocki et al., 2017).

Por otra parte, el Mg?* participa en la regulacion del canal reduciendo la probabilidad de apertura
a través de la competencia con el Ca?" por los sitios de activacion. Se ha descrito que a altas
[Ca®"] el Mg?* provoca una inhibicion potente de RyR1, no ocurriendo lo mismo para RyR2 y

RyR3 (Lanner et al., 2010, Wherens & Marks 2005, Gao, 2017).

También se ha determinado que proteinas kinasas y fosfatasas actian en los dominios
citoplasmaticos del RyR modulando su funcién en respuesta a sefiales extracelulares. La
mayoria de los estudios estan dirigidos a evaluar los efectos en musculo esquelético y cardiaco,
donde se seala que la fosforilacién de RyR por PKA aumenta la liberacion de Ca** de RS
favoreciendo el acoplamiento excitacion-contraccion (Meissner, 2010, Wherens & Marks
2005). Respecto a lo que se sabe en musculo liso, se puede senalar en general que los
vasoconstrictores estimulan la fosfolipasa C (PLC) a través de la activacion de una proteina G
asociada (Gq). La PLC cataliza la hidrolisis de un fosfatidil-bisfosfato de inositol a
diacilglicerol (DAG) e IP3. Cada uno de estos segundos mensajeros tiene distintos efectos en
la célula. E1 DAG activa la proteina kinasa C (PKC), mientras que el IP3 activa los canales
receptores IP3 (IP3R) en el RS lo que lleva a la liberacion de Ca®*. Estudios realizados en
cultivos celulares de musculo liso de aorta de raton, han reportado que PKC puede regular el
Ca?" intracelular por su efecto sobre los canales RyR. Los autores reportaron también que la
inhibicion de PKC genero apertura del canal, permitiendo salida de Ca?*desde el RS hacia el
citosol, mientras que la activacion de PKC bloque¢ la capacidad de la cafeina para abrir este

canal (Peng et al., 2010).

En relacion a los nucledtidos como reguladores del canal, se ha descrito que el ATP citosdlico
se comportaria como un activador de los canales RyR del musculo esquelético y corazon,
generando salida de Ca®* del RS para favorecer la contraccion (Lanner et al., 2010, Van

Petegem, 2012, Wherens & Marks 2005).
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También se ha observado que diferentes moléculas pueden modificar la probabilidad de
apertura del canal. Por ejemplo, se ha especificado que la aplicacion de cafeina (Pérez &
Sanderson, 2005a) y 4-CmC (Lin et al., 2016a) en SMC de arterias pulmonares pequefias,
produce liberacion de Ca?" del RS generando secundariamente contraccion vascular (Wherens
& Marks 2005, Gao, 2017, Tykocki et al., 2017, Rajagopal & Ponnusamy, 2017) Por otra parte,
el uso de dantroleno actuaria como antagonista del receptor, mientras que ryanodina produciria
una respuesta diferenciada dependiendo de la concentracién utilizada. De esta manera
concentraciones nanomolares de ryanodina se unirian al canal abierto dejandolo en un estado
de “subconductancia”, mientras que concentraciones mayores (=100 pM) harian que el canal
se cerrara completamente inhibiendo la liberacion de Ca?* (Lanner ef al., 2010, Van Petegem,
2012 Zalk et al., 2015, Wherens & Marks 2005, Gao, 2017, Rajagopal & Ponnusamy, 2017,
Tykocki et al., 2017).

1.3.- Participacion general de RyR en la contraccion de musculo liso vascular

En el musculo estriado, los potenciales de accion son esenciales para iniciar la liberacion de
Ca®* del RS que desencadena la contraccion. En el musculo liso (SMC) vascular en cambio, las
propiedades eléctricas y mecanicas son de importancia fundamental para determinar la
respuesta. En este caso, los potenciales de accion no son indispensables para los cambios en la
concentracion de Ca?* citosolicas ([Ca®*]i) necesarios para la contraccion, ya que estos niveles
podrian elevarse no solo por la activacion inducida por la despolarizacion de los canales de Ca?*
dependientes del voltaje (CCDV), sino también por activacion mediada por receptores
acoplados a proteina G (Gq) que resulta en liberacion de Ca?" mediada por el canal IP3R y RyR
desde el RS. Sin embargo, los cambios graduales en los potenciales de membrana regulados por
Cl-, K"y los canales receptores de potencial transitorio TRP (canales de cationes no selectivos,
sensibles a diferentes estimulos fisicos, quimicos o mecanicos), ademas de los potenciales de
accion, constituyen un mecanismo importante en la regulacion de la contraccion vascular (Gao,

2017, Berridge 2018, Liu & Khalil, 2018).

Existen variaciones marcadas en las concentraciones de Ca?" entre el espacio intracelular y

extracelular, encontrandose también diferencias en los niveles de Ca?" al interior del RS. La
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literatura sefiala que en condiciones basales la [Ca®*]; en SMC vasculares es alrededor de 100-
300 nM, valor 10.000 veces mas bajo comparado con el espacio extracelular (2 mM). E1 RS por
su parte, maneja concentraciones de Ca®* cercanas a 200 uM (Rajagopal & Ponnusamy, 2017,
Billaud et al., 2014). Durante la contraccion de SMC, las [Ca*]i se elevan rapidamente mas de
diez veces del valor basal, lo que resulta en la activacion de varias cascadas de sefalizacion que
se propagan a células vecinas como una onda sinusoidal lenta producida en respuesta a cambios
de presion, estiramiento y/o a la presencia de vasoconstrictores (Gao, 2017, Rajagopal &

Ponnusamy, 2017, Berridge, 2008, Billaud et al., 2014).

La generacion de una onda lenta de calcio, se explica por la oscilacion en los niveles de [Ca®'];,
que resulta de la liberacion de Ca®* desde el RS a través de IP3R y RyR. El aumento de [Ca**];
activa los canales de cloruro dependientes de Ca?* (Clca), lo que conduce a un aumento de la
salida de CI" intracelular y la despolarizacion de la membrana, seguido de la apertura de CCDV
y la entrada de Ca?" extracelular. Esta entrada de Ca?’, a través de un proceso conocido como
“liberacion de Ca’* inducida por Ca’*” (CICR: Calcium- induced calcium release), genera
activacion de RyR, el cual también puede ser estimulado por el Ca?* liberado de IP3R. Mientras
que la despolarizacion de la membrana mediada por los canales de Clca contribuye al aumento
de las ondas lentas, la apertura de los canales de K' activados por Ca?" (BK) causa
hiperpolarizacién y cierre de los CCDV (Gao, 2017, Rajagopal & Ponnusamy, 2017, Pérez &
Sanderson, 2005a, Berridge, 2008, Billaud et al., 2014, Pérez & Sanderson, 2005b, Liu &
Khalil, 2018). Por ultimo, cuando el Ca>" se agota dentro del RS, el deposito se vuelve a llenar
a través de un fendmeno conocido como “store-operated Ca** entry” (SOCE). De esta manera,
la reduccion del contenido de Ca?* en la luz del RS es detectada por moléculas de interaccion
estromal (STIM), mientras que las proteinas “Orai” de la membrana plasmatica actuarian como
canales de Ca?" que permitirian rellenar los almacenes de Ca?* del RS (Gao, 2017, Rajagopal &

Ponnusamy, 2017, Berridge, 2008, Wright et al., 2013).

Si bien, uno de los principales iones que regula la activacion del RyR es el Ca** (Gao, 2017,
Meissner, 2017 , Wherens & Marks 2005), el mecanismo de estimulacion de este receptor via
CICR aun es controversial en lo referente a masculo liso y atn se discute si el ingreso de Ca?*

or CCDV v la salida de Ca?" via IP3R es suficiente para estimular RyR.
p y p y
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Los estudios muestran que las oscilaciones de Ca?" difieren entre distintos vasos e incluso en
un mismo vaso en relacion a la aplicacion de distintos vasoconstrictores (Pérez & Sanderson,
2005a, Henriquez et al., 2018, Held et al., 1999, Cortijo et al., 1997), sin embargo los

mecanismos implicados atin no estan del todo claros y requieren de mayor investigacion.

La despolarizacion de la membrana del masculo liso genera apertura de canales Ca*" de tipo L,
lo que trae como consecuencia el aumento de las [Ca?*]i. Se ha descrito que el Ca**que entra
por estos canales podria no ser suficiente para inducir la contraccion debido a la capacidad de
los tampones citoplasmatico de Ca®* presentes en la célula puede reducir la concentracion del
ion rapidamente (Somlyo, 1985, Itoh ef al., 1985). Por lo tanto, en este escenario se postula la
existencia de una fuente adicional de Ca’" proveniente del RS, investigandose varios

mecanismos posibles para la amplificacion de la sefial para lograr la vasoconstriccion.

Una posibilidad para la amplificacion de la entrada de Ca?" a través de los canales de Ca®tipo L
podria ser la activacion de RyR por el mecanismo de CICR descrito en miocitos cardiacos
(Fabiato, 1985). Sin embargo, estudios realizados en husos musculares de guinea pig, sugieren
que CICR no es el mecanismo fisioldgico primario de liberacion de Ca? en musculo liso, ya que

se requieren concentraciones de Ca?" mas altas para activar CICR que para inducir la contraccion

(Iino, 1990 )

Hasta el momento se ha propuesto como hipotesis que el mecanismo de CICR en el musculo
liso ocurre a través de un proceso conocido como "acoplamiento flexible" (loose coupling) para
indicar las caracteristicas no obligatorias y que proporcionan una forma efectiva de integrar el
grado de activacion de los CCDV, en contraste con el "acoplamiento estrecho" que se observa
en el musculo cardiaco y esquelético. Las caracteristicas del “acoplamiento flexible" son:
liberacion focal que surge de éareas individuales de la célula; retraso de CICR (ya que la
amplificacion solo es evidente 50-100 ms después de la activacion de CCDV en comparacion
con 7 ms en las células cardiacas); y acoplamiento no obligatorio, en el cual CICR dependeria
del flujo neto de Ca>" en lugar de la probabilidad de apertura de CCDV (Wherens & Marks
2005).
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1.5.- RyR en estructuras intrapulmonares

En términos generales, se puede sefialar que se han publicado pocos articulos que evidencien la
expresion cuantitativa y las funciones fisioldgicas de las isoformas individuales de RyR en el
musculo liso de estructuras intrapulmonares. La mayor cantidad de estudios se han enfocado en
via aérea (Pérez & Sanderson, 2005b, Pérez & Sanderson, 2005b, Held et al., 1999, W. Du et
al., 2005, Bergner & Sanderson, 2002, Hiorns et al., 2016, Rosner et al., 2014), y arterias
intrapulmonares pequefias (AIP) (Pérez & Sanderson, 2005a, Lin et al., 2016b, Held et al., 1999,
Cortijo et al., 1997, Zheng et al., 2005) sin encontrarse estudios concluyentes en VIP (Henriquez

et al., 2018, Cortijo et al., 1997, Ding & Murray, 2005).

Los agonistas mas utilizados para evaluar los diferentes canales idnicos implicados en la
contraccion muscular de via aérea o vasos intrapulmonares, son acetilcolina (ACh) (Pérez &
Sanderson, 2005b, Bergner & Sanderson, 2002), serotonina (5-HT) (Pérez & Sanderson, 2005a,
Pérez & Sanderson, 2005b, Cortijo et al., 1997, Morecroft et al., 1999, Bai et al., 2009),
endotelina (ET-1) (Henriquez et al., 2018, Held et al., 1999, Tykocki et al., 2015), ATP
(Henriquez et al., 2018, Zheng et al., 2005) y cloruro de potasio (KCI) (Pérez & Sanderson,
2005a, Pérez & Sanderson, 2005b, Henriquez et al., 2018, Bai et al., 2009, Ratz et al., 2005),
estableciendo de manera general que las vias implicadas difieren segun la estructura estudiada

y los estimulos utilizados.

- Brongquiolos:

Diferentes publicaciones han estudiado la participacion de RyR en la contraccion y en la
liberacion de Ca®* desde el RS en SMC de bronquios intrapulmonares. La metodologia mas
utilizada es la aplicacion de un agente constrictor como cafeina (agonista RyR), en conjunto con
ryanodina o dantroleno (inhibidores RyR) (Pérez & Sanderson, 2005b, W. Du et al., 2005,
Bergner & Sanderson, 2002, Bai et al., 2009).

Respecto a lo anterior, estudios funcionales realizados en rebanadas de pulmoén de raton,
encontraron que la perfusion con cafeina (20 mM) gener6 un aumento en la [Ca2+] y
broncocontriccion, indicando de esta manera que RyR es funcional al ser evaluado bajo estas

condiciones (Pérez & Sanderson, 2005b).
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Con el objetivo de evaluar la participacion de RyR en el proceso contréctil y en las oscilaciones
de Ca?*, Pérez y Sanderson (2005) realizaron experimentos en rebanadas de pulmon de raton
perfundidas con 5-HT, ACh y KCl en presencia y ausencia de cafeina (Pérez & Sanderson,
2005b). Respecto a este punto, es importante sefialar que los dos agonistas mencionados en
primer lugar (5-HT y ACh) generan broncoconstriccion via proteina G (Gq), mientras que el
tercero (KC1) lo hace via despolarizacion, activando los canales de Ca?* tipo L (Gao, 2017, Pérez

& Sanderson, 2005b).

Algunos de los resultados encontrados por los autores, muestran que la perfusion de 5-HT y
ACh en bronquiolos, generaron una reduccion luminal cercana al 60% mantenida por mas de
dos minutos, la cual incluso podia iniciarse pero no mantenerse en ausencia de Ca*" extracelular
o en presencia de Nifedipino (antagonista de los canales de Ca?" tipo L). Por otra parte, el uso
100 mM de KCI provocod una contraccion irregular y espasmodica del 14% en estas mismas

estructuras (siguiendo el mismo modelo) (Pérez & Sanderson, 2005b).

En relacion a las mediciones de Ca®" intracelular, se puede sefialar que la aplicacion de 1uM de
5-HT o ACh en la via aérea pequefia produjo un aumento inicial de [Ca®*]; seguido rapidamente
de oscilaciones. Estas oscilaciones de Ca*" ocurrieron de forma asincronica acompafiadas de
una contraccion sostenida que generaron acortamiento y desplazamiento de las SMC hacia el
lumen. Resultados diferentes se encontraron al evaluar la respuesta de KCl, donde se observaron
oscilaciones de menor frecuencia acompafiadas de contracciones transitorias locales de células

multiples o individuales (Pérez & Sanderson, 2005b).

El mecanismo mas probable para la generacion de oscilaciones de Ca?* inducidas por 5-HT o
ACh, es la activacion de fosfolipasa C (PLC) a través de un receptor acoplado a proteina G, el
cual genera IP3 que se une a los receptores de IP3R en el RS iniciando los ciclos repetitivos de
liberacion y recaptacion de Ca?" (Bergner & Sanderson, 2002, Roux ef al., 1997, Pabelick et al.,
2001, Janssen, 2002). La inhibicion de la respuesta contractil en presencia de cafeina, sugiere
parcialmente que el RyR contribuyen a los flujos de Ca** que ocurren durante las oscilaciones,
sin embargo se requieren otros experimentos que permitan determinar con certeza la
participacion de RyR en la contraccion de la via aérea intrapulmonar. En este caso la aplicacion

de cafeina previo a la perfusion con 5-HT o ACH no sélo significa que RyR se encuentra
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inhabilitado de participar en el proceso por permanecer en estado abierto, sino que también
implica vaciamiento del RS lo que impide liberacion de Ca** por parte de IP3R, inhibiendo de
igual manera la contraccion. Por ultimo, es importante mencionar que la mantencion de la
contraccion solo es posible en presencia de Ca?* extracelular, de esta manera se puede llevar a
cabo el relleno de los almacenes de Ca? de RS, situacion que explicaria la disminucion del

tiempo contractil en los bronquios estudiados en ausencia de Ca*? externo (W. Du et al., 2005).

Respecto a los efectos del KCI, se hipotetiza que la depolarizacion causada por este compuesto
iniciaria un influjo de Ca®* a través de los canales de Ca®" tipo L y tipo T, que seria compensado
por la actividad de SERCA en la membrana del RS. Una vez que el RS alcanza una carga critica
de Ca*", se desencadenaria una fase extendida de CICR a través de RyR, generandose una onda
de Ca®"y una contraccion transitoria de SMC antes de iniciar nuevamente el ciclo (Pérez &

Sanderson, 2005b, W. Du et al., 2005).

Estudios realizado en rebanadas de pulmoén de raton utilizando ryanodina como bloqueador del
RyR en tres dosis diferentes (1 uM , 10 uM y 50 uM), encontraron que ni la contraccion de las
vias respiratorias ni las oscilaciones de Ca®* inducidas por dos agonistas acoplados a proteina G
(5-HT y Metacolina) fueron inhibidas en estas condiciones. Por el contrario, ryanodina (50 uM)
bloqued completamente las oscilaciones de Ca?* inducidas por KCI (50 mM). Estos resultados
indican que en SMC de via aérea pequefia de raton, las oscilaciones de Ca*" inducidas por dos
agonistas acoplados a proteina G estan mediadas principalmente a través de IP3R, mientras que
RyR se encontraria participando en la liberacion de Ca?* desde el RS en la contraccion inducida
por KCI (Bai et al., 2009). Sin embargo, experimentos realizados por Bergner et a/ utilizando
el mismo modelo (rebanadas de pulmén murino), dieron como resultado que la incubacion
ryanodina (200 uM) inhibié la sefializacion de Ca?" inducida por ACh (10 uM), indicando de
esta manera que las oscilaciones de Ca®" necesarias para mantener la contraccion de bronquios,
son generadas por la liberacion de Ca?" del RS a través de IP3R y RyR (Bergner & Sanderson,
2002).

Du et al, realizando experimento en anillos bronquiales de raton, encontrd que tanto ryanodina
(200 y 300 uM ) como dantroleno (25 uM) disminuyeron la respuesta contractil y la [Ca**];

inducida por carbacol , sin embargo es importante considerar que ryanodina atentio la respuesta
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del carbacol en todo el rango de concentraciones evaluadas (50 nM a 3 uM), a diferencia de lo
que ocurrié con dantroleno, el cual inhibi6 el efecto sélo concentraciones mayores o iguales a
500 nM, sin observarse diferencias a concentraciones bajas del agonista (W. Du et al., 2005).
Respecto a los resultados encontrados, se ha descrito que ryanodina inhibe las tres isoformas de
RyR, mientras que dantroleno so6lo inhibe RyR1 y RyR3 (Zhao et al., 2001, Fruen et al., 1997),
lo que podria explicar las diferencias encontradas al utilizar ambos antagonistas con un mismo

broncoconstrictor.

También se han utilizado otros métodos para estudiar la presencia de RyR en bronquios. De esta
manera, Du et al utilizando RT-PCR, encontr6 expresion de los mRNA de las tres isoformas de
RyR en via aérea de raton, siendo RyR2 mas abundantes en bronquios y RyR1 en células
muculares lisas aisladas obtenidas de cultivo primario (W. Du et al., 2005). Sin embargo,
estudios realizados en SMC bronquiales humanas identificaron mayor expresion de RyR3 en

relacion a las otras dos isoformas (Hyvelin et al., 2000).

Respecto al uso de inmunofluoresencia indirecta (IFI), se ha descrito que RyR1 se encuentra
distribuido mayormente hacia la periferia celular (cerca de la membrana celular), mientras que
RyR3 estaria ubicado principalmente alrededor del ntcleo. Aunque la expresion de RyR2 en
SMC de bronquiolo de raton se demostré mediante RT-PCR, no ha logrado detectarse por IFI
posiblemente debido a falta de eficacia del anticuerpo utilizado.(W. Du et al., 2005)

- Arterias intrapulmonares (AIP)

Diferentes estudios han investigado la expresion, localizacion y funcion del RyR en arterias

intrapulmonares (AIP).

Desde el punto de vista funcional, experimentos realizados en rebanadas de pulmén de raton
perfundidos con cafeina (20 mM), mostraron como resultado contraccion y liberacion de Ca®*
en AIP, concluyendo que RyR es funcional bajo estas condiciones en los vasos estudiados (Pérez
& Sanderson, 2005a). Resultados similares fueron encontrados por Zheng et al en vasos de
resistencia pulmonar aislados y denudados de endotelio, al aplicar cafeina (10 mM) y 4-CmC

(0,3 y 3 mM) como agonistas del RyR (Zheng et al., 2008b, Zheng et al., 2005).
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Para determinar si los canales RyR del RS estaban implicados en la contracciéon de AIP por
despolariacion, Pérez y Sanderson, utilizando la técnica de rebanada de pulmén en ratones,
evaluaron los efectos de la cafeina (para bloquear el RyR en estado abierto, depletando de esta
manera el RS) en la respuesta inducida por KCl (100 mM). Los resultados encontrados,
muestran que la contraccion fue inhibida completamente bajo estas condiciones. Posteriormente
realizaron experimentos en ausencia de [Ca?']c y bloquedores de canales de Ca®' tipo L
(nifedipino), observando igualmente que la contraccion fue abolida en estas circuntancias.
También observaron que en condiciones de aplicacion de cafeina en ausencia de [Ca*]c la
contraccion igualmente se producia, pero desaparecia rapidamente, y volvia a aparecer al volver
a aumentar la [Ca®'] en el medio externo. Ante estos resultados, los autores concluyeron que
RyR es funcional en AIP de ratas participando en la despolarizacion. De esta manera, la via
propuesta para la contraccion inducida por KCl implicaria apertura de los CCDV, aumento de
los niveles de Ca?* en el citosol y estimulacion del RyR via CICR. Eso explicaria la inhibicion

completa de contraccion en ausencia de Ca?* externo y del RS (Pérez & Sanderson, 2005a).

Experimentos similares se realizaron utilizando 5-HT como agonista de receptores acoplados a
proteina G para estimular la contraccion. En este caso encontraron que la ausencia de Ca?* del
medio externo no inhibi6 ni disminuy¢ la contraccion de AIP, a diferencia de lo observado al
depletar el RS, donde la respuesta contractil fue inhibida completamente. En este caso, ellos
concluyen que el Ca?" del RS es indispensable para generar la contraccion. Sin embargo estos

experimentos no permiten discriminar si efectivamente RyR participa en el proceso.

Estudios realizados con cuatro diferentes antagonistas del RyR (dantroleno, ryanodina,
ruthenium red y tetracaina), encontraron disminuciéon en la contraccion inducida por
norepinefrina (NE) en anillos vasculares de AIP de rata (Zheng et al., 2005). Estos resultados
indican que RyR juega un rol importante en la liberacion de Ca** y en la contraccion inducida
por NE en arterias pulmonares de rata. Se requieren mas estudios para determinar participacion

de RyR en la estimulacion con ATP.

Respecto a la expresion de RyR en este tipo de vasos pulmonares, Yang et al. encontraron
presencia de las tres isoformas de RyR con mayor predominio de RyR2 en arterias intralobares

de ratas (Western blot, RT-PCR, qPCR e inmunofluorescencia). Ademdas determind que los
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RyRs se localizan generalmente en las zonas sub-endopladsmicas y perinucleares, existiendo
diferencias en la distribucion de varios subtipos RyR en estas regiones. Los experimentos de
inmunotincion y las imagenes confocales de alta resolucion, muestran que RyR1 estad presente
tanto en los sitios periféricos como perinucleares; RyR2 se encuentra principalmente en los
sitios periféricos, mientras que RyR3 reside difusamente en la region perinuclear y citosol (Yang

et al., 2005, Zheng et al., 2005)

- Venas intrapulmonares (VIP)

Estudios sobre la contractilidad realizado en venas pulmonares, han encontrado una importante
contraccion local al estimular con catecolaminas, 5-HT, angiotensina II, histamina, endotelina
y vasopresinas, ademas de hipoxia y alcalosis (Henriquez et al., 2018, Michelakis et al., 2001,
Gao & Raj, 2005). Sin embargo, se han encontrado algunas diferencias en los mecanismos que

regulan la contraccion de VIP comparado con AIP.

Experimentos realizados en rebanadas de pulmoén de rata, han demostrado que al estimular con
ATP se genera una respuesta contractil dependiente de PLC que se relaciona con oscilaciones
de Ca?" intracelular. Las sefiales de Ca?* fueron caracterizadas por un incremento inicial seguida
inmediatamente de oscilaciones que persistieron con frecuencia y amplitud constante en
presencia de ATP y cedian bruscamente después de que el ATP fuera removido (Henriquez
et al., 2018). Estos resultados difieren con los encontrados en AIP donde la aplicacién de ATP
(100 uM, 30 s) indujo tres a cuatro aumentos ciclicos de [Ca?*]i de amplitud decreciente (Guibert

et al.,1996)

Al evaluar la contraccién pulmonar inducida por ATP en VIP en ausencia de [Ca®']., se
encontr6 que en estas condiciones se producia un incremento inicial de [Ca?"]i seguido de una
disminucion rapida de las oscilaciones de Ca?" en relacion al basal (Henriquez ef al., 2018).
Aunque estos resultados indican que [Ca*']c no se requiere para iniciar la contraccion,
efectivamente seria importante para mantenerla, consistente con lo encontrado en arterias
pulmonares (Pérez & Sanderson, 2005a). En este contexto, la funcion del [Ca®']. podria estar
relacionado con el llenado de los almacenes de Ca?" intracelular a través de SOCE (Store-

Operated Ca’* Entry) (Gao, 2017, Kuo & Ehrlich, 2015, Levitan, 2016).
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En relacion al rol de IP3R y RyR en VIP, se sabe que en circunstancias donde el IP3R esté
bloqueado la contraccion inducida por ATP se inhibe completamente. Sin embargo, al aplicar
ATP en presencia de un bloqueador de canales RyR (Ryanodina 50 uM), se encontrd que no
hubo cambios en las oscilaciones de Ca*" comparados con aplicacion de ATP en ausencia de
ryanodina. Por otra parte, para confirmar que el receptor de ATP involucrado en las respuestas
de VIP pertenecia a la familia P2Y, se realizaron experimentos en ausencia de Ca** extracelular,
encontrandose que tanto la contraccion como las oscilaciones de Ca?>" se mantenian en estas
condiciones. Estos resultados sugieren la contraccion de VIP inducida por ATP depende de la
estimulacion de los receptores metabotropicos P2Y2, la activacion de PCL-B, la liberacion de
Ca?" intracelular y la generacion de oscilaciones de Ca?>" mediadas por IP3R en el RS de las

SMC de VIP (Henriquez et al., 2018).

Respecto a la expresion y localizacion de RyR en venas pulmonares, no se ha encontrado

informacion publicada.

1.6.- Rol de venas intrapulmonares pequeiias:

Historicamente el estudio de patologias que comprometen el flujo sanguineo pulmonar se ha
enfocado principalmente en arterias, sin embargo desde el afio 1973 se tiene evidencia sobre la
presencia de musculo liso en la pared de venas intrapulmonares, lo que confiere la posibilidad
de que las VIP puedan participar activa y dindmicamente en la regulacién de la resistencia
pulmonar total como respuesta a distintos estimulos (Hislop & Reid, 1973). En relacion a esto
ultimo, se plantea la existencia de una fuerte relacion inversa entre el diametro externo de las
venas y el grosor de su pared, lo que implicaria que el grosor de la pared de las venas de menor
tamafio (didmetro < 300 pm) incrementaria conforme disminuye el didmetro externo.
Considerando que mas del 57% de los vasos venosos intrapulmonares tienen un didmetro menor
a 500 um (Counter et al., 2013), la contribucion que la red venosa pulmonar puede generar en
el aumento de la resistencia y presion vascular pulmonar puede ser considerable, sin embargo
ha sido escasamente discutida. Considerando estos antecedentes, se hace necesario investigar a
fondo los mecanismos implicados en la liberacion de Ca*? y la participacion de RyR en la

contraccion de VIP.

21



1.7.- Metodologia de estudio principales estructuras pulmonares

Existen inconvenientes técnicos que dificultan el acceso a vasos pulmonares pequefios. La
mayoria de los estudios publicados utilizan miografia de anillos vasculares y células musculares
aisladas, para evaluar la contracciéon de SMC (Lin et al., 2016b, Cortijo et al., 1997, W. Du et
al., 2005, Zheng et al., 2005), sin embargo esta metodologia implica separar la musculatura lisa
del tejido circundante, dificultando de esta manera la interpretacion fisiologica de los datos. Por
esta razon la técnica de rebanadas de pulmon desarrollada en la ultima década (Precision Cut
Lung Slices; PCLS) presenta una ventaja clave al preservar las interacciones funcionales entre
via aérea, arteriolas y venas dentro del parénquima alveolar (Hiorns ef al., 2016, Sanderson,
2011). Estas rebanadas de pulmon se mantienen viables por alrededor de 3 a 6 dias, conservando
muchos aspectos de la organizacion estructural y funcionalidad celular de las porciones de vasos
y via aérea dentro del parénquima alveolar (Sanderson, 2011) e incluso hay registros de que
pueden mantener sus propiedades funcionales, viabilidad celular y reactividad de la via aérea

tras dos semanas de crio preservacion (Rosner et al., 2014).

El hecho de que el PCLS permita observar a través de un microscopio convencional de forma
inmediata los cambios dinamicos de contraccion y relajacion de los distintos componentes de la
rebanada en su conjunto y en relacién con el microambiente que lo rodea, permite hacer un
analisis que considera las fuerzas de retraccion de las fibras elasticas, la rigidez del tejido

conectivo y las fuerzas estresoras involucradas (Sanderson, 2011).
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2.- HIPOTESIS

El receptor de Ryanodina es funcional en venas intrapulmonares pequefias de ratas,

participando en la contraccion de células musculares lisas.

3.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcion del receptor de Ryanodina en la contraccion de células musculares lisas de
venas pulmonares pequefias de ratas mediada por despolarizacidon y por agonistas de receptores

acoplados a proteina G.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

4.1.- Objetivo especifico 1

Evaluar la funcion del receptor de Ryanodina en la contraccion de venas intrapulmonares

pequeiias de ratas, inducida a través de dos agonistas del receptor.

4.2.- Objetivo especifico 2

Evaluar la funcion del receptor de Ryanodina en la contraccion de venas intrapulmonares

pequeias de ratas, inducida por despolarizacion y principales agonistas asociados a proteina G.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Diseiio experimental

En la tabla 1 se muestra el disefio experimental para cada objetivo especifico planteado.

OBJETIVO EXPERIMENTOS CONDICION EXPERIMENTAL
Evaluar la funcién del [ Se midi6 la contraccion de VIP Medicion de la
receptor de Ryanodina en la | inducida por cafeina y 4-CmC Cafeina contraccion (expresada
contraccion  de venas | mediante estudios funcionales en mediana y rangos
intrapulmonares  pequefias | realizados en rebanadas de intercuartiles).

(VIP) de ratas, inducida a | pulmoén de corte preciso (PCLS) 4-CmC

través de dos agonistas del | deratas sanas.

receptor.

Evaluar la funcion del| Se midio la contraccion de VIP | KCI vs KCI+ dantroleno | Realizacion de curvas

receptor de Ryanodina en la | inducida por KCl, ATP y ADP dosisrespuesta (calculo

ATP vs ATP+ dantroleno )
contraccion de VIP de ratas | mediante estudios funcionales de EC50 o Areabajo la
inducida por depolarizacion | realizados en PCLS de ratas sanas | ADP vs ADP+ dantroleno | ¢ryq)

y dos agonistas asociados a | en presencia y ausencia de un [ ) vs KCl + ryanodina | Medicion de la
proteina G. antagonista de RyR: dantroleno o ‘ contraccion (expresada
. ATP vs ATP+ ryanodina
ryanodina.

en mediana y rangos

ADP vs ADP+ ryanodina | intercuartiles).

Tabla 1: Disefio experimental para cada objetivo especifico

5.2.- Animales

Todos los procedimientos fueron realizados en concordancia con las guias nacionales de manejo
de animales y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
de la Universidad de Chile (Protocolo CBA#1044 FMUCH) (Anexo 1). Se utilizaron 28 ratas
macho, especie Rattus norvegicus cepa Sprague — Dawley de edad mayor a 42 — 45 dias con
pesos entre 250 — 300 grs. Los animales se mantuvieron en el bioterio central de la Facultad de
Medicina Norte de la Universidad de Chile con temperatura ambiental entre 18 y 23°C
controlada de acuerdo a las normas de housing del bioterio, con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas y con alimentacidon y agua ad [libitum, hasta su traslado al laboratorio de dindmicas
broncovasculares y dafio pulmonar para su eutanasia. Los animales fueron eutanasiados a través

de una inyeccion anestésica de ketamina 180 mg/kg (Centrovet) — xilazina 18 mg/kg (Ilium),
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via intraperitoneal, la que fue administrada con el fin de generar narcosis previo al método fisico

de eutanasia correspondiente a la apertura tordcica bajo anestesia profunda.

5.3.- Rebanadas de pulmon de corte preciso (PCLS)

Las ratas eutanasiadas fueron posteriormente transferidas al panel de diseccion quirurgica en
condiciones de asepsia de acuerdo al protocolo de bioética. Se aplico etanol al 100% desde
cuello hasta abdomen con el fin de evitar contaminacion y se realizd una toracotomia media
anterior, desde la escotadura yugular hasta el apéndice xifoides. El corte toracico fue ampliado

en la base del torax hacia cada lado, para obtener acceso amplio a ambos pulmones.

Luego se canuld la trdquea con un tubo de catéter intravenoso (NIPRO) el que se fijo en la
posicion optima con cinta adhesiva. Por esta via, los pulmones colapsados fueron reclutados a
capacidad pulmonar total (CPT) con una infusién de agarosa (Axygen) al 2% en HBSS
(mantenida a 37°C) mediante una jeringa. Posteriormente se perfundieron los vasos
intrapulmonares con solucion de gelatina al 6% (Becton, Dickinson) mantenida a 37°C, a través
de la arteria pulmonar, por inyeccion en el ventriculo derecho por medio de un catéter
intravenoso (NIPRO). Se solidifico la agarosa y la gelatina manteniendo el cuerpo de la rata a

4°C durante 30 a 40 minutos.

Pasado este tiempo, se removieron los pulmones y el corazon y se mantuvieron en HBSS frio.
Se cortaron y separaron los l6bulos pulmonares, y se transfirié cada segmento pulmonar a un
vibratomo (Compresstome VF-300), con la base del l6bulo situado en la base de un émbolo del

equipo. El segmento pulmonar fue adherido y cubierto con gelatina 6%.

Una vez que la gelatina se solidificé en frio, el bloque se cortd en secciones seriadas de
150 pm, las que fueron almacenadas por un periodo breve en HBSS frio. Por ultimo, se
mantuvieron las rebanadas en medio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)
(Gibco), suplementado con penicilina (CALBIOCHEM) y estreptomicina (SIGMA) a 37°C y
CO2 5% en incubadora de cultivo celular hasta por 24 horas. En estas condiciones de
temperatura la gelatina contenida en los vasos sanguineos se disuelve dejando libre el lumen

para su posterior estudio funcional en microscopio invertido.
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5.4.- Estudios funcionales de venas intrapulmonares pequeiias (VIP)

Las venas pulmonares pequefias menores a 200 um obtenidas de las rebanadas, se observaron
bajo un microscopio invertido de contraste de fase modelo DXS-2 trinocular a 25x. Las
rebanadas de pulmoén de corte preciso (PCLS) fueron expuestas a diferentes agonistas y
antagonistas bajo el microscopio mediante perfusion automatizada. Los registros se realizaron
a través de un sistema de fotocaptura con el software S-Viewer que permitié obtener las
imagenes desde una camara digital de alta resolucion 0,45x modelo SXY — 130 de 3.0M pixeles
acoplada al microscopio, capturando fotografias a 0,5 Hz durante todo el proceso de perfusion
del sistema. Los registros fueron analizados en el programa de procesamiento y andlisis de
imagenes ImagelJ, el cual permiti6 determinar el cambio en el 4rea de la vena para cada tiempo
del experimento (en base a los pixeles de cada fotografia). Con los valores obtenidos de area
por segundo, se construyeron graficos de registros (drea vs tiempo), desde los cuales se
obtuvieron los valores de la maxima reduccion de area lograda por cada agonista utilizado en

cada experimento.
5.5.- Calculo tamario muestral:

Considerando un nivel de confianza de 95%, precision de 60%, proporcion de 40%, y un 15%
de pérdidas, se estimo el uso de 4 animales por grupo (de acuerdo a condicion experimental

correspondinente a tabla 1) , lo que da un total de 28 ratas.

5.6.- Analisis estadistico

En cada experimento se realiz6 un minimo de 1 y méximo de 6 registros. Los resultados de
contracciéon son mostrados como mediana y rango intercuartilico o como la media = S.E.M.
(standard error of the mean) para el caso de las curvas dosis - respuesta. La comparacion de

respuesta entre grupos se realizo utilizando los valores de contraccion del agonista normalizada

por la contraccion maxima lograda por 50 mM de K. Para los andlisis se utilizo el programa
estadistico GraphPad Prism 8.0 y la significancia estadistica se analiz6 con prueba de Mann-
Whitney para la comparaciéon de dos grupos independientes y test de Friedman para
comparaciones en mas de dos grupos pareados, aplicando test de Dunns para comparar entre

columnas. Las curvas dosis- respuesta fueron ajustadas a una sigmoidea de acuerdo a la férmula
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(Y=Valor minimo + (Valor maximo — Valor minimo) / (1+10" ((LogEC50-X) * pendiente de
Hill), que permitid el calculo de EC50 (Anexo 2); se utilizd F-Test para comparar dos curvas.
En caso de no lograr un ajuste correcto, se calculd y compar¢ el area bajo la curva (AUC) para
determinar diferencias. Para todas las comparaciones se considerd significativo un valor de

p <0,05.
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6.- RESULTADOS

6.1.- Agonistas de RyR inducen contraccion en VIP de ratas

Con el objetivo de activar a los RyRs, se decidio6 utilizar en primera instancia cafeina como
agonista del receptor. Este compuesto ha mostrado tener buenos resultados en la liberacion de
Ca*" del RS y en la contraccion de musculo liso de bronquiolos y arterias pulmonares de raton
(Wherens & Marks 2005, Zheng et al., 2008a, Pérez & Sanderson, 2005a, Meissner, 2017,
Echeverri et al., 2010, Kong et al., 2008).

Nuestros resultados muestran que el 50% de las VIP estimuladas con cafeina 20 mM (figura
1a) presentaron contraccién concéntrica (que implica reduccién del area luminal) con una
mediana y rango intercuartilico equivalente a 41,4% (18,3% - 48,8%) (n = 6 exps./ 5 ratas)
(figura 1b). El aumento de la concentracion de cafeina a 40 mM no logro reclutar mas venas
sensibles, sino que se incremento a un 59% las venas que no respondieron, mientras que el 41%
restante s0lo presentd contraccion isotdnica, es decir, sin cambios en el area del lumen vascular

(n= 17 exps. / 6 ratas) (figura la).

Considerando que los resultados con cafeina parcialmente demuestran que el RyR es funcional
en VIP, se realizaron experimentos con 4-CmC, otro agonista del receptor (Zheng et al., 2008a,
Zorzato, 1993, Al-Mousa & Michelangeli, 2009) que ha demostrado incrementar las [Ca*']; en

arterias pulmonares de rata (Zheng et al., 2008a).

El estimulo con 1 mM de 4-CmC produjo una contracciéon de 22,1% (12,4% - 31,8%;
n= 4 exps./ 3 ratas) en el 50% de las venas estudiadas (figura 1a y 1b). Considerando que la
respuesta observada no fue consistente, se aumentod la concentraciéon de 4-CmC a 2 mM,
obteniéndose una contraccion de 72% (51,9% - 100%) en el 100% de los vasos estudiados
(n= 14 exps./ 6 ratas) (figura la y 1b). De acuerdo a que los resultados obtenidos mostraron
que s6lo 4-CmC 2 mM gener6 una respuesta cuantificable y consistente en todas las VIP
estudiadas, se decidi6 utilizar este compuesto en la concentracion seialada para continuar con
la investigacion. En la figura 2, se muestran iméagenes de una VIP en condiciones basales (a) y
luego de la aplicacion de 4-CmC 2 mM (b-h), observandose una reduccion sucesiva del area

luminal la VIP de rata como respuesta a la aplicacion de 4-CmC.
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Respuesta contractil de venas pulmonares pequeiias a la
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Figura 1: Respuesta contractil de VIP a la aplicacion de cafeina y 4-CmC.
a: Porcentaje y respuesta de venas pulmonares a diferentes dosis de cafeina y 4-
CmC. b: Cuantificacion de la contraccion de venas pulmonares respondedoras en
relacion al uso de cafeina y 4-CmC expresada en mediana y rangos intercuartiles.
Cafeina 20 mM (n=3 exps. / 2 ratas ); cafeina 40 mM (n= 17 exps./ 6 ratas);
4-CmC 1 mM (n= 2 exps./ 2 ratas.); 4-CmC 2 mM (n= 14 exps./ 6 ratas). Perfusion
de 5 minutos para cada agonista. Andlisis estadistico en base a test de Kruskal-
Wallis *p < 0,5

Respuesta de venas pulmonares pequeiias
a la aplicacion de 4-CmC 2mM

b c

Fas

Figura 2: Imagen de la reduccion de area luminal en VIP de rata como
respuesta a la aplicacion de 4-CmC 2 mM. a: Condiciéon basal. b-h:
Contraccion de VIP inducida por 4-CmC 2mM. Imagenes obtenidas cada 10
segundos. h: Contraccion maxima obtenida de 100% posterior a 60 segundos de
perfusion con 4-CmC. En la imagen el didmetro de la VIP estudiada corresponde
a 120 pm.
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Con el fin de confirmar que la contraccidon generada por 4-CmC 2 mM ocurria via RyR, se
utilizé dantroleno y ryanodina como antagonistas del receptor. Para esto, se evalud la respuesta
contréctil inducida por 4-CmC inmediatamente después de la perfusion por 10 minutos con el
inhibidor. Posteriormente, con el objetivo de determinar la reversibilidad de la contraccion, se
perfundio6 el tejido con HBSS por 10 minutos (lavado), con el fin de remover tanto el agonista
como el antagonista, y se volvié a estimular con 4-CmC. Finalmente, se aplic6 KCI 75mM por
3 minutos, permitiendo de esta manera evaluar la viabilidad del tejido dada por la mantencion

de la actividad contractil de la VIP.

En la figura 3, se muestra un registro representativo de los experimentos realizados con 4-CmC
en presencia y ausencia de dantroleno (figura 3a) y ryanodina (figura 3b), utilizando KCl como

estimulo final.

Respecto a la aplicacion de dantroleno, la perfusion de 10 uM del compuesto durante
10 minutos previo al estimulo de 4-CmC (2 mM) inhibié completamente la contraccién
inducida por 4-CmC la cual no revirtié posterior a 10 minutos de lavado (n= 8-10 exps./
4 ratas; p <0,001) (figura 4a). En el caso de la ryanodina (50 pM), esta fue incubada durante
30 minutos previo a la perfusion de 4-CmC (2mM). Al igual que dantroleno, se encontrd
inhibicion completa que no revirtid6 después de 10 minutos de lavado (12 exps. / 4 ratas;

p <0,001) (figura 4b)

De acuerdo a estos resultados, se puede sefialar que RyR estd presente en VIP de ratas y es
funcional al estimularlo con agonistas del receptor. La inhibicién generada por dantroleno y
ryanodina en la contraccion inducida por 4-CmC confirma que efectivamente RyR participa en

la liberacion de Ca®* del RS generando contraccion en las venas estudiadas.
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Efecto de dantroleno y ryanodina en la contraccion de
venas pulmonares pequeiias inducida por 4-CmC

a 4-CmC y dantroleno
120+ 4-CmC 4-CmC-2mM 4-CmC KCl
2mM Dantroleno 10pM 2mM 75 mM

Area luminal (% area inicial)

0 ‘ T ‘ T : ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 8(
Tiempo (min)
b 4-CmC y ryanodina
4-CmC 4-CmC 4-CmC KCl
120 2mM Ryanodina 50pM 2mM 2mM 75 mM

30+

Area luminal (% area inicial)

0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 3: Registro representativo de contraccion de VIP inducida por
4-CmC en presencia y ausencia de dantroleno o ryanodina. a: Variacion
del area luminal en relacion a la aplicacion de 4-CmC 2 mM en ausencia y
presencia de dantroleno 10 uM b: Variacion del area luminal en relacion a
la aplicacion de 4-CmC 2 mM en ausencia y presencia de ryanodina 50 pM.
En ambos casos se utilizd6 KCI 75 mM como estimulo final para evaluar
viabilidad del tejido. Se aplicé lavado con HBSS por 10 minutos entre los
diferentes compuestos.
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Efecto de dantroleno y ryanodina en la contraccion de
venas pulmonares pequeiias inducida por de 4-CmC
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Figura 4: Efecto de dantroleno y ryanodina en la contraccion de VIP inducida por 4-CmC.
a: Se muestra la contraccion inducida por 4-CmC 2mM en ausencia (circulos) o presencia de
dantroleno 10uM (cuadrados) y perfusion de 4-CmC 2mM posterior al lavado por 10 minutos
con HBSS (tridngulos) n= 8-10 exps. /4 ratas b: Contracciéon inducida por 4-CmC 2mM en
ausencia (circulos) o presencia de ryanodina 50uM (cuadrados) y posterior al lavado por 10
minutos con HBSS (tridngulos) n= 12 exps./ 4 ratas. Cada color representa un animal distinto.
En todos los casos la perfusion de 4-CmC fue de 5 minutos. Resultados expresados en medianas

y rangos intercuartilicos. Analisis estadistico en base a test de Friedman **p < 0,01/
*xE p <0,001

6.2.- RyR se activa por despolarizacion y agonistas de receptores acoplados a proteina G en
VIP de ratas

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual el RyR participa en la contraccion, se realizaron
experimentos con KCl para inducir la contraccion por despolarizacion, y con ATP y ADP para
activar receptores purinérgicos asociados a proteina Gq en presencia y ausencia de dos
antagonistas del RyR: dantroleno y ryanodina. El mecanismo por el cual el KCIl induce

despolarizacion se observa en el Anexo 3.

32



a) Funcion del receptor de Ryanodina en la contraccion de VIP de ratas inducida por

despolarizacion

- KCly dantroleno

Para determinar la participacion del RyR en la contraccién inducida por despolarizacion, se
realizaron en primera instancia curvas dosis - respuesta de KCl en presencia y ausencia de
dantroleno (10 uM), el cual ha demostrado ser inhibidor de RyR1 y RyR3. (Zhao et al., 2001,
Fruen et al., 1997).

La figura 5a muestra un registro representativo de un vaso y el cambio en el porcentaje de area
luminal a distintas concentraciones de KCl con y sin dantroleno (negro y rojo respectivamente).
En la imagen se observa que en ambos casos la disminucion del lumen se inicid a
concentraciones de 50 uM de KCl, y que esta disminucion se hizo mas evidente al aumentar
progresivamente la concentracion de KCl, encontrdndose valores similares en presencia y
ausencia del inhibidor. La cuantificacion de la contraccion para cada caso se realizo en base a

las curvas dosis- respuesta representadas en la figura 5b.

Respecto al andlisis de las curvas ajustadas, se encontr6 que dantroleno no modificéd la
contraccion inducida por despolarizacion, obteniéndose un valor ECsode 47,5 + 1,22 mM para
KCI (n=9-12 exps. / 4 ratas) y 41,3 + 1,16 mM para KCl + dantroleno (n= 6 -13 exps./ 4 ratas),
sin diferencias significativas entre las curvas al aplicar F-test (p =0,83) (figura 5b-i y 5b-ii).
Los valores de la curva para cada condicion fueron: valores maximos de contraccion
KCI= 84,28 + 18,55 y KCl + dantroleno = 76,42 + 9,43 (p = 0,87) (figura 5b-iii) ; pendiente de
Hill KCI= 2,82 + 1,53 y KCI + dantroleno= 3,89 + 1,88 (p = 0,61) (figura 5b-iv).. El valor
minimo en ambos casos fue de 0% (no graficado). Estos resultados sugieren que RyR1 y RyR3
no estarian participando en la contraccion inducida por despolarizacion, pero no descartan la

posibilidad de que RyR2 pueda activarse en el proceso.
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Efecto de dantroleno en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por KCI
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Figura 5: Efecto de dantroleno en la contraccion de venas intrapulmonares
pequeiias inducida por diferentes dosis de KCl. a: Registro representativo
del efecto de diferentes dosis de KCl en la reduccion del area luminal en
presencia y ausencia de 10 uM de dantroleno. b: (i) Curva dosis/ respuesta de
la contraccion inducida por KCl en ausencia (n=9- 12 exps./ 4 ratas) y presencia
de 10 uM dantroleno (n= 6- 13 exps./ 4 ratas.) (p = 0,83). Se muestran los
promedios +/- S.E.M y el ajuste sigmoideo de los datos. (i) valor EC50 de la
curva dosis/respuesta expresado en escala logaritmica de concentracion Molar;
(iii) valores méaximos de la curva dosis/ respuesta; (iv) pendiente de Hill de la
curva dosis/ respuesta. Linea y barras negras: ausencia del inhibidor; linea y
barras rojas: presencia de dantroleno 10 uM como inhibidor RyR.
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- KCly ryanodina

En segunda instancia, se realizaron experimentos con ryanodina como inhibidor de las tres

isoformas del receptor (Gao, 2017, Laporte, 2004, Sutko et al., 1997).

En el caso de la ryanodina, la concentracion utilizada para generar la inhibicion fue de 50 uM.
El alto costo del compuesto, impidieron la realizacion de curvas dosis- respuesta. Por este
motivo, se decidié incubar el compuesto por 30 minutos previo a la perfusion con 4-CmC,
garantizando de esta manera que el antagonista se uniera a los sitios de union ubicados en el

poro del canal (Meissner, 2017).

En esta oportunidad, se compar6 la contraccion inicial de 75 mM de KCI (en ausencia del
antagonista) con la contraccion obtenida posterior a la incubacién de 50 uM de ryanodina por
30 minutos, obteniéndose como resultado una inhibicién parcial de la respuesta contractil de
KCl posterior a la aplicacion de ryanodina (p < 0,01), la cual se mantuvo posterior al lavado de
10 minutos de HBSS (p < 0,05) (n= 12 exps./ 5 ratas). Los valores de contraccion obtenidos y
expresados en mediana y rangos intercuartilicos fueron: KCI inicial= 68,2% (52,9- 90,3),
KClI+ ryanodina = 33,3% (23,8 -57,8), KCl final (post lavado) = 41,5% (32,3- 59,2) (figura 6).
Estos resultados apuntan fuertemente a que RyR participa en la contraccion inducida por

despolarizacion y que probablemente la isoforma RyR2 sea la mas importante.
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Efecto de ryanodina en la contraccién de venas
pulmonares pequeiias inducida por despolarizacion
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Figura 6: Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
intrapulmonares pequeiias inducida por despolarizacion.
Contraccion inducida por KC1 75 mM en ausencia (circulos)
o presencia de ryanodina 50 uM (cuadrados) y posterior al
lavado por 10 minutos con HBSS (triangulos) (n= 12 exps./
5 ratas). Cada color representa un animal distinto. Resultados
expresados en medianas y rangos intercuartilicos. Analisis
estadistico en base a Test de Friedman. *p < 0,05;
** p <0,01. Dant: Dantroleno (10 uM); Ryan: ryanodina (50
uM)

b) Funcion del receptor de Ryanodina en la contraccion de VIP de ratas inducida por

agonistas de receptores acoplados a proteina G:

El ATP y el ADP son nucledtidos que activan diferentes subtipos de receptores purinérgicos
correspondiente a la familia de P2Y que se encuentran acoplados a proteina Gq (Burnstock, 2006,
Burnstock, 2017). Con el fin de evaluar si el RyR es funcional y también participa a través de
esta via, se realizaron experimentos con ambos compuestos en presencia y ausencia de dos

antagonistas del RyR: dantroleno y ryanodina.
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- ATP y dantroleno

El ATP es un nucledtido que activa diferentes subtipos de receptores P2Y acoplados a proteina
Gq (Burnstock, 2006, Burnstock, 2017). Con el fin de evaluar si RyR es funcional y participa
a través de esta via, se realizaron experimentos utilizando diferentes concentraciones de ATP
en presencia y ausencia de dantroleno, considerando una dosis maxima de 1000 uM de ATP

simulando condiciones fisioldgicas.

La figura 7a muestra un registro representativo de un vaso y el cambio en el porcentaje de area
luminal a distintas concentraciones de ATP con y sin dantroleno (negro y rojo respectivamente).
En la imagen se observa que en ambos casos la reduccion del area luminal se inici6 a
concentraciones de 100 uM de ATP, y que esta disminucion se hizo mas evidente al aumentar
la concentracion de ATP a 1000 uM. Sin embargo, es importante notar que el registro de
ATP + dantroleno gener6é menor reduccion del lumen en relacion a la VIP estimulada s6lo con
ATP. Para cuantificar la contraccion, se realizaron en primera instancia curvas dosis- respuesta
en presencia y ausencia del inhibidor (Figura 7b-i). En este punto, es importante mencionar
que en ambos casos no se logrd obtener un ajuste adecuado de las curvas, lo que probablemente
se explique por la ausencia de plateau evidenciado en los registros. Considerando este
antecedente, se decidi6 utilizar el “Area Bajo la Curva” (AUC) para poder analizar y determinar
los efectos de dantroleno en la contraccion inducida por ATP, encontrandose que no hay
diferencias significativas al comparar los dos grupos. Los valores encontrados fueron: AUC
ATP = 162,2 (123,4- 241,3) y AUC ATP+Dant= 161,6 (66,2- 181,9) con un valor p= 0,4
(Figura 7b-ii). Estos resultados sugieren que RyR1 y RyR3 no participarian en la contraccion

inducida por ATP, pero no descartan la participaciéon de RyR2.
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Efecto de dantroleno en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por ATP
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Figura 7: Efecto de dantroleno en la contraccion de venas intrapulmonares
pequeiias inducida por diferentes dosis de ATP. a: Registro representativo
del efecto de diferentes dosis de ATP en la reduccion del area luminal vascular
en presencia y ausencia de 10 uM de dantroleno. b: (i) Curva dosis/respuesta de
la contraccion inducida por ATP en ausencia (n= 12-13 exps./ 5 ratas) y
presencia (n= 10 -13 exps./ 4 ratas) de 10 uM. Se muestran los promedios +/-
S.E.My el ajuste sigmoideo de los datos; (7i) representacion de area bajo la curva
(AUC) para cada curva dosis/ respuesta encontrandose un valor p= 0,4 segiin
Test de Mann-Whitney. Lineas negras: ausencia del inhibidor; lineas rojas:
presencia de dantroleno 10 pM como inhibidor RyR.
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- ATPy ryanodina:

Posterior al uso de dantroleno, se utilizé ryanodina para evaluar los efectos de un segundo
antagonista de RyR. Para esto se incub6 con ryanodina (50 pM) por 30 minutos para luego
perfundir inmediatamente ATP 1 mM por 5 minutos. La respuesta obtenida fue comparada con
la contraccion de ATP 1 mM previa a la aplicacién de ryanodina y con la respuesta de ATP
1 mM final (posterior al lavado de 10 minutos con HBSS). Los resultados muestran que
ryanodina disminuy6 significativamente la contracciéon de ATP y que esta disminucion se
mantuvo aun posterior al lavado (n= 14 exps./ 5 ratas). En la figura 8 se muestran los valores
de contraccion normalizados por 50 mM de KCl expresados en mediana y rangos intercuartiles:
ATP inicial= 167, 6% (103,1- 272,3); ATP + Ryan= 112,2% (72,52- 223,9); ATP final= 94,8%
(46,9 -119,5). El analisis estadistico utilizando Test de Friedman arroj6 diferencias al comparar
ATP inicial v/s ATP+ Ryan (p <0,5) y ATP inicial vs ATP final (p < 0,001), lo que indicaria
que RyR participa en la contraccion inducida por ATP y que probalemente la isoforma RyR2
sea la mas importante. Es importante destacar que el analisis de ROUT identifico s6lo un valor
como outlier, el cual se decidi6 mantener para mostrar la variabilidad real de los datos y evitar
la pérdida de un experimento completo en el andlisis estadistico. Por otra parte, los datos
obtenidos de ese experimento fueron coherentes presentando los valores méximos en el grafico
de la figura 9 tanto en ATP inicial como en ATP + ryanodina. Por utlimo, la exclusion del
experimento en cuestion, no modifica los resultados (Anexo 4). Para mayor detalle se presentan

también los datos analizados por rata Anexo 5- Figura A.
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Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por ATP
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Figura 8: Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
intrapulmonares pequeiias inducida por ATP. Contraccion
inducida por ATP 1 mM en ausencia (circulos) o presencia de
ryanodina 50 puM (cuadrados) y posterior al lavado por 10
minutos con HBSS (tridngulos) (n= 14 exps./ 5 ratas). Cada
color representa un animal distinto. Resultados expresados en
medianas y rangos intercuartilicos. Andlisis estadistico en base
a Test de Friedman.* p < 0,05/ *** p < 0,001. Ryan:
Ryanodina.

- ADP y dantroleno:

Con el fin de confirmar que RyR es funcional y participa a través de la via Gq, se realiz6 una
curva dosis-respuesta utilizando diferentes dosis de ADP (1-10-100-500-1000 pM) en

presencia y ausencia de 10 pM dantroleno.

En la figura 9a se muestra un registro representativo de un vaso y el cambio en el porcentaje
de area luminal a distintas concentraciones de ADP con y sin dantroleno. En el grafico se puede
observar que ambas lineas comienzan a separarse a partir de concentraciones iguales a 100 pM
de ADP, sugiriendo de esta manera que dantroleno reduce el efecto del ADP utilizado en dosis
altas (considerando que la concentracion fisioldgica es de 1mM). La curva dosis-respuesta de

ADP y ADP mas dantroleno, (Figura 9b-i) no logr6 alcanzar un plateau en ninguno de los dos
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casos, lo que dificulta la realizacion de un F-test y la interpretacion del EC50. Para poder
determinar el efecto del inhibidor, se decidié comparar el area bajo la curva (AUC) de los dos
grupos obteniéndose de esta manera una mediana para AUC ADP =71,07 (54,41-105,6) y AUC
ADP+Dant = 38,14 (34,41- 76,47) con un valor p= 0,02 (Figura 9b-ii). Estos resultados
sugieren que RyR1 y Ryr3 participan en el proceso contractil inducido por ADP.

- ADP y ryanodina

Posterior al estudio con dantroleno, se realizaron experimentos con ryanodina como bloqueador
de las tres isorformas de RyR. Para esto se incub6 ryanodina (50 pM) por 30 minutos para luego
perfundir inmediatamente ADP 1 mM por 5 minutos. La respuesta obtenida fue comparada con
la contraccion de ADP 1 mM previa a la aplicacion de ryanodina y con la respuesta de ADP
1 mM final (posterior al lavado de 10 minutos con HBSS). Los resultados (figura 10) muestran
que ryanodina inhibe parciamente la contraccion de ADP y que esta disminucion se mantiene
aun posterior al lavado (n= 12 exps./ 5 ratas). Los valores de contraccion normalizados por 50
mM de KCI son: ADP inicial=210,6 % (100,5 - 286,7); ADP + Ryan = 99,6% (56,2 - 175,8);
ADP final= 52,3% (34,7 - 101,2). El analisis estadistico realizado utilizando Test de Friedman,
arrojo diferencias significativas al comparar ADP inicial v/s ADP+ Ryan (p <0,5) y ADP inicial
vs ADP final (p < 0,001), sugiriendo que RyR participa en la contraccion inducida por ADP.

Para mayor detalle, en el Anexo 5- Figura B se presentan los datos analizados por rata.
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Efecto de dantroleno en la

contraccion de venas

pulmonares pequeiias inducida por ADP
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Figura 9: Efecto de dantroleno en la contraccion de venas intrapulmonares
pequeiias inducida por diferentes dosis de ADP. a: Registro representativo
del efecto de diferentes dosis de ADP en la reduccion del area luminal vascular
en presencia y ausencia de 10 uM de dantroleno. b: (i) Curva dosis/respuesta
de la contraccion inducida por ADP en ausencia (n= 10-13 exps./ 3 ratas) y
presencia (n= 11-14 exps./ 4 ratas) de 10 uM dantroleno. Se muestran los
promedios +/- S.E.M y el ajuste exponencial de los datos para cada condicion;
(ii) representacion de area bajo la curva (AUC) para cada curva dosis/ respuesta
encontrandose un valor p= 0,02 segiin Test de Mann-Whitney. Lineas negras:
ausencia del inhibidor; lineas rojas: presencia de dantroleno 10 uM como

inhibidor RyR.
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Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
pulmonares pequeifias inducida por ADP
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Figura 10: Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
intrapulmonares pequeiias inducida por ADP. Contraccion
inducida por ADP 1 mM en ausencia (circulos) o presencia de
ryanodina 50 uM (cuadrados) y posterior al lavado por 10
minutos con HBSS (triangulos) (n= 12 exps./ 5 ratas). Cada
color representa un animal distinto. Resultados expresados en
medianas y rangos intercuartilicos. Analisis estadistico en
base a Test de Friedman. * p < 0,05 / *** p < 0,001

- Comparacion de la contraccion ADP -dantroleno v/s ADP - ryvanodina

Considerando que ambos antagonistas inhibieron parcialmente la respuesta inducida por ADP,
se realizd una comparacion de la contraccion obtenida con ADP 1 mM en presencia de 10 uM
dantroleno y 50 puM ryanodina. En la figura 11 se muestra una grafica con los resultados
obtenidos, donde se observa que la contraccién es similar independiente del antagonista
utilizado. Los valores de contraccion normalizados por 50 mM de KCI expresados en mediana
y rangos intercuartilicos son: ADP + dantroleno 83,1% (69,2 -118,7) V/s
ADP + ryanodina= 99,6% (56,2 - 175,8) (p= 0,6). Estos resultados sugiren que RyR1 y RyR3

serian las isoformas mas importantes en la contraccion inducida por ADP.
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Efecto de dantroleno y ryanodina en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por ADP
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Figura 11: Efecto de dantroleno y ryanodina en la
contraccion de venas intrapulmonares pequeiias inducida
por ADP. Comparacion de la contraccion inducida por ImM
de ADP en presencia de dantroleno (circulos; n =11 exps. / 4
ratas) y ryanodina (cuadrados; n = 12 exps./ 5 ratas). Cada
color representa un animal distinto. Resultados expresados en
medianas y rangos intercuartilicos. Andlisis estadistico en
base a Test de Mann Whitney, sin diferencias significativas
(p= 0,6). Dant: Dantroleno (10 pM); Ryan: ryanodina
(50 uM).
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7.- DISCUSION

Hasta el momento existen pocas evidencias sobre la funcion fisioldgica de las isoformas del
RyR en el musculo liso de vasos intrapulmonares, mientras que en la via area se ha demostrado
de mejor manera su localizacion y funcion. Los resultados obtenidos en esta tesis, sugieren que
los RyRs son funcionales en VIP y que participan tanto en la vasoconstriccién inducida por

despolarizacion como por la via acoplada a proteina G.

La aplicacion de dos agonistas del RyR, 4-CmC y cafeina de manera independiente, generd
contraccion en las venas estudiadas, mientras que el uso de dos antagonistas del receptor,
dantroleno y ryanodina, inhibieron completamente la respuesta contractil inducida por 4-CmC
comprobando ademas la efectividad de los inhibidores utilizados. Estos resultados, demuestran
por primera vez que la activacion del RyR participa en la contraccion de VIP de ratas,

probablemente mediada por la liberacion de Ca?" desde el RS.

El 4-CmC induce liberacion de Ca** mediado por RyR. Aunque se sabe que este compuesto
tiene afinidad por las tres isoformas del RyR, es mucho mas efectivo en activar a RyR1 y RyR2
que RyR3, el EC;ypara RyR3 es 1,5 mM, comparado con 0,2 mM — 0,4 mM para RyR1 y RyR2
respectivamente (Al-Mousa & Michelangeli, 2009, George et al., 2003, Fessenden et al., 2000).
Algunos estudios han demostrado que se requieren concentraciones de aproximadamente 1 mM
para generar liberacion de Ca** en arterias de conductancia y resistencia pulmonar y arterias
mesentéricas (Zheng et al., 2008a). Nuestros resultados mostraron que una concentracion de 1
mM de 4-CmC generd contraccion en la mitad de las venas examinadas, por lo que se decidid

aumentar la dosis a 2 mM encontrandose una respuesta en el 100% de los vasos estudiados.

Investigaciones realizadas en miotubos han encontrado que 4-CmC puede inducir liberacion de
[Ca®']; al estimular al RyR en concentraciones aproximadamente 10 veces mas bajas que la
cafeina (A. R. Jacobson, 2006), incluso en este mismo estudio se sefiala que 4-CmC es 25 veces
mas potente en la activacion de RyR1 en comparacion con la cafeina (Fessenden et al., 2006).
Si bien ambos compuestos son conocidos como agonistas RyRs, presentan distintos perfiles de
activacion dependientes de la isoforma, encontrandose que la cafeina es mucho mas potente en

la activacion de RyR2 y RyR3 en comparacion con RyR1 (Fessenden et al., 2000, G. G. Du et
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al., 2000).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, mostraron que cafeina 20 mM generd contraccion
concéntrica solo en el 50% de las venas y que el aumento a 40 mM disminuy0 este porcentaje
provocando solo contraccidn isotonica (figura 1). Si bien la cafeina se ha usado ampliamente
como una herramienta farmacoldgica para aumentar la probabilidad de apertura de RyR, es
importante mencionar que también actia en una amplia gama de blancos moleculares
interviniendo como antagonista de los receptores de adenosina e inhibidor de las enzimas
fosfodiesterasas. También participa en el aumento de AMPc favoreciendo la sintesis de 6xido
nitrico (Echeverri et al., 2010, Echeverri et al., 2008). Remboldt et al, observo que al agregar
20 mM de cafeina a arterias carétidas porcinas pre- contraidas, hubo un aumento en [Ca*']; sin
cambios significativos en el tono, concluyendo de esta manera que la cafeina efectivamente
incrementa [Ca®*]; pero en una region alejada del aparato contractil, lo que no da lugar a una

contraccion (Rembold ef al., 1995).

Una posible hipotesis que podria explicar los resultados encontrados con cafeina 40 mM, es el
efecto que tiene este compuesto tanto en el endotelio como en el tejido muscular. La mayoria
de los estudios evaltian la contraccion en anillos vasculares denudados y células musculares
aisladas (Lin et al., 2016b, Cortijo et al., 1997, W. Du et al., 2005, Zheng et al., 2005), sin
embargo la metodologia utilizada en nuestros experimentos (Precision Cut Lung Slices; PCLS)
preserva las interacciones funcionales de las estructuras pulmonares analizadas (Hiorns et al.,
2016, Sanderson, 2011). De esta manera, concentraciones mayores de cafeina podrian estimular
células endoteliales, generandose de esta manera fuerzas opuestas y simultaneas dadas por el
endotelio (dilatacion) y musculo liso (contraccidon) dando como resultado una contraccién
isotonica. Otra posible teoria, es que tal como esta descrito en ratones (Kramer & Marks, 1965),
las VIP de ratas puedan presentar células musculares cardiacas en su estructura de pared, sin
embargo estas se encuentran en VIP de didmetros mayores a los utilizados en este estudio. Se
requiere seguir investigando para determinar posibles mecanismos de accion de la cafeina que
permitan explicar la respuesta diferenciada (ausencia de contraccion, contraccion concéntrica y
contraccion isotonica) obtenida en nuestros registros de VIP. Por otra parte, es importante tratar
de comprender las diferencias existentes con arterias intrapulmonares pequefias, en donde se

reporta que la cafeina utilizada en concentraciones de 20 mM gener6 contraccidon concéntrica

46



en PCLS de raton (Pérez & Sanderson, 2005a). Respecto a esto, se puede sefialar que tal vez
los resultados difieran no sé6lo entre los vasos intrapulmonares estudiados, sino que también

exista la posibilidad de que la respuesta varie entre las distintas especies.

Una vez comprobado que RyR es funcional por estimulacion directa con dos agonistas, el
siguiente paso fue estudiar la via por la cual RyR participa en la contraccion de VIP. Para esto,
se realizaron experimentos con KCl para inducir la despolarizacion, ademas de ATP y ADP
para generar contraccion via receptor acoplado a proteina Gq, en presencia y ausencia

dantroleno y ryanodina.

El dantroleno es un relajante muscular esquelético que se une al receptor RyR1, reduciendo su
probabilidad de estado abierto y bloqueando la liberacion de Ca** del RS (Zhao et al., 2001,
Krause et al., 2004). Estudios realizados en miocitos, han determinado que dantroleno inhibe
RyR1 y RyR3 pero no RyR2 (Zhao et al., 2001, Fruen et al., 1997). Sin embargo, otros
investigadores han encontrado sitios de unién en RyR1 (residuos 590-609) y RyR: (residuos
601-620) (Paul-Pletzer et al., 2002) en RS de musculo estriado de conejo, argumentando que

este compuesto si podria actuar en las tres isoformas.

Respecto a la ryanodina, se sabe que tiene efectos complejos sobre la conductancia y la
activacion de canales de RyR que dependen de la concentracion, de esta manera
concentraciones sub-micromolares, hacen que el canal muestre estados parcialmente
conductores o de subconductancia, mientras que a concentraciones micromolares o mayores, la
ryanodina produce un estado cerrado del canal (Wherens & Marks 2005, Gao, 2017, Laporte,
2004). Existe consenso en que ryanodina acta en las tres isoformas de RyR. Experimentos
realzados con [3H] ryanodina, sefialan que se une a sitios de alta afinidad (KD ~ 1-10 nM) y
de baja afinidad (KD ~ 1-10 pM) en el canal RyR, probablemente localizado en el poro del
receptor (Gao, 2017, Laporte, 2004, Sutko et al., 1997).

Diferentes estudios han encontrado que tanto dantroleno como ryanodina inhiben la contraccion
inducida por norepinefrina en arteria pulmonar de rata (Zheng et al., 2005) y la contraccion
inducida por carbacol en bronquios intrapulmonares de rata (W. Du et al., 2005), sin embargo,

no hay antecedentes del uso de dantroleno en VIP.
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Para la contraccion inducida por KCI, no se encontraron diferencias entre las curvas dosis -
respuesta de KCl en presencia y ausencia de dantroleno (figura 5), sugiriendo que las isoformas
RyR1 y RyR3 no estarian partcipando en la contraccion inducida por KCI. Sin embargo los
experimentos realizados con ryanodina mostraron que este antagonista inhibié de manera
parcial la respuesta contractil de VIP inducida por despolarizacion (figura 6), sugiriendo de

esta manera que RyR2 seria la principal isoforma que estaria partcipando a través de esta via.

Respecto a la contraccion inducida via receptores acoplados a proteina Gq, se debe hacer la
diferencia entre los resultados obtenidos con ATP y ADP. En el caso del ATP, el andlisis de
datos no arroj6 diferencias significativas al comparar los valores de AUC entre ATP y ATP+
dantroleno (figura 7), sin embargo el uso de ryanodina inhibié parcialmente la contraccién
inducida por 1 mM de ATP (figura 8), lo que probablemente indica mayor participacion de
RyR2 en el proceso. Para ADP, los resultados muestran que tanto dantroleno (figura 9) como
ryanodina (figura 10), inhibieron parcialmente la contraccion inducida por este agonista y que
la inhibicién fue similar independiente del antagonista utilizado, lo que sugiere que RyR1 y
RyR3 sean probablemente las isoformas que participan al utilizar ADP como agonista de la
contraccion. De esta manera, los resultados encontrados permiten sugerir que RyR también

participa en la via de receptores acoplados a proteina Gq.

Nuestros resultados estan en concordancia con lo publicado por Henriquez et al, donde la
contraccion inducida por 50 uM de ATP no fue modificada por 50 uM de ryanodina (Henriquez
et al., 2018), lo que no descarta la posibilidad de que pueda inhibir la contraccion al utilizar
dosis mayores de ATP. En nuestro caso, la inhibicion generada por este antagonista se encontro

al inducir la contraccion con 1 mM de ATP

Si bien, se sabe que la respuesta inducida por ATP y otros nucleotidos, se inicia mediante la
activacion de dos familias de receptores purinérgicos: los receptores P2X (ionotropicos), que
corresponden a canales cationicos de membrana que permiten el influjo de Ca*", y los receptores
P2Y (metabotropicos), que actlian a través de receptores acoplados a proteina Gq promoviendo
la liberacion de Ca?* del RS (Burnstock, 2006, Burnstock, 2017, K. A. Jacobson et al., 2002),
Henriquez et. al. encontrd que la contraccion de VIP inducida por ATP fue acompaiiada por

oscilaciones de Ca?>" mediadas por el receptor de IP3, las que se mantenian presentes aun en
p
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ausencia de Ca?" extracelular (Henriquez et al., 2018). Este hallazgo sugiere que los receptores
P2X no participan como mediadores de la contraccion en este tipo de vasos, siempre que se
utilicen concentraciones bajas de ATP (< 50 uM). Los resultados presentados en esta tesis no
permiten descartar por ahora la participacion de receptores P2X con las concentraciones
utilizadas. De esta manera, existe la posibilidad de que ATP ademads de actuar sobre receptores
P2Y, podria estimular receptores P2X generando entrada de Ca?" a través de él , produciendo
el proceso de despolarizacion. La evaluacion de la contraccion de VIP utilizando dosis altas de
ATP (100-1000 uM) en ausencia de Ca?*extracelular permitirian comprobar o rechazar esta

hipotesis.

En relacion a los resultados obtenidos y a los antecedentes anteriormente expuestos, el modelo
propuesto implicaria que RyR participaria tanto en la contraccion inducida por despolarizacion

como por la via acoplada a porteina G activando isoformas diferentes (Figura 12).
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Figura 12: Modelo de participacion de RyR en la contraccion de venas intrapulmonares
de rata. En el proceso de despolarizacion inducida por KCI (representado en la parte azul de
la figura) se produciria apertura de los canales de Ca** dependientes de voltaje (CCDV)
generando entrada de Ca?" que se uniria a la calmodulina para activar la proteina kinasa de la
cadena liviana de la miosina (MLCK) generando la contraccién. El ingreso de Ca*" via
CCDV, también activaria RyR2 via “Calcium- induced Calcium realased” (CICR) lo que
promoveria la salida de Ca*" desde el RS contribuyendo de esta manera a la respuesta
contractil. Aun se desconoce si el ingreso de Ca?"por CCDV vy la liberacion de Ca** de RyR
pueden activar los canales de cloruro dependientes de Ca?* (Clca), favoreciendo la salida de
Cl' y dando retroalimentacion positiva para la activacion de CCDV. En el caso de la
contraccion inducida por ADP (color amarillo de la figura), este agonista se uniria a sus
receptores P2Y acoplados a proteina Gq, estimulando la actividad de la fosfolipasa C (PLC),
la que a su vez cataliza la formacion de IP3 a partir de DAG. La union del IP3 al receptor IP3
(IP3R) resulta en la liberacion de Ca*" al citosol, lo cual genera la contraccion muscular. El
Ca®* liberado via IP3R, activaria por CICR las isoformas RyR1 y RyR3, lo que produciria
mayor salida de Ca®" desde el RS contribuyendo a la respuesta contractil. La metodologia
utilizada en este estudio no permite determinar la participacion de los Clc,, lo cuales podrian
estimular el proceso despolarizacion activando CCDV (por salida de CI'). Flecha punteada
roja: mecanismo probable. CCDV: Canales de Calcio Dependientes de Voltaje;
CICR:Calcium Induced Calcium Released; GqR: receptor acoplado a proteina Gq; PLC:
Fosfolipasa C; DAG: Diacilglicerol; PKC: Proteina Kinasa C; IP3R: Receptor de IP3; RS:
Resticulo Sarcoplasmatico; Clca: Canales de Cloruro Dependientes de Ca’"; CaM:
Calmodulina; MLCK: Kinasa de la Cadena Liviana de Miosina; Ca®": Calcio; CI*: Cloruro.
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Respecto a la despolarizacion, al encontrar que dantroleno no modifico la respuesta contractil
de KCl, mientras ryanodina inhibi6 parcialmente la respuesta, el mecanismo propuesto implica
que principalmente RyR2 contribuye en la contraccion por despolarizacion en VIP de ratas. En
este caso, la despolarizacion inducida por KCl (Figura 12, color azul ) produciria apertura de
los canales de Ca®?* dependientes de voltaje (CCDV) generando entrada de Ca®*. El Ca®** que
ingresa al citosol se une a la calmodulina formando el complejo “calcio- calmodulina” que
activa la proteina kinasa de la cadena liviana de la miosina (MLCK) aumentando su actividad
de ATPasa, lo que determina finalmente su capacidad para unir miosina y generar la

contraccion. El ingreso de Ca** via CCDV, también activaria RyR2 via “Calcium- induced

Calcium realased” (CICR) lo que promoveria la salida de Ca?* desde el RS contribuyendo de
esta manera a la respuesta contractil. Existe también la posibilidad de que la liberacion de Ca?*
de RyR pueda activar los canales de cloruro dependientes de Ca** (Clca), favoreciendo la salida
de CI' y dando retroalimentacion positiva para la activacion de CCDV, sin embargo este
mecanismo no se puede concluir con el modelo experimental aplicado en este estudio. Una
forma de probar esta hipdtesis podria ser la medicion de la corriente de Cl° durante la

estimulacion directa de RyR.

En el caso de la contraccion inducida por ADP (Figura 12, color amarillo), los resultados
obtenidos, muestran inhibicion parcial de la respuesta contractil tanto en presencia de
dantroleno como de ryanodina, encontrandose un porcentaje de contraccion similar,
independiente del antagonista utilizado. En este caso, el ADP se unirian a sus receptores P2Y
acoplados a proteina Gq, estimulando la actividad de la fosfolipasa C (PLC), la que a su vez
cataliza la formacion de IP3 a partir de DAG La union del IP3 al receptor IP3 (IP3R) del RS
resulta en la liberacién de Ca?* al citosol, lo cual genera la contraccién muscular. El1 Ca®*
liberado via IP3R, activaria por CICR las isoformas RyR1 y RyR3, lo que produciria mayor
salida de Ca®* desde el RS contribuyendo a la respuesta contractil. La metodologia utilizada en
este estudio no permite determinar la participacion de los Clc,, lo cuales podrian estimular el
proceso despolarizacion activando CCDV (por salida de Cl). La medicion de la corriente de
CI o el uso de inhibidores de los canales de Clca en presencia de agonistas acoplados a proteina

G podrian ser una forma de comprobar esta hipdtesis.
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Para el ATP (no representado en el esquema), el mecanismo es controversial y requiere mayor
estudio para generar una conclusion. Los resultados son similares a los encontrados con KClI,
donde dantroleno no modifico la contraccion (lo que descartaria la participacion de RyR1 y
RyR3), mientras que ryanodina inhibié parcialmente la respuesta contractil (sugiriendo
participacion de RyR2). La via probable implicaria que la liberacion de Ca** por activacion del
IP3R inicia la contraccion, sin embargo es posible que este Ca** también pueda estimular los
canales de Clca produciéndose salida de Cl, lo que despolarizaria la célula y activaria los
CCDV. Luego, el ingreso de Ca*" por esta via podria estimular RyR2 via CICR contribuyendo
a la contraccion. Por otra parte, existe la posibilidad de que ATP en dosis altas también pueda
activar receptores P2X (ionotropicos) generando ingreso de Ca** al citosol lo que iniciaria el

proceso de despolarizacion via CCDV, dando inicio a la cascada de sefializacion ya descrita.

La participacion de los canales de Clca en el proceso de contraccion acoplado a proteina Gq se
ha descrito principalmente en arterias pulmonares, (Helliwell et al., 1994, Weid et al., 1993).
La activacion de este canal por el Ca®' liberado via IP3R, puede generar salida de CI
estimulando el proceso de despolarizacion con la consiguiente activacion de los canales de Ca?*
tipo L (Leblanc et al., 2005, Large & Wang, 1996). La activacion de los canales de Clca por
liberacion de Ca?* del RS inducida por agonistas es una caracteristica com@n en el musculo liso,
aunque parece que los efectos dependen de la especie y el tejido analizado. Por ejemplo,
utilizando patch-clamp se ha determinado que ATP genera liberacion de Ca®* del RS que activa
canales de Clca en células musculares lisas de arteria pulmonar de conejo (Helliwell ez al., 1994)
y cultivos celulares de aorta de rata (Weid ef al., 1993), pero no se ha observado el mismo
mecanismo en arteria de oreja de conejo (Benham, 1989). Experimentos preliminares realizados
en nuestro laboratorio han mostrado que la contraccioén inducida por ATP (50 uM) en VIP de
ratas, se reduce levemente al inhibir el canal de Ca* tipo L con dihidropiridinas, lo cual permite
dar cuenta que ATP se relaciona de alguna manera con este canal, sin ser el mecanismo principal
que inicia la contraccion. Una hipdtesis que podria explicar la diminucion en la contraccion por
ATP en presencia de nifedipino, es la probable participacion de receptores tipo P2X, los cuales
al ser activados por ATP, podrian generar ingreso de Ca?" estimulando la despolarizacion por

activacion de los canales de Clca y CCDV.

En base al modelo propuesto de participacion de RyR en la contraccion de VIP, se abre la
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posibilidad de que exista cierto grado de “compartimentalizacion celular” o formacion de
diferentes microdominios, en los cuales RyR2 se encuentre mas cercano a los canales de Ca®*
dependiente de voltaje, mientras que RyR1 y RyR3 estén mas proximos a los IP3R. El concepto
de compartimentalizacion se relaciona directamente con la coordinacién de la comunicacioén
intercelular e intracelular con sus correspondientes microdominios de sefializacion (Billaud
et al., 2014). Los microdominios de sefializacion de Ca?* son un ejemplo de como las células
concentran diferentes proteinas para regular eficientemente las funciones celulares. Estudios
realizados en células del musculo liso arterial pulmonar de ratas han propuesto segregacion
funcional del RS. Uno de los modelos propuestos, sugiere que una parte del RS puede estar en
una posicion mas cercana a la membrana plasmatica, donde RyR1 podria estar en comunicacion
con los canales BK, mientras que la otra porcion pudiera estar ubicada en el centro de la célula
liberando Ca?* a través de RyR3, el cual mediante CICR puede reclutar RyR2 provocando una
onda global de Ca** que permite generar la constriccion de la arteria pulmonar (Clark et al.,

2010, Evans et al., 2005).

La realizacion de diferentes técnicas como qPCR, Western blot e inmunofluoresencia indirecta
(IFT) y permitirian comprobar la existencia, distribucion y probable co-localizacion de las
diferentes isoformas de RyR en VIP. Por ultimo, la medicion de sefales intracelulares de Ca?*
en presencia de antagonistas RyR serian una técnica util para comprobar el mecanismo de CICR

en estos vasos pulmonares y contribuir a los hallazgos de esta tesis.

Es necesario seguir investigando para comprobar si efectivamente las isoformas de RyR tienen
una participacion diferente dependiendo del origen de la contraccién (despolarizacion o por
receptores acoplados a proteina G) y si efectivamente se encuentran segregados en diferentes
partes del RS actuando en microdominios con otros canales. Por otra parte, también es
importante determinar cuéles son los diferentes tipos de CCDV vy la participacion de otros
canales activados por Ca**(como los canales de Clca) involucrados en el proceso contractil de

VIP.
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8.- CONCLUSION

Los resultados encontrados muestran que el receptor de Ryanodina (RyR) es funcional en Venas
Intrapulmonares Pequefias de ratas y que participa potenciando la contraccion inducida por

despolarizacion como por la via asociada a proteina G.

Los resultados aqui mostrados sugieren que RyR2 es la isoforma més importante en la
contracciéon inducida por despolarizaciéon, mientras que RyR1 y RyR3 participarian
mayormente en el mecanismo contractil inducido por agonistas de receptores acoplados a

proteina Gq.
Nuestros resultados demuestran por primera vez la existencia y funcionalidad de RyR en VIP,

lo que abre un nuevo campo en el estudio de los mecanismos asociados a la contractibilidad en

€stos vasos.
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ANEXO 1: Documento de autorizacion Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales (CICUA) de la Universidad de Chile

CICUA

Vo IRy sarroiio COMITE INSTITUCIONAL DE
UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

- VID:

rz de e

Santiago, a 25 de marzo de 2019

Certificado n°: 19241-MED-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo CBA 1044 FMUCH, del Proyecto de Investigacidn titulado: “Funcién del receptor
de Ryanodina en la contraccion de células musculares lisas de venas pulmonares pequeias de
rata”, de la Investigadora Francisca Varas A., Tesista del Magister en Fisiologia, Escuela de Post
Grado, Facultad Medicina, Universidad de Chile, y como Investigador Responsable y Patrocinador el
Dr. Mauricio Henriquez Luna, Profesor Asistente, Director del Laboratorio de Dinamicas
Broncovasculares y Dafio Pulmonar del Programa de Fisiologia y Biofisica, Instituto de Ciencias
Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus
procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de animales, asi
mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los Investigadores se han comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las
especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa
aprobacion por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacidn para el uso de un total de 28 ratas, Rattus norvegicus de la cepa
Sprague Dawley, provenientes del Bioterio de la Facultad de Medicina Norte, Universidad de Chile,
desde marzo de 2019 a diciembre de 2019 tiempo estimado de ejecucién del estudio, el cual sera
financiado por VID, Universidad de Chile N°ENL029/2017.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de
las observaciones exigidas por el Comité.
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ANEXO 2: Descripcion curva dosis-respuesta ajustada a una funcion sigmoidea.
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Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10”((LogEC50-X)))

Top (punto superior) y bottom (punto inferior) : son mesetas en las unidades del eje Y.

EC50: es la concentracion de agonista (en el eje X) que genera una respuesta en la mitad de la

curva entre el punto inferior y el punto superior. Por lo tanto, representa la concentracion de un

compuesto en el cual se observa el 50% de su efecto maximo.

Pendiente (Hill slope) : corresponde a la inclinacion de la curva.Una curva dosis-respuesta con
una pendiente estandar tiene una pendiente de Hill de 1.0. Una curva mas pronunciada tiene un
factor de pendiente més alto, y una curva menos profunda tiene un factor de pendiente mas bajo.

En términos practicos, una pendiente menor (en un mismo grafico) significa que la respuesta al

compuesto utilizado es mas lenta en relacion a una curva que presente una pendiente mayor.

https://www.graphpad.com/guides/prism/7/curve-fitting/reg_dr_stim.htm
https://www.graphpad.com/guides/prism/7/curve-fitting/reg_hill slope.htm
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ANEXO 3: Mecanismo de despolarizacion inducida por KCl

I.- ANTECEDENTES:

a) Condiciones ionicas fisiologicas de célula muscular lisa (SMC)

CONDICIONES FISIOLOGICAS SMC

Int Ext Veq
K+ I50mM | 59mM | -86 mV | Se mueve de interno (inicial) a externo (final)
Cl- 35mM | 125mM | -34 mV | Se mueve de interno (inicial) a externo (final)
Nat+t | 10mM | 145mM | +61 mV | Se mueve de externo (inicial) a interno (final)

b) Calculos HBSS y KCI1 75 mM

High K 1000 HBSS 1X 75mM K

stock mM mL FINAL mM mM 1:1

CaCl2 1000 1,26 1,26 1,26 1,26
MgS04 500 1,8 0,9 0,49 0,695
KH2PO4 500 0,9 0,45 0,44 0,445
Na2HPO4 500 0,68 0,34 0,35 0,345
KClI 142 5,3 73,65
NaCl 0 137,9 68,95
cl 144,52 145,72 145,12
K 142,45 5,74 74,095
Na 0,68 138,6 69,64

IL.- POTENCIAL DE EQUILIBRIO IONICO SEGUN NERST

RT [Ion]
Ve, = — - |n [ —=0ut
MR ( [fon];, )

R=38,31; T°= 310 °K; F=96.500
a) Condiciones basales: HBSS

K': K" out=5,74 mM
K"in =150 mM
(fisiologico)

Cl: CI' out= 145,72
Clin =35mM
(fisiologico)

VK™= 0, 026* In (5,74/150)
Vqu+= '84,84 mV

Ve Cl'= 0, 026* In (145,72/35)
Ve Cl= -37,08 mV

Na™: Na* out= 138,6
Na'in =10 mM
(fisiologico)

Ve Cl= 0, 026* In (138,6/10)
VeqCI'= + 68,35 mV
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b) KCl175 mM

K*: K out= 74,05 mM CI: CI' out= 145,12 Na*: Na" out= 69,64
K" in =150 mM Clin =35mM Na"in =10 mM
(fisiologico) (fisiologico) (fisiologico)
VK™= 0, 026* In VeqCI=0, 026* In (145,12/35) VeqCI=0, 026* In (69,64/10)
(74,05/150) VeqClI=-36,97 mV VeqCl=+ 50,45 mV
Ve K'=-18,35 mV

IT1I- POTENCIAL DE MEMBRANA

_ RT Py[K]. + Pyy[Na]. + P [Cl];
Vm = - In
F Py[K]; + Pyo[Na]; + Pg[Clle

| @2

R=38,31; T°= 310 °K; F= 96.500

a) Condiciones basales: HBSS

Int Ext
K+ 150 mM 5,74 mM 1
Nat+t | 10mM | 145,72 mM | 0,1
Cl- 35 mM 125 mM 1

Vine 831 %310 ln[1*5,74+o,1 * 14572 +1% 35 }

96.500 1* 150+ 0,1 %10 + 1* 125
Vm= 0,026 In | 574+ 14,572+35}
150 + 1+ 125
Vm= 0,026 In _55,312J
L 276

Vm= -41,17 mV
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b) KCl75 mM:

Int Ext
K+ 150 mM | 74,095 mM 1
Na+ | 10mM 69,64 mM | 0,1
Cl- 35 mM 145,12 1

Ve 831 *310 1n[ 1* 74,095 + 0,1 * 69,64 + 1* 35
96.500 1% 150+ 0,1 10 + 1% 145,12

Vm= 0,026 In | 74,095+ 6,96 + 35:|
- 150 + 1+ 145,12

Vm= 0,026 In —116,055J
L 296,12

Vm= -24,35 mV

IV.- POTENCIAL ELECTROQUIMICO

a) Condiciones basales: HBSS

K': K" out (final)= 5,74 mM
K" in (inicial) = 150 mM (fisiol6gico)
Vm=-41,17mV

Alls(ie) = R*T*In (Cﬁnal/CiniciaI) +Z*F*Vm

Apks(ie) = 8,31*310*In(5,74/150)+ 1 * 96500* -0,041

Apsie)= 2,576,1 *In(0,38)+ - 3.956

Apik+(i e)=-12.362 Joules/mol (signo negativo implica que es un proceso TDN favorable)

CI': CI' out (final)= 145,72 mM
CI" in (inicial) =35 mM (fisioldgico)
Vm=-41,17 mV

Aucl-(iﬁe) = R*T*ln (CfinaI/Cinicial) + Z*F*Vm

Apci(ie) = 8,31*310*In(145,72/35)+ -1 * 96500* -0,041
Apksiie)= 2,576,1 *In (4,16)+ 3.956

Apciie) = 7.630 Joules/mol
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Na*: Na* out (inicial) = 138,6 mM
Na™ in (final) = 10 mM (fisioldgico)
Vm=-41,17,35 mV

Apci(ie) = R*T*In (Ctinal/Cinicial) + z*F*Vm

Apciiie)= 8,31*310*In(10/138,6)+ 1 * 96500* -0,041

Apks(ie)= 2,576,1 *In (0,072)+ - 3.956

Apiciie) = - 10.728 Joules/mol  (signo negativo implica que es un proceso TDN favorable)

b) KCI75 mM

K*': K" out (final)= 74,095 mM
K" in (inicial) = 150 mM (fisiol6gico)
Vm (en estas nuevas condiones) — = 24,35 mV

Apls(ie) = R*T*In (Cfinal/Cinicial) + z*F*Vm

Apks(ie) = 8,31%310*In(74,095/150)+ 1 * 96500* -0,024

Apsie)= 2,576,1 *In(0,49)+ - 2.316

Apik+(i ) =-4.132 Joules/mol (signo negativo implica que es un proceso TDN favorable)

CI': CI' out (final)= 145,12 mM
CI" in (inicial) =35 mM (fisioldgico)
Vm (en estas nuevas condiones segun Nerst calcuado arriba) = '24,35 mV

Aucl-(iﬁe) = R*T*In (CfinaI/Cinicial) +Z*F*Vm

Apciie)= 8,31*310*In(145,72/35)+ -1 * 96500* -0,024
Apksie)=2,576,1 *In (4,16)+ 2.316

Apciie)= 5.990 Joules/mol

Na*: Na* out (inicial) = 69,64 mM
Na" in (final) = 10 mM (fisioldgico)
Vm (en estas nuevas condiones segun Nerst calcuado arriba) = '24,35 mV

ApNat(ie) = R*T*In (Cﬁnal/Cinicial) + Z*F*Vm

Apnatie) = 8,31*310*In(10/69,64)+ 1 * 96500* -0,024

Apnatie) = 2,576,1 *In (0,14)+ -2.316

Apinat(ie) = -7.315 Joules/mol  (signo negativo implica que es un proceso TDN favorable)
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Entonces:

K+ Cl- Na+
Int Ext Veq MV Ap Int Ext Veq Ap Int Ext Veq Ap
mM mM J/mol mM mM mV J/mol | MM | mM mV | J/mol
HBSS 150 5,74 | -84,84 | -12.362 | 35 |145,72|-37,08 | 7.630 | 10 | 138,6 |68,35|10.728
KCI 75 mM 150 |74,09]| -18,35 | -4.132 35 (145,12 | -36,97 | 5.990 | 10 | 69,64 |50,45| 7.315
Vm HBSS -41,14

Vm KCl 75 mM -24,35

Comentario final:

La despolarizacion inducida por 75 mM de KCl ocurre porque el potencial de equilibrio del K+
se modifica de -84 a -18 mV, sin variacion en el potencial de equilibrio del CI". Por otra parte
el potencial de membrana se eleva de -41 a -24 mV. Aunque las variaciones en los potenciales
aun indican que la tendencia del K+ es moverse desde el interior de la célula hacia el exterior,

estos cambios generan menor salida de K+, lo que implica acumulacion de cargas positivas en
el citosol. Por ultimo, es importante mencionar que la variacion del potencial de equilibrio del
K+ (en una solucion de 75 mM de KCl) se logra modificando el potencial de equilibrio del Na+

con el fin de mantener isotonicidad de la solucion.
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ANEXO 4: Efecto de ryanodina en la contraccion de venas intrapulmonares pequeias
inducida por ATP: analisis sin outlier

Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por ATP

400 —_
300 °
200

100

Contraccion KCI1 50mM (%)

ATP Inicial | ATP+Ryan | ATP Final
n (exps/ratas) 13/5 13/5 13/5
Percentil 25% 100,1 67,05 35,96
Mediana 149,7 106,6 94,77
Percentil 75% 2427 141,6 121,2
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ANEXO 5: Efecto de ryanodina en la contraccion de venas intrapulmonares pequefias
inducida por ATP y ADP. Evaluacion por animal

Efecto de ryanodina en la contraccion de venas
pulmonares pequeiias inducida por ATP:
evaluacion por animal
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evaluacion por animal
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Figura A: Efecto de ryanodina en la
contraccion de venas pulmonares
pequeiias inducida por ATP. Valor inicial
de la contraccion fue normalizado a 100%.
Cada punto representa la mediana de
contraccion por animal estudiado. Se
observa que la incubacién de ryanodina 50
puM  por 30 minutos
contraccion por ATP ImM. La inhbicion se

disminuy6é la

mantuvo posterior al lavado de 10 minutos
en base a datos presentados en figura 9.

Figura B: Efecto de ryanodina en la
contraccion de venas pulmonares
pequeiias inducida por ADP. Valor inicial
de la contraccion fue normalizado a 100%.
Cada punto representa la mediana de
contracciéon por estudiado. Se
observa que la incubacién de ryanodina 50
puM  por 30 minutos disminuyd la
contraccion por ADP 1mM. La inhbicion se

animal

mantuvo posterior al lavado de 10 minutos
en base a datos presentados en figura 12.
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