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1. Intoduccion

1. EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular estd formado por el corazon, los vasos
sanguineos (arterias y venas) y, las células y el plasma de la sangre. Su funcién
primaria es transportar sustancias (nutrientes, agua, gases, desechos) hacia y
desde todas las partes del cuerpo.

El corazon es un érgano muscular, del tamafo aproximado a un pufio,
que se ubica en el centro de la cavidad tor4cica. Estd dividido por una pared
central o tabique (septum) en dos mitades: izquierda y derecha. Cada mitad
funciona como una bomba independiente formada por una auricula y un
ventriculo. La auricula recibe la sangre que regresa al corazon desde los vasos
sanguineos y el ventriculo bombea sangre hacia los vasos sanguineos. El lado
derecho del corazén recibe sangre desde los tejidos y la envia desde el
ventriculo hacia los pulmones para su oxigenacion, de donde retorna a la
auricula izquierda, denominandose a este proceso circulacion pulmonar. El lado
izquierdo del corazoén, recibe sangre recién oxigenada desde los pulmones y la
bombea hacia los tejidos de todo el organismo, regresando al lado derecho del
corazén y constituyendo la denominada circulacion sistémica (Silverthorn-
Andrew, C. 2009). Cabe destacar asimismo la conocida circulacién coronaria,
que, aungque menos citada que la circulacion pulmonar y sistémica, es de gran
importancia fisiopatoldgica.

La circulacion coronaria satisface los requerimientos energéticos del
musculo cardiaco y esta constituida por un conjunto de vasos sanguineos, entre
los que destacan las venas cardiacas y dos ramas de la aorta, llamadas arteria
coronaria derecha y arteria coronaria izquierda, ésta ultima dividida a su vez en
dos ramas principales: arteria coronaria descendente anterior y arteria
circunfleja. La arteria descendente anterior desciende por el surco
interventricular anterior, suele rodear la punta cardiaca y asciende por la cara
posterior en un corto trecho. La rama circunfleja recorre el surco AV izquierdo y
dobla hacia la izquierda y atras. La arteria coronaria derecha, tras discurrir
entre la arteria pulmonar y la auricula derecha, pasa por el surco AV derecho
hacia atras y suele descender, como rama interventricular posterior, por el
surco interventricular homénimo. Microscopicamente existen gran numero de
anastomosis entre las diversas ramas coronarias. En casos de obstrucciones
éstas pueden hacerse muy evidentes en la angiografia como circulacion
colateral, capaces de funcionar de manera eficaz como mecanismo de reserva.



1. Intoduccion

El corazon estd compuesto principalmente por musculo cardiaco o
miocardio, cubierto por capas (externa e interna) delgadas de epitelio y tejido
conectivo. Posee células musculares estriadas tipicas, con fibras contractiles
organizadas en sarcomeros, y células autorritmicas, denominadas marcapasos
porque regulan el ritmo del latido cardiaco, son mas pequefias que las
contréactiles y con pocas fibras y células contréctiles.

1.1 ESTRUCTURA DE LA PARED VASCULAR

Las paredes de los vasos sanguineos estan compuestas por tres capas
(Figura 1): la tdnica intima (capa mas interna), la tunica media (capa
intermedia) y la tunica externa o adventicia (capa mas superficial).

- La tunica intima es una lamina formada por una monocapa de
células endoteliales que se apoyan sobre la lamina basal, constituida
principalmente por tejido conectivo. Estas células endoteliales delimitan el
lumen del vaso, y se encuentran estrechamente unidas unas con otras
restringiendo la difusion de moléculas de gran tamafio a través del endotelio.
Asi, la capa endotelial constituye una membrana semipermeable que retiene el
plasma, y los componentes celulares de la sangre en la circulacion, mientras
gue permite el paso de nutrientes entre la sangre y los tejidos. Las estructuras
que controlan esta barrera de permeabilidad activa son el glicocalix y las
uniones intercelulares. Estas estructuras son permeables a solutos de pequefio
tamafio como la glucosa, la adrenalina y diversas drogas, pero impiden la
difusién de solutos grandes como las proteinas del plasma. El endotelio a su vez
secreta agentes vasoactivos como el oOxido nitrico (NO), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), o la prostaciclina (PGl,), que
actuan sobre las células sanguineas y/o las células del musculo liso adyacentes
regulando el flujo sanguineo local, la angiogénesis y la hemostasis (Levick, J.R.
2003). La tunica intima es relativamente mas gruesa en arterias grandes, y
puede contener algunas células de musculo liso en venas y arterias de gran o
medio calibre.

- La tdnica media suministra la fuerza mecanica para la
contraccion, y esta formada por células de musculo liso dispuestas
helicoidalmente embebidas en una matriz de fibras de colageno, elastina y
proteoglicanos. Existen dos capas de fibras de elastina, la l&dmina elastica
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1. Intoduccion

externa y la lamina elastica interna, las cuales delimitan la tunica media. La
estructura molecular de la elastina permite a las arterias expandirse durante la
sistole y encogerse durante la diastole, amortiguando los cambios en el flujo
sanguineo debidos al comportamiento de la bomba cardiaca. Esta propiedad es
fundamental en el caso de las arterias elasticas como la aorta, en las que las
células musculares de la tunica media estdn organizadas en multiples capas
conceéntricas separadas por distintas laminas de elastina. El grosor relativo de la
tunica media aumenta gradualmente desde la arteria aorta hasta las arteriolas,
que poseen una estructura predominantemente muscular.

- La tunica externa o adventicia es una vaina de tejido conectivo
sin distincion con el borde exterior. Contiene fibras de colageno que sirven de
soporte de fibroblastos y nervios. Su funcién consiste en mantener unido el
vaso al tejido circundante. El colageno esta presente en las tres capas de la
pared vascular y actia como armazén de anclaje de las células musculares. A
medida que la presion intraluminal aumenta, el entramado de fibras de
colageno se va haciendo mas rigido, limitando la distensibilidad vascular. Este
fenbmeno es particularmente importante en venas, donde la abundancia de
esta proteina es mucho mayor. La adventicia de arterias y de venas grandes
contiene pequefos vasos denominados vasa vasorum (“vasos de vasos”) que
abastecen de oxigeno y nutrientes a la tunica media (Aaronson, P.l. y Ward,
J.P.T. 2004).

11



1. Intoduccion

Walvulas
TUMICA INTIMA
Endotelio
Ldmina elastica interna

TUMICA MEDIA

Figura 1: Estructura de la pared vascular.

Aunque las arterias y las venas comparten la misma estructura basica de
la pared vascular, las diferentes capas estdn mucho menos definidas en el
sistema venoso. Las venas, comparadas con las arterias, tienen una tdnica
media mas delgada con un menor nimero de células de musculo liso, que a su
vez tienden a presentar una orientacion mas desordenada.

Los vasos sanguineos, ademdas de transportar la sangre, tienen
propiedades funcionales especificas que permiten controlar el funcionamiento
global del aparato circulatorio. Desde este punto de vista, las arterias se
clasifican en dos categorias principales: arterias elasticas y arterias musculares.

Las arterias elasticas como la arteria aorta o la iliaca poseen una
pared vascular muy distensible debido a que su tinica media es rica en elastina.
La elastina proporciona a estas arterias la capacidad de expandirse hasta un
10% durante cada latido del corazén, y por tanto, permite dar cabida a toda la
sangre propulsada. La retraccion de los vasos elasticos durante la diastole,
convierte el flujo intermitente de la aorta ascendente en un flujo continuo a
traves de arterias mas distales.

12



1. Intoduccion

Las arterias musculares son las de pequefio a medio calibre, como las
arterias cerebrales, mesentéricas 0 coronarias. La tunica media de estas
arterias es relativamente mas gruesa y contiene mas células de musculo liso en
comparacion con las arterias elésticas. La presién sanguinea media varia muy
poco a lo largo de las arterias elasticas y conductoras debido a que su lumen
ofrece poca resistencia al flujo sanguineo. Los mayores cambios en presion se
producen en arterias pequefias, ya que su resistencia al flujo es mucho mayor,
y en alusion a este hecho, estas arterias terminales y arteriolas se denominan
arterias de resistencia. Estas arterias pueden incrementar o reducir el flujo
sanguineo en funcion de la demanda local. Asi, cuando un vaso de resistencia
se dilata, la resistencia baja y el flujo local aumenta; por el contrario, la
vasoconstriccion de estas arterias aumenta la resistencia local y disminuye el
flujo sanguineo en el tejido (Levick, J.R. 2003).

1.2 ESTRUCTURA DEL MIOCITO VASCULAR

La tanica media arterial estd formada fundamentalmente por células de
musculo liso o miocitos vasculares (VSMCs, del inglés vascular smooth
muscle cells). Son células pequefias (5 x 50 um), con forma de huso que se
disponen normalmente en pequefios angulos helicoidales en las paredes de los
vasos sanguineos. En algunos vasos, no en todos, estas células musculares
contiguas presentan uniones gap similares a las del miocardio, donde se
localizan una serie de canales que atraviesan la membrana plasmatica,
denominados conexones, los cuales comunican eléctricamente a las células y
facilitan el flujo de iones de unas a otras. Esto permite la propagacion de la
despolarizacion de una célula a las adyacentes (Levick, J.R. 2003).

Como en otras células musculares, el movimiento de distension y
contraccion del musculo liso se produce como resultado de la interaccion
cruzada entre filamentos contractiles gruesos de miosina y filamentos delgados
de actina. En este caso no estan dispuestos de manera regular formando los
denominados sarcoOmeros, visibles al microscopio como las estrias
caracteristicas de las células del musculo esquelético y cardiaco.

Los filamentos de actina en el masculo liso son mucho mas largos que en
el musculo estriado. Algunos de estos filamentos de actina se anclan a cuerpos
densos dentro del citoplasma, y a bandas densas en la cara interna de la
membrana plasmatica. Las bandas y los cuerpos densos se encuentran unidos

13



1. Intoduccion

mediante haces de filamentos intermedios, compuestos principalmente por
proteinas del citoesqueleto como la desmina y la vimentina. Los filamentos de
miosina se encuentran entremezclados a los de actina de una forma mas al azar,
dispuestos oblicua e incluso transversalmente a los ejes, no siguiendo el patrén
tan regular del musculo estriado donde dichos filamentos estan alineados a lo
largo de los ejes.

Al igual que en el muasculo estriado, el mecanismo que controla la
interaccion entre los filamentos de actina y miosina es el ciclo de los puentes
cruzados, provocando acercamiento de los cuerpos densos, lo que genera
acortamiento y engrosamiento del citoesqueleto y por lo tanto de la célula. Las
bandas densas estan unidas a la matriz extracelular mediante integrinas,
permitiendo la distribucién de la fuerza contrdctil a través de toda la pared
vascular (Gunst, S.J. y Zhang, W. 2008). Como se vera en detalle mas adelante,
el Ca*" intracelular juega un papel determinante en la contraccion de las células
de musculo liso vascular.

Membrana

Filamentos Cuerpos

Plasmética de Miosina Densos Filamer_wtos
de Actina

Figura 2: Estructura de las células de musculo liso. Se representa la relaciéon existente entre los
cuerpos densos, los filamentos de actina y los de miosina (Imagen tomada de Tratado de Fisiologia Médica,
102 Ed.)

1.3 MODELOS DE ESTUDIO
El estudio de las diferentes caracteristicas y enfermedades del sistema

cardiovascular es posible gracias a la utilizacion de diversos modelos de estudio,
tanto /n vitro como in vivo.

14



1. Intoduccion

Uno de los modelos de células de musculo liso vascular mas utilizados es
la linea celular A10, obtenida a partir de aorta toracica de rata BDIX
embrionaria de 14-17 dias. Se designé como linea celular de musculo liso
vascular por su origen anatdémico, sus propiedades electrofisiolégicas, sus
caracteristicas ultraestructurales, la presencia de mioquinasa y fosfoquinasa
creatina muscular, junto con el resultado negativo obtenido en las tinciones
para proteinas como la citoqueratina y otras proteinas especificas de neuronas.
No obstante, ciertos marcadores que se utilizan para caracterizar a las células
de mdasculo liso vascular (VSMCs), no se habian aplicado a esta linea celular,
por lo que en 1997 Rohini S. Pao y colaboradores, quisieron ir mas alla y
aplicarlos a estas células, para asi hacer una mejor caracterizacion y asegurar
de esta forma la calidad de la linea celular A10 como modelo de células de
musculo liso vascular. Tras diversos analisis, comprobaron que las células A10
presentan un fenotipo de musculo liso vascular, ya que expresan a-actina de
musculo liso, calponina de musculo liso y aSM22. Deben considerarse células no
diferenciadas debido a la ausencia de la cadena pesada de la miosina de
musculo liso. A su vez, las células A10 se consideran células diferentes a las
postnatales P-SMC. Por todo ello, las células A10 se consideran un buen modelo
de células de musculo liso vascular y de formacion de neointima (Rao, R.S. et al.
1997).

Otros modelos celulares utilizados son los cultivos primarios de células de
mausculo liso vascular, aisladas a partir de arterias de diferentes territorios
vasculares de animales adultos (normalmente ratas y ratones), por disociacion
enzimatica (Golovina, V.A. y Blaustein, M.P. 2006) o bien a partir de explantes
de arterias de animales o de pacientes humanos intervenidos quirirgicamente
(Miguel-Velado, E. et al. 2005).

Respecto a los modelos /17 vivo, se llevan utilizando desde hace muchos
aflos modelos animales para el estudio de enfermedades cardiovasculares,
contribuyendo sustancialmente al progreso en el conocimiento de su patogenia.
Dentro de estos modelos animales se incluyen a roedores como ratas y ratones,
conejos, gatos, perros, cerdos e incluso primates como los chimpancés. Una
ventaja de ciertos mamiferos pequefios, consiste en que presentan varios tipos
de modelos de alteraciones cardiovasculares, que bien ocurren por mutaciones
genéticas espontdneas o pueden ser inducidas mediante modificaciones
especificas del genoma o bien modificaciones de la dieta. No obstante, los
modelos animales también poseen sus limitaciones, destacando entre ellas las

15



1. Intoduccion

diferencias existentes entre la enfermedad humana y la inducida
experimentalmente, tanto en los mecanismos de regulacion genética, como en
los factores que determinan la funcion cardiaca y vascular. Ademads, existen
diferencias estructurales entre el sistema cardiovascular de los diferentes
animales y el humano (Chorro, F.J. et al. 2009).

2. HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR

En condiciones normales, la [Ca®*] libre en el citosol estad altamente
regulada por la célula. Mientras en el exterior celular la [Ca®'] es
aproximadamente de 1-2 mM, en el citosol es unas 10.000 veces menor (50 a
100 nM). Existen concentraciones similares a las del medio extracelular en los
distintos depé6sitos intracelulares de Ca?", fundamentalmente el reticulo
endoplasmico (RE). Por ello, el mantenimiento de estos gradientes conlleva un
enorme gasto energético para la célula, que aun asi utiliza este i6n para
multitud de sefalizaciones. No ocurre lo mismo en la mitocondria, considerada
originalmente un depésito intracelular de Ca*", las modernas metodologias han
determinado que la concentracién de Ca** en la matriz mitocondrial es similar a
la del citosol (Montero, M. et al. 2000) y lo mismo ocurriria en el nacleo (Alonso,
M.T. y Garcia-Sancho, J. 2011).

Al enorme gradiente quimico se le une el potencial de membrana,
negativo en el interior celular, que hace que el gradiente electroquimico
favorezca enormemente la entrada de Ca”**. Gracias por un lado a la baja
permeabilidad a Ca** de la membrana plasmatica, que sélo puede entrar a la
célula a través de proteinas de transporte, y por otro lado, a la actividad de una
serie de sistemas de transporte activo que extruyen (bombean) Ca®* del citosol,
las células mantienen en reposo este enorme gradiente. Ello es muy relevante,
porque en la célula existen numerosas proteinas y enzimas cuya actividad esta
regulada directa o indirectamente por Ca®*, de forma que pequefios cambios en
la [Ca’*]qt pueden inducir la activacion de mdltiples procesos celulares
(Berridge, M.J. 1995).

Ademas de los canales de Ca®*, presentes en la membrana plasmatica,
gue permiten la entrada de este ion al interior celular, existen otros sistemas de
transporte, que retiran Ca®* del citosol al exterior, o bien al interior de los
organulos para mantener dichos gradientes de Ca®". En todos los casos,
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excepto en la mitocondria, este transporte hacia los organulos subcelulares es
en contra de gradiente, por lo que se requiere energia en forma de ATP
(bombas) o almacenada en forma de otros gradientes que se disipan al
transportar Ca®" (intercambiadores). La capacidad de las ATPasas para
bombear Ca®*, es una funcién exponencial de la [Ca*"];, de modo que un
aumento en dicha concentracién provoca un incremento de la actividad de las
bombas de Ca®*, que retorna a suestado basal una vez normalizados los niveles
de la [Ca®*].. Las bombas y los intercambiadores son, por tanto, responsables
del control de la homeostasis en reposo, y los canales de Ca*" se encargan del
control dinamico de la homeostasis de dicho ion. De esta manera, las sefiales
intracelulares de Ca*" se generan, mas que por cambios en la actividad de las
bombas, por cambios en la actividad de los canales, tanto aquellos presentes
en la membrana plasméatica como los especificos de endomembranas,
generandose una red reguladora de Ca®* muy estricta, muy especifica y
compleja. En la figura 3 se resumen los elementos mas importantes que
participan en la homeostasis del Ca®* intracelular.

(107M)
NCX
Na*

ADP+P, Ca2+

CaZ*(10-3Mm)

Figura 3: Homeostasis del Ca®* intracelular. En la membrana plasmaética, los canales de Ca**
permiten la entrada de Ca®" del exterior celular (ImM Ca?*) al interior celular (100nM Ca®*) a favor del
enorme gradiente electroquimico. La bomba de Ca®* tipo PMCA y el intercambiador Na*/ Ca?" (NCX)
permiten la salida de Ca?" en contra de gradiente. El Ca®* citosélico puede ser tamponado por proteinas
citosélicas que unen Ca®* y/o captado por el reticulo endoplasmatico, en contra de gradiente a través de
bombas de Ca®* tipo SERCA, donde alcanza una concentracién muy elevada (1mM). El exceso de Ca?"
también puede ser captado por la mitocondria a favor de gradiente electroquimico a través del uniportador
de Ca®* mitocondrial. El Ca®* almacenado en los depdsitos puede ser liberado al citosol o al nicleo a
través de canales de Ca®* de endomembranas activados por IP; (IPsR), a través del receptor de rianodina
(RyR) o por el canal leak. Las mitocondrias no se consideran un depésito de Ca®*, ya que el Ca®* que
entra a éstas, regresa inmediatamente al citosol a través de intercambiadores Na*/ Ca®* o H'/ Ca°®*, o
bien al activarse el poro de transicion de permeabilidad en la membrana mitocondrial interna. (Figura
adaptada de Carafoli, 2002)
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2.1 SISTEMAS DE TRANSPORTE DE CALCIO EN VSMCs

El Ca®* intracelular tiene un papel fundamental en la fisiologia de todas
las células, al conocerse desde hace mucho tiempo su implicacion en
proliferacion, crecimiento celular, expresién génica, muerte celular, exocitosis,
etc. Es especialmente importante en los cardiomiocitos y miocitos vasculares,
ya que ademas de sus funciones como segundo mensajero, tiene una funcién
esencial en el acoplamiento entre la excitacion y la contraccion (Bers, D.M. y
Guo, T. 2005).

Muchos tipos de sefiales pueden estimular la contraccion del musculo
liso, entre ellas, sefiales nerviosas, estimulacion hormonal, la propia distensién
del musculo y otros varios estimulos. Como se ha mencionado anteriormente,
este proceso esta regulado por el ciclo de los puentes cruzados, y en un primer
momento es controlado por los niveles de Ca** intracelular libre, los cuales
varfan de 107 M en el musculo relajado a 10° M durante una contraccién
maxima.

Los diferentes pasos que llevan a la interaccion de los filamentos
contractiles por el consiguiente aumento en la concentracién de Ca®* citosélica
([Ca*"1.i), son diferentes en el musculo liso con respecto al masculo estriado:

- En primer lugar el Ca®* forma un complejo con la proteina de
unién a Ca** llamada Calmodulina (CaM).

- El complejo Ca** - CaM activa un enzima que fosforila a la miosina
llamada MLCK (myosine light chain kinase).

- A continuacion la miosina fosforilada adquiere afinidad por la
actina, con lo que se inicia el ciclo de los puentes cruzados.

- La energia para que este proceso se lleve a cabo se obtiene de la

hidrolisis del ATP, permitiéendose el acortamiento del musculo y el
desarrollo de la tension.
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Figura 4: Esquema representativo de los principales componentes implicados en el
ciclo de los puentes cruzados.

Una caracteristica unica del musculo liso consiste en que una vez se
consigue el desarrollo de la tensidon, ésta puede mantenerse a un coste
energético muy bajo, mediante la regulacion de la velocidad del ciclo de los
puentes cruzados, regulando el equilibrio entre la fosforilacién y desfosforilacién
de la miosina por mecanismos dependientes de los niveles de Ca*" intracelular
(Mohrman, D.E. y Heller, L.J. 2006).

Asi, a niveles elevados de Ca*" citosélico, la MLCK esta completamente
activada y el enzima que desfosforila la miosina (MLCP, myosin light chain
phosphatase), esta inactivo, con lo que todos los puentes cruzados estan
fosforilados y la velocidad de contraccidon es maxima. Por el contrario, a niveles
basales de Ca®" citosélico, en el musculo relajado, la MLCP esta activa y la
MLCK inactiva, los puentes cruzados desfosforilados y la miosina y la actina
separadas. Entre estas dos situaciones extremas, las variaciones en los niveles
de Ca®* citosélico determinan niveles intermedios de activacién de estos dos
enzimas, lo que conlleva velocidades de contraccion intermedias, proporcionales
al porcentaje de cabezas de miosina fosforiladas. No obstante, esta regulacion
covalente, supone aparentemente un coste de ATP inconsistente con la
extraordinaria economia de mantenimiento de la fuerza en el muasculo liso, por
lo que se ha postulado que ademas de los mecanismos reguladores
dependientes de calcio, existen mecanismos independientes de éste, capaces
de modificar la sensibilidad del calcio en la maquinaria contractil modulando la
actividad de la MLCP (Martinez-Lemus, L.A. et al. 2009).
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2.1.1 HOMEOSTASIS DEL CALCIO CITOSOLICO
2.1.1.1 Canales de Ca** de la membrana plasmatica

Los canales de calcio son proteinas integrales de membrana, ubicuas,
gue forman poros a través de los cuales se produce el flujo selectivo de calcio a
favor de gradiente electroquimico.

Se pueden clasificar en funcion de su localizacion subcelular o segun su
mecanismo de activacion (del inglés “gating”), agrupandose segun este ultimo
en 2 familias:

- canales de Ca®* operados por voltaje (VOCs), dominantes
en células excitables.

- canales de Ca®* no operados por voltaje pero regulados por
receptor (ROCs), segundos mensajeros (SMOCs) o depésitos (stores,
SOCs) en general predominantes en células no excitables aunque
también presentes en las células excitables.

A continuacion se hace una breve descripcion de todos ellos:
a) Canales de Ca®** dependientes de voltaje (VOCSs):

Estos canales se abren bruscamente en respuesta a una despolarizacion
suficiente de la membrana plasmaética, permitiendo la entrada de Ca®* desde el
espacio extracelular al citosol. Esta entrada suele ser muy rapida debido al
enorme gradiente electroquimico para este i6n. La repolarizacion de la
membrana produce el cierre de estos canales. Ademas, todos los VOCs
presentan una inactivacion dependiente del tiempo. Todos los tipos de VOCs
son muy selectivos para el Ca®* respecto al Na* o al K*, e insensibles a los
bloqueantes tradicionales de canales de Na*, como la tetrodotoxina o la
saxitoxina. Desde un punto de vista funcional, basandose en el rango de voltaje
aplicado para lograr su apertura, existen dos grandes tipos de VOCs: los
canales de bajo umbral de activacién, también denominados tipo T (transitorios)
y los de alto umbral de activacion, donde existen varios subtipos: canales L (por
su larga duracién), N (por su origen neuronal), P (llamados asi por su
descripcion original en células de Purkinje), Q y R (por su caracter residual). La
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diversidad estructural de los canales de alto umbral parece estar relacionada
con una especializacion funcional, aunque las caracteristicas biofisicas de todos
ellos son muy parecidas (Catterall, W.A. 2000). En células de musculo liso
vascular tienen especial importancia los canales tipo T y tipo L, variando su
expresion en respuesta a eventos biolégicos, principalmente diferenciacion
celular y proliferacion.

Los canales tipo T se activan por pequefias despolarizaciones desde
potenciales muy negativos y se inactivan rapidamente de un modo dependiente
de voltaje. Estos canales son insensibles a dihidropiridinas (DHP), a los
antagonistas de Ca®" orgénicos y a la mayoria de los inorganicos. En miocitos
vasculares los canales tipo T se expresan en células proliferantes, al parecer
con un papel potenciador de la proliferacion de dichas células (House, S.J. et al.
2008), pues la densidad de corriente de Ca®* a través de estos canales se
aprecia un poco en la fase G1 del ciclo celular y es méaxima es fase S, fase
previa a la division celular (Sunagawa, M. 2010).

Los canales tipo L se activan por despolarizaciones mas intensas de la
membrana plasmatica y son quizas los mejor caracterizados. La inactivacion es
mucho mas lenta que la de los canales de bajo umbral, con una constante de
tiempo de un segundo. La concentracién de Ca®* intracelular desempefia un
papel fundamental en el proceso de inactivacion de canales de calcio tipo L y en
general de todos los canales de alto umbral. Los canales tipo L se bloquean
selectivamente con algunas dihidropiridinas y otros antagonistas organicos
como el verapamil y el diltiazen, pero no son sensibles ni a las conotoxinas ni a
las agatoxinas. Los canales de calcio tipo L estan altamente expresados en
células de musculo liso vascular diferenciadas contractiles. Este tipo de canales
son de gran importancia en los miocitos vasculares, ya que la despolarizacién
de la membrana plasmatica aumenta la probabilidad de apertura de dichos
canales, aumentando asi la [Ca*"].: que esta implicado, entre otros, en el
importante fendmeno de la contraccion. Se ha visto ademas, que la funcion de
este tipo de canales tipo L esta alterada en condiciones fisiopatologicas como la
aterosclerosis (Sunagawa, M. 2010).
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b) Canales de Ca** operados por receptor (ROCs):

Canales de la membrana plasmatica cuya apertura resulta de la union de
un agonista al receptor, independientemente del cambio en el potencial de
membrana. En musculo liso vascular (aorta, arteria de oreja, vena porta) se
han descrito varios canales ROCs con elevada permeabilidad al Ca®*, activados
por numerosos agonistas, entre los que destacan acetilcolina, angiotensina II,
endotelina-1, serotonina y vasopresina. El clasico canal P2X cuyo ligando es el
ATP se observo inicialmente en arteria de oreja de conejo (Benham, C.D. y
Tsien, R.W. 1987) (Suzuki, H. 1985), observandose su expresion con el paso de
los afios en diferentes lechos vasculares de distintas especies, incluso en vena
safena humana (Loirand, G. y Pacaud, P. 1995). El receptor de la mayoria de
canales ROCs en musculo liso posee 7 dominios transmembrana acoplados a la
proteina G, cuyo principal papel es la ruta de transduccidon entre la activacion
del receptor y la apertura del canal catiénico no selectivo.

c) Canales de Ca®" activados por segundos mensajeros (SMOCs):

La actividad de los llamados SMOCs estd modulada por determinadas
moléculas que acttan como segundos mensajeros en el interior celular, siendo
las mas comunes los derivados de inositolfosfato, distintos nucleétidos ciclicos,
0 mensajeros derivados de lipidos como el diacilglicerol, el acido araquidonico y
sus metabolitos (Parekh, A.B. y Putney, J.W., Jr. 2005).

d) Canales de Ca** operados por depdsito (SOCs):

Los SOCs son canales de Ca*" que forman una via de entrada de Ca®* a
través de la membrana plasméatica, activada tras el vaciamiento de los
depositos intracelulares de Ca®?". Este mecanismo denominado entrada
capacitativa de Ca®* o entrada de Ca** operada por depésitos (ECC o SOCE),
es un mecanismo ubicuo de entrada de Ca®* especialmente relevante en las
células no excitables, aunque también esta presente en células excitables. Esta
ruta de entrada de Ca?" regula muchas funciones celulares, entre ellas la
proliferacion celular. Ademas, guarda una importante relaciéon funcional con
organulos subcelulares, que participan en la homeostasis del Ca?* intracelular,
como son el RE y la mitocondria. Su busqueda, iniciada hace mas de 20 afos,
condujo al descubrimiento de una nueva superfamilia de canales ionicos, los
TRP (del inglés “transient receptor potencial”), algunos de los cuales son
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considerados SOCs. Ademas, recientemente se han descubierto dos nuevas
proteinas (Stim y Orai) que podrian explicar a nivel molecular, la entrada
capacitativa de Ca”*", por lo que mas adelante se dedica un apartado que
describe en detalle este mecanismo de gran novedad cientifica e importancia
fisioldgica.

2.1.1.2 Sistemas de extrusion del calcio citosolico

Durante el proceso de estimulacion celular los mecanismos responsables
de la entrada de Ca®' al citosol y, consecuentemente, de la elevacion de la
[Ca®*]eit, son los canales de Ca?* de la membrana plasmatica. Sin embargo, una
elevacion mantenida de los niveles de la [Ca®"].: tiene efectos negativos que
pueden conducir a la muerte celular. Asi, para evitar la continua activacion
celular, mantener los niveles basales de la [Ca®*]st y preparar las células para
posteriores estimulos existen diversos sistemas de extrusién del Ca** del
interior celular. Entre estos destacan:

a) PMCA: Bombas de Ca*" de la membrana plasmaética presentes en
todas las células eucariotas. Su nombre deriva del inglés “plasma membrane
Ca** ATPase”. Su afinidad por el Ca** es muy alta (Kso=0,1 puM), transportando
dicho i6n desde el citosol al medio extracelular en contra del gradiente
electroquimico. Pertenecen al grupo de las ATPasas de tipo P, ya que originan
un intermedio fosforilado en su ciclo de funcionamiento. Transportan un ion de
Ca*" por cada molécula de ATP que hidrolizan, y requieren la presencia en el
lado citosolico de Mg®*. Este catibn no se transporta, y si estad elevada su
concentracion resulta inhibitorio para la PMCA, al competir con el Ca** por el
sitio de transporte.

b)  NCX: Intercambiador de Na*/Ca** situado en la membrana
plasmatica. Es un transportador electrogénico, de baja afinidad y alta capacidad,
que en condiciones normales intercambia un i6n de Ca®* citosélico por 3 iones
de Na® extracelular. Normalmente la energia para este flujo proviene del
gradiente electroquimico para el Na*, que lo impulsa vigorosamente hacia el
interior de la célula. No obstante, el sistema es reversible, y la direccion de los
flujos puede variar dependiendo de la magnitud y polaridad del potencial de
membrana y de los gradientes idnicos. En condiciones de reposo, el flujo neto
de Ca®* es practicamente nulo.
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c) Proteinas que unen Calcio: Proteinas localizadas en el interior
celular que participan en la homeostasis del Ca** intracelular al actuar como
tampones de Ca®*. Una de las mas conocidas es la calmodulina (Clapham, D.E.
2007).

2.2 HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN EL RETICULO ENDOPLASMATICO

Los dep6sitos intracelulares de Ca** no son un almacén pasivo de Ca*",
participan directamente en los cambios de la [Ca**]. que suceden durante la
activacion celular. Incluso en condiciones de reposo, existe un equilibrio
dinamico entre el continuo rellenado por bombeo, y la fuga permanente a
través de los canales de los depésitos intracelulares de Ca**. Entre todos ellos
podriamos enunciar el aparato de Golgi, la envoltura nuclear, ciertas vesiculas
en células especializadas y sin duda el mas conocido por su implicacion en la
sefializacion del Ca’*, el RE, cuya concentracién de Ca?" en condiciones
normales es similar a la presente en el liquido extracelular (Montero, M. et al.
2000). El ndcleo y las mitocondrias también almacenan Ca®* pero sélo de un
modo transitorio, ya que en condiciones basales presentan una concentracion
de Ca** libre similar a la del citosol (Montero, M. et al. 2000; Chamero, P. et al.
2002).

2.2.1 CANALES DE CALCIO EN EL RETICULO ENDOPLASMATICO

Los principales canales de Ca®" del RE pertenecen a dos familias
diferentes desde el punto de vista molecular en funcion de su sensibilidad a un
segundo mensajero fisioldgico, el inosito trifosfato (IP3), y a un alcaloide de
origen vegetal, la rianodina (Ry). Ambas familias estan altamente conservadas,
presentan homologia parcial de secuencia y organizacion estructural, asi como
cierta similitud fisiol6gica, lo que implica que podrian derivar de una proteina
ancestral comun (Berridge, M.J. 1993). A su vez, ambos tipos de canales
pueden coexistir en una misma célula.

a) Canal de calcio del receptor de IP3: Los receptores de IP3 son
tetrameros, compuestos por grandes subunidades que rodean un poro catiénico
poco selectivo. Cada subunidad con un Unico sitio de union para el IP; posee un
dominio transmembrana situado cerca del extremo carboxilo-terminal, que
atraviesa 6 veces la membrana, y participa en la formacion del poro (Taylor,
C.W. y Moneer, Z. 2004). En el dominio citosoélico se encuentra el sitio de unién
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al IP; y a la calmodulina junto al extremo amino-terminal de la proteina. Entre
el sitio de unién al IP3 y los dominios transmembrana existe una region
(dominio modulador) con numerosos sitios de unién a otras sefiales (Ca?", ATP
y sitios de fosforilacion entre otros) que modulan el comportamiento del IP3R.
Por lo que el IP3R posee 3 dominios funcionales basicos: el de unién al 1P, el
modulador y el poro. La sensibilidad de los IP3Rs por el IP3 varia segun el tipo
de receptor, siendo el IP3R2 el de mayor afinidad, y con menor afinidad los
receptores 1 y 3. El efecto del Ca*" citosélico sobre los IPsRs también depende
del subtipo del receptor y de la mediacion de la CaM (Taylor, C.W. y Laude, A.J.
2002; Hattori, M. et al. 2004).

b) Canal de calcio del receptor de rianodina: Los receptores de
rianodina presentan estructuralmente gran homologia con los receptores de IP3,
sobre todo en la zona de anclaje a la membrana del RE y al igual que ellos son
tetrdmeros (Taylor, C.W. y Moneer, Z. 2004). Los principales sitios de union son
a Ca’", CaM y ATP, localizados aproximadamente entre el extremo amino-
terminal y la zona de insercion en la membrana, situada en el extremo carboxilo
terminal. En tejidos de mamiferos se han encontrado tres isoformas distintas:
RyR1, RyR2 y RyR3, co-expresandose con una o més isoformas de IP3Rs. La
isoforma RyR1 se expresa fundamentalmente en musculo esquelético y la RyR2
en miocardio, no estando claro el papel de estos receptores de rianodina en
células no musculares.

2.2.2 SISTEMAS DE EXTRUSION DEL CALCIO EN EL RETICULO
ENDOPLASMICO

a) SERCA: La bomba de Ca** tipo SERCA (del inglés “sarcoplasmic
and endoplasmic reticulum calcium ATPase™) es un sistema de transporte activo
primario situado en el RE que bombea Ca?* desde el citosol hacia el interior del
RE con muy alta afinidad (Ksp=0,1 uM). Esta bomba puede modificar su tasa de
transporte en respuesta a pequefias elevaciones de la [Ca®"]st Yy ajustar los
valores basales en reposo. Es muy similar a la bomba PMCA, siendo una ATPasa
de Ca®* tipo P presente en todas las células eucariotas. Existen una serie de
inhibidores selectivos de las SERCA:

i. Tapsigargina: origen vegetal, se une con alta afinidad e
inhibe irreversiblemente a todas las SERCA.
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ii. TBH (2,5-di-(ter-butil)-1,4-benzohidroquinona: menor
afinidad que la tapsigargina y con efecto reversible.

iii. CPA (acido ciclopiazénico): metabolito producido por
Aspergillus y Penicillium, selectivo, pero de menor afinidad que la
tapsigargina y con efecto reversible.

Existen distintas isoformas de las SERCA que se expresan en diferentes
tejidos:

0 SERCA1l: se expresa exclusivamente en el musculo
esquelético de contraccion rapida.

0 SERCA2: se expresa en musculo esquelético de contraccion
lenta y musculo cardiaco. Existen 2 isoformas dentro de este subtipo:
la SERCA2a y la SERCA2b. La expresion de la SERCA2a disminuye en
las células de musculo liso vascular al pasar de fenotipo contractil a
fenotipo proliferativo.

0 SERCA3: se expresa en tejidos no musculares.

b) SPCAs: Bombas de Ca?* conocidas como Ca®*/ATPasas de las via
secretora. Se relacionan con las SERCA pero con funciones y propiedades
distintas. Las SPCAs pueden ser responsables de la acumulacién de Ca** en los
compartimentos del sistema de Golgi (Mitchell, P. y Moyle, J. 1967; Rizzuto, R.
2001), que son cruciales para la regulacién de la secrecion y de los contactos
celulares.

3. ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca*" (ECC)

El término entrada capacitativa de calcio o entrada de calcio operada por
depdsitos (ECC o SOCE) fue definido a mediados de los afios 80, cuando James
W. Putney Jr.(Putney, J.W., Jr. 1986) propuso que la entrada de Ca*' a las
células se activaba precisamente por el vaciamiento de los depositos
intracelulares de éste. Dicho mecanismo de accidn se considera la via de
entrada de Ca** mas importante en las células no excitables, aunque también
se describio en las células excitables (Villalobos, C. y Garcia-Sancho, J. 1995).

Originalmente, Putney propuso que el vaciamiento de los depdsitos
inducia la entrada de Ca®* directamente desde el medio extracelular a los
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depdsitos y, de éstos, al citosol (Putney, J.W., Jr. 1986). Dos descubrimientos
acontecidos por esa época, que indicaban que los depdsitos se rellenaban
desde el citosol y no desde el medio extracelular, hicieron que Putney revisara
su hipotesis (Putney, J.W., Jr. 1990). El primero de estos eventos fue el
desarrollo de nuevas sondas fluorescentes, para medir de un modo indirecto las
concentraciones de Ca®* citosélico en células vivas a tiempo real (Grynkiewicz,
G. et al. 1985). El segundo, la identificacion de la tapsigargina, un inhibidor
especifico de las bombas de Ca’** tipo SERCA del RE. Este inhibidor vacia
irreversiblemente los depositos intracelulares, activando de esta forma una via
de entrada de Ca®* (Takemura, H. et al. 1989).

Estas evidencias experimentales indicaban que el rellenado de los
depdsitos ocurria desde el citosol, lo que debia de existir una sefial retrégrada
entre el nivel de llenado de los depdsitos y los canales de la membrana
plasmética. Ello requeria en primer lugar, la existencia de un sensor de Ca**
capaz de sentir el contenido de Ca** en los depdsitos intracelulares. En segundo
lugar, una sefial de activacién de los canales de Ca®’* de la membrana
plasmatica. Segun esto, para dar explicacion al mecanismo se propusieron tres
modelos (Parekh, A.B. y Putney, J.W., Jr. 2005):

. Modelo del mensajero difusible: El vaciamiento de los
depdsitos generaria un factor soluble llamado CIF (del inglés: Calcium Influx
Factor) capaz de abrir canales de Ca?" en la membrana plasmatica. Este
mensajero podria almacenarse en el RE liberandose hacia el citosol tras el
vaciamiento de los depésitos de Ca**.

. Modelo de fusidn vesicular: Este modelo proponia que la
activacion de la entrada capacitativa de Ca®*, se debia a la insercién de nuevos
canales de Ca** incorporados en vesiculas intracelulares exocitéticas.

. Modelo del acoplamiento conformacional: Este modelo fue
propuesto por Berridge (Berridge, 1995). Apoyaba la idea de que los receptores
InsP; del RE, llevarian a cabo una interaccion “intima” con los canales de la
membrana plasméatica, de un modo similar a la interaccion de los receptores de
dihidropiridinas y el receptor de rianodina en el musculo esquelético.

Pocos afios mas tarde, Hoth y Penner descubrieron en mastocitos de rata
que el vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca®*, inducfa la aparicién
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de una corriente hasta el momento no conocida, pequeiia y muy selectiva a
Ca**, la cual denominaron Icrac (del inglés Ca®*-release activated current) (Hoth,
M. y Penner, R. 1992). Esta corriente es independiente de voltaje y tiene una
relacion I/V caracteristica. Presenta una gran amplitud a potenciales negativos,
pero se aproxima a 0 a potenciales muy positivos (>+60mV), lo que indica una
gran selectividad para el Ca?*. Se estima que la selectividad de este canal por el
Ca®* respecto al Na* es 1.000:1, similar a los VOCs, pudiendo haber al menos
5.000 canales funcionales por célula. Tiene una conductancia pequefia,
aproximadamente de 24 fS y el rango de amplitud de corriente es de 0,5 a 1,1
pA/pF. Los blogueantes mas potentes de esta corriente son los cationes
trivalentes La>" y Gd**, ademéas del compuesto 2-APB a altas concentraciones.
Icrac NO €s la Unica corriente activada por el vaciamiento de los depositos
intracelulares, pues en los ultimos afios se han descrito nuevas corrientes a las
que se ha llamado Isoc (del inglés store-operated current). Estas corrientes
presentan propiedades electrofisiologicas diferentes a la corriente Icrac, podrian
estar relacionadas con ciertos canales de la superfamilia TRPC y sugieren que la
entrada capacitativa de Ca®" est4 mediada por una familia de canales méas que
por un unico canal.

3.1 StimlyOrail

Ninguno de los tres modelos propuestos para explicar el mecanismo de
activacion de la ECC definia claramente dicho proceso. Sin embargo, en los
altimos afios se han descubierto una serie de proteinas que podrian explicar de
un modo convincente la ECC. Estas proteinas son las siguientes: Stiml, que
actGa como sensor de Ca** en el RE, y Orail, una de las subunidades del canal,
concretamente la unidad formadora del poro del canal.

o Stim1 (del inglés “Stromal Interaction Molecule 1”): Inicialmente
fue llamada Drosophila Stim, por identificarse como un componente muy
importante de los mecanismos de activacién de la ECC en las células S2 de
Drosophila (Roos, J. et al. 2005). Ese mismo afio fue también aislada en células
Hela (Liou, J. et al. 2005). Drosophila solo tiene un gen Stim, pero las células
de mamifero presentan dos isoformas llamadas Stiml1l y Stim2. La funcién de
Stim2 no esta muy clara, pudiendo estar involucrado en el mantenimiento de
las concentraciones de Ca®" o0 actuando como un inhibidor de los canales SOC,
solo en el caso de que se exprese a niveles muy altos. (Soboloff, J. et al. 2006).

28



1. Intoduccion

Stim1 se ha definido como sensor de los niveles de Ca?* en el RE. Contiene un
anico dominio transmembrana, un dominio llamado “coiled-coil” (CC) y una
region rica en prolinas en contacto con el citoplasma, y en el extremo N-
terminal, orientados hacia el RE, un dominio “mano-EF” de unién a Ca**
intraluminal y un motivo-a (SAM).

o Orail fue identificada en un primer momento por Feske y
colaboradores en 2006, al realizar un mapeo genético en linfocitos carentes de
ECC, procedentes de un paciente con sindrome de inmunodeficiencia
combinada severa (Feske, S. et al. 2006). Se defini6 como el canal responsable
de la corriente Icrac. Diversos estudios han demostrado que la inhibicion de la
expresion de Orai y mutaciones puntuales disminuyen la ECC y modifican las
corrientes SOC respectivamente (Yeromin, A.V. et al. 2006) (Gwack, Y. et al.
2007). Orai se expresa en todos los animales multicelulares, desde nematodos
hasta humanos. En vertebrados, existen tres proteinas de la familia Orai (Orail-
3), activados exclusivamente por el vaciamiento de los depdsitos (Feske, S. et
al. 2006). Estas proteinas se localizan en la membrana plasmatica, presentan
cuatro dominios transmembrana y tanto el C-terminal como el N-terminal se
encuentran orientados hacia el citoplasma y son importantes para la interaccion
con la proteina Stim1. Parece ser que los canales Orai son tetrameros formados
por cuatro monémeros Orai. Dos residuos de glutamato, uno en la regién del
poro (E106) y otro en el dominio transmembrana 3 (E190), estan implicados en
la selectividad del canal, mientras que los glutamatos conservados en el
dominio C-terminal estan relacionados con la inactivacion del canal (Prakriya, M.
et al. 2006) (Vig, M. et al. 2006) (Lee, K.P. et al. 2009). Orai2 y Orai3 se
activan por proteinas Stim1l de manera similar a Orail cuando se coexpresan en
células Hek293 (DeHaven, W.I. et al. 2007). Se ha demostrado que Orai3
codifica en células de cancer de mama una corriente Icrac cONn conductancia
similar a la nativa (Motiani, R.K. et al. 2010). El papel de Orai2 en la
participacién de la entrada de Ca®* no esta tan claro.

Estas dos proteinas, Stiml y Orail, participan en la entrada capacitativa
de Ca’* a través de su interaccion directa, mediante un minimo de 100
aminoacidos de la region C-terminal de Stiml y C-N-terminal de Orail. La
expresion ectdpica de estos 100 aa de Stiml se denomina SOAR (Stim Orai
Activating Region) o CAD (CRAC activation Domain), siendo suficiente para
activar los canales Orail e inducir entrada de Ca®* independientemente del
vaciamiento de los depositos (Yuan, J.P. et al. 2009).

29



1. Intoduccion

Cuando se activan los receptores de la membrana plasmatica,
(receptores acoplados a proteinas G o receptores con actividad tirosina quinasa),
activan, a su vez, a la fosfolipasa C generandose IPs. Este se une a su receptor
en el RE provocando la salida de Ca*" de los depositos. El Ca?* en el RE en
reposo esta unido a la proteina Stim1l mediante el dominio mano-EF. Cuando la
concentracién de Ca®* del depésito disminuye, las proteinas Stiml libres de
Ca®* tienden a oligomerizar acumulandose en unas estructuras llamadas
“puncta” en la membrana de los depdsitos, proximas a la membrana plasméatica
donde se encuentran las proteinas Orai. La interaccién de Stiml y Orail activa
a éstas Ultimas, formadoras de los canales selectivos de Ca”*. El rellenado de
los depositos revierte la situacion (Hewavitharana, T. et al. 2007).

L T4
Ca
..

Figura 5: Regulacién de la entrada de Ca?* por Stim1 y Orail. La activacién por un agonista de los
receptores de la membrana plasmatica, acoplados a proteinas G (GPCR) o con actividad tirosina quinasa
(TYR) activan a la fosfolipasa C (PLC), generandose IP; y activando a su receptor IP3R, lo que causa el
vaciamiento de Ca®* del RE. Este Ca2+que estaba unido reversiblemente al motivo mano-EF de Stim-1, se
disocia provocando la redistribucion y oligomerizacion de Stim1 dentro del RE hacia areas cercanas de los
canales Orail de la membrana plasmatica. La interaccién de ambas proteinas activa a los canales de Ca?*,
estimulando la entrada de dicho i6n al interior celular y por consiguiente rellenandose los depdsitos
(Imagen modificada de Fernanda R. C. Giachini et al. 2001)

En estudios con modelos /n vivo de proliferacién y migracion de VSMCs,
se muestra que Stim1 se sobreexpresa en arterias carotidas de ratas lesionadas
tras ser sometidas a dilatacién con balon (Guo, R.W. et al. 2009). Lo mismo
sucede con la proteina Orail, la cual se encuentra sobreexpresada también en
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la media y neointima de arterias carétidas de ratas lesionadas tras dilatacion
con balén (Bisaillon, J.M. et al. 2010).

Por el contrario, el silenciamiento molecular, usando siRNA, tanto de
Stim1 como de Orail disminuye la entrada de Ca**, en vena safena humana (Li,
J. et al. 2008), en aorta humana y de rata (Baryshnikov, S.G. et al. 2009)
(Potier, M. et al. 2009) y en arteria pulmonar de raton (Ng, L.C. et al. 2009).
Esto demuestra, que tanto Stiml como Orail forman parte del mecanismo
molecular responsable de la ECC en mdusculo liso vascular. Sin embargo,
mientras hay un consenso general en que Stim1 es el sensor de Ca*", tanto en
células excitables como en no excitables, respecto a Orail, la cosa no esta tan
clara, pues hay investigadores que cuestionan su capacidad para formar un
canal altamente selectivo para Ca?*, CRAC, en células no excitables, y un canal
cationico no selectivo en células excitables como las de musculo liso vascular
(Gwozdz, T. et al. 2008).

3.2 LA SUPERFAMILIA DE CANALES IONICOS TRP

Otras proteinas identificadas como candidatas para formar los canales
permeables a Ca** durante la ECC son los homélogos mamiferos de los canales
TRP (Transient Receptor Potential Channels) de Drosophila. Se clasificaron en 7
grandes familias en funcion de su homologia de secuencia y similitudes
funcionales: TRPC (canonica), TRPM (melastatina), TRPV (vaniloide), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina), TRPA (ankirina) y TRPN (NOMPC) (Pederser,
2005). Estos canales TRP estan constituidos por 6 segmentos transmembrana
(S1-S6) y extremos N- y C- terminales citoplasmaticos. Se ensamblan formando
homo o heterotetrameros delimitando entre los segmentos S5 y S6 de cada
subunidad el poro del canal (Clapham, D.E. 2003).

Una de las familias estudiadas con especial atencion ha sido la familia de
los TRPC, siendo el primer homologo identificado en mamiferos humanos el
TRPC1, primer miembro de la familia TRP propuesto para formar un canal
ionico. El grupo de los TRPC se puede dividir en subfamilias (TRPC1, TRPC4-5,
TRPC3, 6, 7, y TRPC2), en funcion de la homologia de su secuencia y las
similitudes funcionales (Clapham, D.E. 2003). Esta familia es de gran
importancia en los miocitos vasculares, ya que segun la combinacion de
diferentes proteinas TRPC, se generan diferentes isoformas de SOCs con
distintas caracteristicas fisiologicas en los diversos vasos sanguineos. En un
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principio se pensaba que la combinacion de proteinas TRPC era solo posible
entre miembros de la misma subfamilia, pero hoy en dia se ha demostrado que
existen canales catiénicos funcionales compuestos por subunidades o proteinas
pertenecientes a subfamilias diferentes, como por ejemplo, la combinacion de
TRPC5 y TRPC6, 0 TRPC5 y TRPC7 (Saleh, S.N. et al. 2008).

Se ha observado que en ciertas enfermedades vasculares, o cuando
modelos animales de las mismas son sometidos a cierto dafio, como el sufrido
tras la colocacion de un stent post-angioplastia, hay un aumento significativo de
los canales TRPC, relacionado con el paso de las células a un fenotipo
proliferativo y el consecuente aumento de entrada capacitativa de Ca*" a las
células. Las proteinas mas expresadas en la vasculatura son las isoformas
TRPC1, 4 y 6 (House, S.J. et al. 2008). Existen diferencias en funcién de los
vasos donde se expresen. Asi, en vena de safena humana co-localizan TRPC1 y
TRPC5 (Xu 2006), mientras que en arteria coronaria, los canales estan
formados por heterotetrameros de proteinas TRPC3 y 7 (Peppiatt-Wildman, C.M.
et al. 2007). No obstante, el papel de las proteinas TRPC en la ECC no esta
aceptado por todos los expertos, ya que algunos canales formados por estas
proteinas pueden funcionar fisiolégicamente como canales no operados por
depdsitos, activados por fosfolipasa C, como el canal original de Drosophila.

Sin embargo, una de las evidencias mas concluyentes de la participacion
de TRPC1 en la ECC fue la identificacion del mecanismo por el cual Stim1l activa
este canal. Para que TRPC1l sea funcional, necesita de una interaccion
electrostatica entre dos aspartatos de su C-terminal (D639-d640) y dos lisinas
(K684-K685) de la regidn rica en lisinas de Stiml (Zeng, W. et al. 2008). A su
vez, recientemente se ha demostrado la funcién de Orail en la regulacion de la
actividad del canal TRPC (Liao, Y. et al. 2007; Liao, Y. et al. 2008). Uno de los
ultimos estudios realizados en plaquetas humanas que expresan Stiml, Orail y
TRPCL1, indicaba la mediacion de Orail en la comunicacion entre Stiml y TRPCL,
necesaria para la activacion de este ultimo y la consecuente activaciéon de ECC
(Salido, G.M. et al. 2009).

3.3 CONTROL MITOCONDRIAL DE LA ENTRADA CAPACITATIVA.

La ECC no esté regulada exclusivamente por el RE. La mitocondria juega
un papel importante en la regulacién de las sefiales de Ca®* en general (Rizzuto,
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R. et al. 2000), y también en el control de la ECC en particular (Hoth, M. et al.
1997; Hoth, M. et al. 2000; Parekh, A.B. 2008).

Las mitocondrias son organulos intracelulares moéviles y plasticos de un
diametro comprendido entre 0,5 y 1 um, con forma cilindrica, alargada y rigida,
similares a las bacterias.

Cada mitocondria esta constituida por dos membranas altamente
especializadas y con funciones muy diferentes. Ambas membranas definen dos
compartimentos mitocondriales diferentes: la matriz mitocondrial interna y el
espacio intermembrana, mas estrecho que la anterior. Desde el punto de vista
funcional, el espacio mas importante es la matriz y la membrana mitocondrial
interna que lo delimita. En la matriz mitocondrial se encuentran los enzimas del
ciclo Krebs, necesarios para la sintesis de los equivalentes de reduccidon que
alimentan los sistemas de transporte de electrones de la cadena respiratoria,
localizados en la membrana mitocondrial interna.

La funcion mas importante de las mitocondrias es la sintesis aerobia de
ATP a partir de ADP, por la enzima ATPsnwsa, también localizada en la
membrana mitocondrial interna. Tanto la sintesis de ATP, como la respiracion,
dependen en buena medida de la velocidad de formacion de los equivalentes de
reduccion por los enzimas de Krebs, proceso regulado por la concentraciéon
intramitocondrial de calcio (Rizzuto, R. et al. 2000). Debido a ello, las
mitocondrias poseen una serie de sistemas de transporte de Ca?*, siendo la
principal via de entrada el uniportador de Ca®*, un canal de Ca** activado por
este i6n alostéricamente y localizado en la membrana interna (Kirichok, Y. et al.
2004)(Kirichok et al., 2004). Muy recientemente se han comenzado a
desentrafiar las bases moleculares del uniportador de Ca®** mitocondrial
((Perocchi, F. et al. 2010).

Este proceso se lleva a cabo gracias al enorme potencial mitocondrial
(negativo en el interior de la mitocondria), estimado en torno a -180, y
generado por la salida de H* de la matriz por la cadena respiratoria. A su vez, el
aumento en la [Ca®"] intramitocondrial aumenta los procesos catabélicos
mitocondriales debido a la estimulacion de 3 deshidrogenasas mitocondriales,
por lo que el metabolismo mitocondrial y la homeostasis del Ca®* estan
mutuamente conectados. Ademas, el metabolismo activado por Ca*" mantiene

33



1. Intoduccion

la generacion del potencial mitocondrial, necesario para que el flujo del propio
Ca*" suceda.

Diversos experimentos “in vitro” han mostrado que la afinidad del
uniportador mitocondrial por el Ca*" es relativamente baja (Kd alrededor de
10uM). Como la [Ca?*].; oscila de 100nM a 1 uM de células en reposo a células
activadas respectivamente, se podria pensar que la mitocondria no podria
captar Ca®* con efectividad, no obstante, se acepta que la acumulacién de Ca**
en la matriz mitocondrial comienza cuando la concentracién extramitocondrial
de éste alcanza los 400nM.

Varios estudios llevados a cabo en los laboratorios de Lewis (Hoth, M. et
al. 1997; Hoth, M. et al. 2000) y Parekh (Gilabert, J.A. y Parekh, A.B. 2000;
Gilabert, J.A. et al. 2001) (Glitsch, M.D. et al. 2002) mostraron la necesaria
captacion de calcio por la mitocondria para el correcto funcionamiento de la
ECC en las células Jurkat y RBL-1. La corriente de calcio conocida como lcrac
sOlo se activaba si las mitocondrias se encontraban en estado energetizado o
polarizado. Este requisito de las mitocondrias es debido a su papel como
sumidero de Ca*" porque la inhibicién de la captacién mitocondrial de Ca*" con
protonoforos, como el FCCP, que colapsan el Ay, la fuerza electromotriz
impulsora de la entrada de Ca®* en la mitocondria, promueve la generacion de
altos dominios de la [Ca®*]: que favorecen la inactivacién dependiente de Ca*",
de Icrac € inhiben la ECC (Hoth, M. et al. 1997; Hoth, M. et al. 2000) (Glitsch,
M.D. et al. 2002) (Parekh, A.B. 2003). Del mismo modo durante la liberacién de
Ca®* del RE, la captacién mitocondrial de Ca®" evita la inactivacién de receptor
de IP; lo que permite que el depdsito de Ca** se deplete mas eficazmente y se
produzca una activacion maxima de la ECC. (Gilabert, J.A. y Parekh, A.B. 2000).
De este modo, la ECC esta regulada por la interaccién dinamica entre los flujos
de Ca?* de la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmico y la mitocondria
(Parekh, A.B. 2003).

Por otra parte, las mitocondrias no son estaticas, si N0 que son capaces
de recorrer grandes distancias para situarse en lugares especificos donde poder
modular la ECC. Ese parece ser el caso de la sinapsis inmunoldgica donde las
mitocondrias son esenciales para el mantenimiento de la ECC y la expansién
clonal del linfocito T activado (Quintana, A. et al. 2011).
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La mitocondria por tanto, juega un doble papel en el control de la ECC,
ya que facilita su activacion al favorecer el vaciamiento de los depdésitos, y
ademas, impide la inactivacion al retirar el Ca®** a medida que entra a la célula.
Ademas, la corriente Icrac inactiva rapidamente por Ca®’* de un modo
independiente de mitocondrials. (Parekh, A.B. y Putney, J.W., Jr. 2005). En
resumen, la ECC esta regulada por Ca?* de tres modos diferentes:

- Inactivacion rapida: Producida por la generaciéon de microdominios
elevados de Ca®* en las proximidades de los canales CRAC tras su activacion.
No controlada por las mitocondrias.

- Dos inactivaciones lentas: Reguladas por las mitocondrias
energetizadas.
0 Rellenado de los depdsitos conduce al cierre de los
canales de Ca*".
o Dependiente de la entrada de Ca®* pero
independiente de los depdsitos.

4. FISIOPATOLOGIA VASCULAR

4.1 MODULACION FENOTIPICA O CAMBIO FENOTIPICO

Las células de musculo liso no estan diferenciadas de modo irreversible
en el tejido vascular maduro, pudiendo modular su fenotipo bajo ciertas
condiciones. Esta caracteristica Unica de estas células, fue definida bajo el
término de modulacion fenotipica hace mas de 30 afios por Julie Chamley-
Campbell y colaboradores (Chamley-Campbell, J. et al. 1979).

En un primer momento el cambio o modulacion fenotipica se baso
anicamente en cambios morfoldgicos de las células, pero posteriormente se han
descubierto alteraciones en las propiedades funcionales y estructurales de éstas,
incluyendo cambios en los patrones de expresion génica, en los mecanismos de
sefalizacion y en la contractibilidad.

Las células de mdusculo liso vascular (VSMCs) “diferenciadas” o
contractiles, presentan poca o nula capacidad de proliferacion y migracion, asi
como una tasa muy baja de sintesis de componentes de la matriz extracelular,
por lo que la célula se restringe casi Unicamente a desempefiar su principal
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funcién de contraccién y regulacion del tono vascular. Por el contrario, las
células “desdiferenciadas” o proliferativas, muestran una elevada actividad
migratoria y proliferativa, junto a un elevado grado de sintesis proteica. Cabe
destacar, que cuando las células adquieren este fenotipo proliferativo, ello
conlleva la alteracion de varios componentes de las rutas de sefalizacion del
Ca*" como son: la pérdida de los canales de Ca®* tipo L, la ganancia de los
canales de Ca®* tipo T y el aumento en la expresién de los canales TRPC
(concretamente TRPC1, 4 y 6), que han sido implicados en la entrada
capacitativa de Ca®* y en la proliferacion celular (House, S.J. et al. 2008).
También se ha observado un incremento en la expresion proteica de Stiml y
Orail, lo que conlleva un aumento de la ECC en las células con fenotipo
proliferativo.

FENOTIPO CONTRACTIL
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Figura 6: Modulacién de los canales iénicos implicados en la homeostasis del calcio durante el
cambio fenotipico de las VSMCs. La entrada de calcio en las células con fenotipo contractil se produce
fundamentalmente a través de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L. Cuando las células
presentan fenotipo proliferativo el calcio entra al interior celular por canales de calcio dependientes de
voltaje tipo T, canales TRPC (1, 4, 6), y por canales SOCs, cuya proteina formadora del poro es la proteina
Orail. Las bombas de calcio de la membrana plasmatica (PMCA) y del reticulo endoplasmatico (SERCA 2a)
disminuyen su expresion en las células con fenotipo proliferativo (Figura modificada de House S.J. et al.
2008).
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El cambio fenotipico es muy importante fisiologicamente durante el
desarrollo vascular, en la adaptacion de los vasos en funcion de las demandas
funcionales de flujo, y para reparar pequefios dafios producidos en los vasos.
En algunos casos, ademds de las VSMCs preexistentes, participan
subpoblaciones de VSMCs fenotipicamente diferentes a las VSMCs contractiles,
e incluso células progenitoras de la médula 6sea, ya que se ha visto, que tras
un dafio vascular, por estimulacion mecéanica, inmunolégica o humoral, se
liberan estas células a la circulacion para participar en este proceso de
remodelado. El problema aparece, cuando en ciertas circunstancias este cambio
no es reversible, y contribuye al desarrollo de ciertas enfermedades vasculares
como la aterosclerosis, el fallo venoso y la restenosis tras intervencion
percutanea o angioplastia (Kawai-Kowase, K. y Owens, G.K. 2007).

La identificacion de los factores que pueden participar en el control y
regulacién de este proceso de desdiferenciacion tiene un gran interés meédico,
aungue todavia no estan totalmente establecidos. Dentro de todos los factores,
tienen gran importancia los factores ambientales, entre los que destacan:
factores de crecimiento, interacciones célula-célula, factores mecanicos,
componentes de la matriz extracelular como la laminina y el coldgeno tipo | y
IV, y mediadores inflamatorios (Owens, G.K. et al. 2004).

Interacciones célula-célula:
- contactos célula-célula

- factores autocrinos Estimulos o dafios aterogénigo
Factores humorales: : - productos lipidicos
- factores de crecimiento (PDGF-BB) 14 - trauma mecanico
- agonistas contréctiles (ANGII) b k) - mediadores inflamatorios
- otros factores de diferenciacion (TGF) + - %
¥ Célula ™y Matriz extracelular:
= it - componentes del tejido co
Mg EHeNE! - moléculas de adhesién/inte
Influencias neuronales: - MMPs

- neurotransmisores
- control del tono vascular
Rediferenciacion

- - ———

————

Factores mecanicos: Lesion vascular
- stress activo/tension

- fuerzas hemodinamicas

- estiramiento pasivo

VSMC proliferativa VSMC contractil

Influencias endoteliales:
- factores difusibles (NO)
- contacto endotelio-VSMC

Figura 7: Factores que regulan la modulacién fenotipica de las VSMCs (Figura modificada de
Owens, G.K. et al. 2004).
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4.2 ATEROSCLEROSIS

La enfermedad aterosclerdtica es una forma de respuesta de la pared
vascular frente a determinadas agresiones o estimulos nocivos. En condiciones
normales, la pared arterial se encuentra separada del torrente circulatorio por
una capa de células endoteliales, que actia como una barrera semipermeable y
funcionalmente activa, responsable de mantener la homeostasis vascular.
Pequefias agresiones mantenidas en ciertas areas del arbol arterial, pueden
alterar el normal funcionamiento del endotelio, provocando, entre otros, un
aumento de la permeabilidad a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y un
incremento en el reclutamiento de monocitos, ambos elementos claves en el
inicio de las lesiones ateroscleréticas. Los agentes o factores nocivos, capaces
de alterar la funcion del endotelio e iniciar las lesiones ateroscleréticas se
conocen como factores de riesgo. A pesar de una exposicion similar de toda la
superficie vascular a concentraciones elevadas de LDL u otros factores de
riesgo cardiovascular, las lesiones aterosclerdticas solo se desarrollan en
determinadas zonas del arbol arterial. Por tanto, ademas de los factores
sistémicos, deben existir factores locales que determinen el lugar, vy
probablemente también el grado de progresion de las lesiones ateroscleroticas.

Se ha demostrado, que los patrones de flujo caracteristicos de las
bifurcaciones predisponen al desarrollo de las placas de aterosclerosis. En estas
zonas, las fuerzas de cizalladura promueven alteraciones morfoldgicas que
provocan cambios en la permeabilidad y otras disfunciones del endotelio,
explicando la formacion de lesiones aterosclerdticas en el arbol coronario.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso aterosclerético
comienza con la disfuncion del endotelio y el consecuente paso de lipoproteinas
LDL a la capa intima del vaso. La infiltracibn de monocitos y macrofagos,
produce liberacién de factores de crecimiento, citoquinas y metaloproteinasas
de la matriz (MMP), provocando una modificacion del ambiente, y como
consecuencia, un cambio fenotipico de las células de musculo liso adyacentes.
Estas células, que presentaban un fenotipo contractil, se desdiferencian, migran
hacia la capa intima, entran en el ciclo celular, secretan proteinas de la matriz
extracelular y proliferan, constituyendo el principal componente celular de la
placa de ateroma. Conforme la placa va progresando, se va desarrollando un
nacleo de lipidos trombogénicos, protegido del contacto con la sangre por una
capa de VSMCs que secretan una matriz rica en colageno. Esta capa protectora
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puede desaparecer por un aumento local de células inflamatorias, ya que los
mediadores derivados de leucocitos pueden inhibir la proliferacion de las células
musculares lisas e inducir su apoptosis. A su vez, las células inflamatorias
secretan MMP pudiendo degradar la matriz de coldgeno. La disminucion de las
células de musculo liso vascular debilita la matriz fibrosa, exponiendo el nicleo
lipidico al flujo sanguineo y aumentando las probabilidades de su rotura (Clunn,
G.F. et al. 2010). La rotura de una placa aterosclerética vulnerable favorece la
trombosis, causa de los sindromes clinicos cardiovasculares como el infarto
agudo de miocardio (Libby, P. et al. 2002).

La aterosclerosis no es un proceso lineal continuo, sino que mas bien
parece una enfermedad con fases alternantes de estabilidad e inestabilidad
(Davies, M.J. 1996). Los cambios bruscos e impredecibles de los sintomas
parecen estar relacionados con la rotura o erosion de la placa. Las placas que
son propensas a dicha rotura tienen un nucleo lipidico grande, una densidad
baja de células de musculo liso, una densidad elevada de macréfagos, un
casquete fibroso con colageno desorganizado y una concentracion alta de factor
tisular (Falk, E. y Fernandez-Ortiz, A. 1995).

Enviotelio .
Molécula e =
Adhesion Celular_ ..

Figura 8: Etapas en el desarrollo de la placa aterosclerética. 1y 2 Disfuncién del endotelio y paso
de lipoproteinas LDL a la capa intima del vaso. 3 y 4 Infiltracién de monocitos y macrofagos liberando
factores de crecimiento y citoquinas, provocando un cambio fenotipico de las células de musculo liso
adyacentes. 5y 6 Formacion de células espumosas. 7 Placa aterosclerotica.
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Figura 9: Progreso de la aterosclerosis en corte transversal de arteria afectada

4.3 RESTENOSIS

La angioplastia transluminal, incremento de la luz de un vaso estendético
empleando un catéter intravascular, fue desarrollada inicialmente por Dotter y
Judkins en 1964 (Dotter, C.T. y Judkins, M.P. 1989). En su descripcion inicial,
una guia era avanzada a través de una estenosis arterial aterosclerdtica, lo que
permitia el avance de dilatadores rigidos cada vez de mayor diametro. De esta
forma se producia una mejoria en el diametro de la luz estendtica.

Aunque esta técnica parecia claramente efectiva en arterias periféricas,
la necesidad de introducir dilatadores de gran calibre a través de la puncién
arterial, y las elevadas fuerzas de rozamiento que esta técnica aplicaba sobre la
placa aterosclerdtica, limitaron su aplicacion clinica. Por lo que en 1974 Andreas
Gruntzig modifico la técnica reemplazando el dilatador rigido por un balén
hinchable montado en un pequefio catéter (Gruntzig, A. y Kumpe, D.A. 1979).
Este sistema era introducido percutdneamente con un minimo traumatismo
arterial, cruzaba con facilidad las estenosis, y podia ser hinchado con suficiente
presion para incrementar el diametro de la luz estendtica.

En 1977, tras una serie de experiencias en animales, en cadaveres y en
arterias coronarias de pacientes sometidos a cirugia coronaria, Gruntzig y
colaboradores aplicaron la técnica de la angioplastia coronaria transluminal
percutanea (ACTP) a arterias coronarias de pacientes (Gruntzig, A.R. et al.
1979). Con el paso de los afos se han producido mejoras en el equipamiento y
en la técnica, lo que ha producido un espectacular incremento en el niumero de
angioplastias realizadas en los ultimos afios. A pesar del 90-95% de satisfaccion
primaria que presenta la angioplastia coronaria, el 30-45% de los pacientes
sufre restenosis tardia tras 6 meses.
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La restenosis de arterias coronarias y periféricas después de dilatacion
por balon es un problema clinico de gran importancia. Los mecanismos
relacionados con el proceso incluyen la constriccién elastica inmediata de la
arteria, la constriccién vascular tardia y la respuesta proliferativa de las células
de mausculo liso vascular. Seria engafioso suponer que los procesos implicados
en el desarrollo de la lesion aterosclerdtica son equivalentes a los que rigen la
lesion restendtica que se forma después de la angioplastia. Los tiempos de
formacion de la lesion son dispares, al igual que algunas caracteristicas de las
lesiones. Por otra parte, existen ciertas semejanzas, ya que productos de
oxidacion lipidica, lipoproteinas y células musculares lisas estan presentes en
ambos casos.

La superficie luminal de los vasos normales estd cubierta por una
monocapa de células endoteliales constituyendo una superficie no trombogénica.
Cuando el endotelio es débilmente dafiado, las plaquetas inmediatamente se
depositan sobre el tejido subendotelial. Generalmente no progresa a la
formacion de un trombo, simplemente hay una cicatrizacion. Si el dafio es méas
profundo, como en el caso de una angioplastia, se expone colageno, tejido
elastico y células de musculo liso, activando a las plaquetas circulantes y la
cascada de coagulacion, con la consiguiente formacion del trombo.

Actualmente, se estan investigando y aplicando stents (pequefios tubos
flexibles metalicos) recubiertos con diferentes sustancias que intentan actuar
sobre los dos componentes del proceso de la restenosis, el mecanico y el
bioldgico.

Los stents recubiertos pueden dividirse en dos categorias: stents con
materiales biocompatibles y stents liberadores de farmacos. Los stents con
materiales biocompatibles (carbén, carburo de silicio...) parecen tener menos
efecto trombogénico e inflamatorio que los stents convencionales. Los stents
liberadores de farmacos consisten en una malla metdlica recubierta, en general,
por un polimero que aporta integridad estructural y hace las veces de
transportador de la droga activa, permitiendo su liberacion. Destacan los stents
con agentes anticoagulantes (ej. Heparina, hirudina), con agentes
antiinflamatorios  (dexametasona) y con agentes antiproliferativos
(principalmente sirolimus, taxol y sus derivados paclitaxel y tacrolimus). El
objetivo de afadir un farmaco antiproliferativo consiste en intentar inhibir la
hiperplasia neointimal mediante accion citostatica y citotoxica.
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Los estudios iniciales en humanos se han llevado a cabo con sirolimus
(rapamicina) y paclitaxel. El sirolimus parece tener doble mecanismo de accion:
inhibicion de la proliferacion de las células musculares lisas y reduccion de la
actividad inflamatoria local celular en la pared del vaso. El taxol y sus derivados
(paclitaxel) son compuestos naturales que ejercen su accion antiproliferativa a
través de la alteracion de la funcién microtubular, reduciendo la proliferacion y
migracion de las células de musculo liso vascular. Los resultados parecen
favorables para los stents antiproliferativos en lesiones de novo, ya que en los
pacientes con restenosis /ntrastent, 1os resultados preliminares de los registros
con stent recubiertos de farmacos antiproliferativos no parecen seguir la misma
linea, destacando la aparicion de trombosis tardia.

Hay que destacar ademas que todos los ensayos clinicos realizados hasta
la fecha no han superado los 12 meses de duracion, periodo de estudio
demasiado corto, existiendo la posibilidad de que estos agentes simplemente
retrasen el comienzo de la restenosis. Se necesitan por tanto ensayos clinicos
en el que se apliquen stents con farmacos antiproliferativos durante periodos
mayores, lesiones largas, restendticas, arterias de pequefio calibre, oclusiéon
cronica, lesiones bifurcales o del tronco comun de la arteria coronaria izquierda
o en el contexto del Infarto Agudo de Miocardio (IAM).

Todos estos estudios son necesarios pues aun con la terapia
antitromboética convencional administrada, se produce una importante
formacion trombo-plaguetaria como resultado del fuerte dafio producido por la
intervencion. La activacion de las plaquetas circulantes, se asocia con la
liberacion de sus a-granulos que contienen mitégenos (PDGF, TGF-B, trombina)
y agentes vasoactivos (TxA;). EI PDGF es un potente quimioatrayente de las
VSMCs y junto a otros mitdgenos funcionan como una matriz para la migracion
y proliferacion de estas células. Se ha demostrado, que anticuerpos especificos
a-PDGF disminuyen la proliferacién producida por el dafio tras la angioplastia, y
un analisis con trapidil, un inhibidor de PDGF, también mostraba una reduccién
de la incidencia de la restenosis en pacientes tras angioplastia, tratados con él
respecto a los controles.
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Restenosis
alrededor del stent

Arteria Globo inflado
coronaria

Stent plegado alrededor Stent colocado
del globo en la lesién

Imagen 10: Colocacién de un stent en una arteria coronaria obstruida y restenosis
alrededor de dicho stent.

A pesar de todos los resultados obtenidos, existen limitaciones
importantes en el uso e interpretacion de los datos de los modelos animales. Se
utilizan conejos porque desarrollan facilmente lesiones ateroscleréticas, pero
tienen claras diferencias de las humanas. Las arterias de las ratas son
morfoldégicamente diferentes de las de los humanos, ya que no presentan vasa
vasorum, con lo que los datos mas cercanos a los observados en los humanos
son los obtenidos en el cerdo y en modelos de primate (Badimon, J.J. et al.
1998).

5. ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

El principal tratamiento farmacolégico para los desordenes vasculares
descritos anteriormente se basa en la administracion de antihiperlipidémicos,
antiagregantes y/o anticoagulantes. Pocos estudios se han centrado en la
investigacion de tratamientos que actuen sobre el componente celular,
inhibiendo la proliferacion de las células musculares lisas, factor de gran
importancia en el progreso tanto de la aterosclerosis como de la restenosis.
Desde este punto de vista, y con las investigaciones realizadas, serian buenos
candidatos en el tratamiento de estas enfermedades los anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES). Estos compuestos corresponden a un grupo variado y
guimicamente heterogéneo de farmacos con efecto antiinflamatorio, analgésico
y antipirético, que reducen los sintomas de la inflamacion, el dolor y la fiebre
respectivamente. Los antiinflamatorios naturales, segregados por el propio
organismo, son derivados de los corticoides, sustancias de origen esteroideo.
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Los primeros indicios de su utilizacidbn se remontan a mediados del S.
XVIII, cuando en 1761 el reverendo Edmund Stone escribié a la Real Sociedad
de Medicina Inglesa ciertos informes, acerca de las observaciones tomadas en
pacientes febriles tratados con pociones de corteza de sauce. En 1829, Leroux
fue capaz de aislar por primera vez en forma pura el ingrediente activo de la
corteza del tronco de sauce, un glucésido amargo con propiedades antipiréticas
al que llamo salicina. Pocos afios mas tarde, en 1859, H. Kolbe obtuvo acido
salicilico a partir de la sintesis quimica de la salicina. Este compuesto
presentaba algunos inconvenientes, como su excesivo sabor amargo e irritacion
intestinal. Entre 1893 y 1897, el quimico aleman Félix Hoffmann, de la
compariia Bayer, sintetizé acido acetilsalicilico a partir de acido salicilico, siendo
comercializado con el nombre de aspirina e iniciandose con este producto una
nueva etapa en la farmacologia. Ya en el siglo XX, desde los afios 50
empezaron a desarrollarse una serie de nuevos farmacos con efectos similares,
a los que denominaron antiinflamatorios no esteroideos (AINES). Entre estos
AINES, algunos de los méas destacados, por su utilizacion en clinica ademas de
la aspirina son: ibuprofeno, indometacina, flurbiprofeno, sulindac, etc. Se
clasifican segun diferentes parametros, entre los que destacan su estructura
molecular, dividiéndose en:

SALICILATOS
Ac. Acetil
Salicilico (ASA) Ccoo- rl_H_-\
iri e CHOOOH
NO-Aspirina AC. OH o, “. J C
Salicilato ACETICOS CH,L!Hr_‘.—L.
FENAMATOS ) 4 :
| o Diflunisal Indometacina
Ac. Mefenamico sulind
Ac. Flufenamico Fendosal SLJL:I?id?eC SALICILATO IBUPROFENO

Ac.  «—ACIDOS CARBOXILICOS — Sulidac

Meclofenamico . COOH
l Acemetacina CH. — p— .
Ac. Niflamico | . I CH; \ A
AC. Tolmetin N R \

. . ( hs COOH
Ac. Tolfenamico PROPIONICOS Zomepirac JJ\@\ F
Flunixina Ibuprofeno Diclofenacol -
Clonixina Flurbiprofeno Isosepac
Naxopreno INDOMETACINA R-FLURBIPROFENO
Ketoprofeno
PIRAZOLES OXICAMS
Fenoprofeno l o]
Fenilbut Benoxaprofeno Piroxicam F OH
enilbutazone
. TN
Feprazone Inéoprofeno |soxicam SULINDAC SULFIDE O | CHy
Apazone Pirprofeno Tenoxicam
. Carprofeno
Trimetazone HiCS
Mofebutazone
Kebuzone
Suxibuzone

Figura 11: Clasificaciéon de los principales anti-inflamatorios no esteroideos en funcion de su
estructura molecular. En rojo se indican los AINEs utilizados en este trabajo, mostrandose sus
estructuras moleculares a la derecha (Adaptado de Taketo, 1998).
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En el afio 1971, el farmacdlogo John Robert Vane (Vane, J.R. 1971)
describid el efecto inhibitorio de la aspirina en la sintesis de prostaglandinas, al
acetilar e inhibir irreversiblemente la actividad de la enzima ciclooxigenasa
(COX) Por este trabajo recibié el premio Nobel en Medicina en 1982,
poniéndose a su vez de manifiesto la importancia de la enzima COX en los
procesos inflamatorios. Esta enzima cataliza la conversion de &cido araquidonico
(AA) a tromboxanos y prostaglandinas. Se conocen desde la década de los afios
noventa la existencia de dos isoformas de la COX: la isoforma constitutiva COX-
1 vy, la isoforma inducible COX-2, que se induce tipicamente por el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-2) y el
factor de necrosis tumoral (TNF-a).

El acido acetilsalicilico (aspirina) acetila la Serina 530 (Ser-530) tanto de
la enzima COX-1 como de la COX-2, inhibiendo de esta forma la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos. Parece ser, que los efectos nocivos producidos
por aspirina y otros AINEs a nivel del aparato digestivo son debidos a la
inhibicion de COX-1, ya que participa en la regeneracion de la mucosa y la
agregacion plaquetaria. Por el contrario, la inhibicion de la isoforma COX-2
conlleva a la accion antiinflamatoria, analgésica y antipirética de estos
compuestos, lo que llevé al desarrollo de inhibidores especificos de la isoforma
2, llamados COXIBs. Estos farmacos mantienen los efectos anti-inflamatorios
sin producir dafio gastrointestinal. Entre todos ellos destacamos el celecoxib,
rofecoxib, etoricoxib, lumiracoxib y valdecoxib, con los que se han realizado
diversos estudios clinicos. Sin embargo, el uso de alguno de estos compuestos
a largo plazo incrementa el riesgo cardiovascular (Paramo, J.A. et al. 2005).

Diversos estudios indican que el consumo regular de aspirina esta
asociado con un menor riesgo de sufrir infarto de miocardio, al inhibirse las
ciclooxigenasas plaquetarias y por consiguiente disminuir el riesgo de formacién
de trombos. Ademas, se conoce desde hace algunos afos que algunos AINES
no especificos tienen efectos antiinflamatorios y  antiproliferativos
independientes de la actividad COX (Tegeder, I. et al. 2001). Las primeras
evidencias de que el salicilato y otros AINEs tenian efectos antiproliferativos
independientes de las plaguetas, fueron descritos en 1983 por Waddell y
colaboradores. Estos investigadores administraron sulindac a pacientes con
sindrome de Gardner, observando tras el tratamiento una disminucion de los
poélipos presentes en el colon, tipicos de esta enfermedad (Waddell, W.R. y
Loughry, R.W. 1983). Desde entonces se ha estudiado mucho los efectos de los
salicilatos en el crecimiento de células tumorales, demostrandose que la
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administracion de aspirina y salicilato en dosis comprendidas entre 0.5y 10 mM
inhibe el crecimiento celular, la sintesis proteica y el paso de la fase G1 a fase S
en el ciclo celular en un gran namero de tipos celulares.

En 1994, los investigadores Koop y Ghosh describieron un nuevo
mecanismo de accion para el salicilato y la aspirina, la inhibicion del factor
nuclear de transcripcion NF-kB (Kopp, E. y Ghosh, S. 1994). Este factor es muy
importante en la regulacion de genes implicados en la inflamacion,
diferenciacion y crecimiento celular. Normalmente se encuentra inactivo en el
citoplasma unido a la subunidad IkB. La kinasa IKK fosforila a la subunidad 1kB
permitiendo la translocacion de NF-kB al nucleo donde realiza su funcion de
regulacion génica. La aspirina actuaria a nivel de la kinasa IKK, inhibiendo su
actividad (Baeuerle, P.A. y Baltimore, D. 1996).

Este factor NF-kB tiene un papel muy importante en la proliferacion de
células de musculo liso vascular, viéndose aumentada su actividad en lesiones
ateroscleroticas humanas (Brand, K. et al. 1996) y en arterias de rata tras la
lesion producida por el balén del catéter de la angioplastia (Landry, D.B. et al.
1997). Sin embargo, si se trataban a las ratas con altas dosis de aspirina no se
activaba el factor NF-kB, inhibiéndose la proliferaciéon de las VSMCs, y por
consiguiente disminuyendo el espesor de la neointima formada tras el dafio por
el balon.

Esta bien establecido que la proliferacion de la neointima se produce 2-3
semanas después del dafio arterial, al igual que la formacién del resto de la
placa sobre la matriz extracelular en expansion. Esta observacion sugiere, que
durante este periodo, un tratamiento con altas dosis de salicilato podria evitar
el estrechamiento del lumen arterial, producido por la excesiva proliferacion. De
hecho, estudios realizados en animales apoyan esta conclusion (Cerxjcek et al,
1997).

En el afo 2001, Napoli y colaboradores desarrollaron un nuevo
compuesto, un derivado éster-nitrato de la aspirina conocido como NCX-4016,
con beneficiosos efectos en restenosis e hipercolesterolemia en ratones. El
NCX-4026, era un 25% mas efectivo en prevenir restenosis que altas dosis de
aspirina, utilizado a dosis un 40% més bajas que ésta (Napoli, C. et al. 2001).

Otro AINE muy estudiado en el ambito vascular ha sido el sulindac.
Posee una importante capacidad inhibitoria en la formacion de la neointima,
inhibiendo la proliferacion y migracion de las SMCs tras un dafio arterial. Parece
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ser que esta actividad podria ser independiente de COX, pudiendo estar
implicados otros mecanismos moleculares como la fosfodiesterasa-5
dependiente de cGMP, Ras, o un aumento en la formacién intracelular de
ceramida, un importante inductor de apoptosis. El sulindac también puede
actuar a nivel de otros tipos celulares importantes en las patologias vasculares
como son los macrofagos o las células endoteliales. Como resultados
importantes de los estudios realizados en restenosis, cabe destacar los bajos
niveles plasmaticos de sulindac necesarios para ser eficiente, y la ausencia de
toxicidad del compuesto, ya que son tratamientos a corto plazo en relacion a la
administracién cronica necesaria para otro tipo de afecciones (Reis, E.D. et al.
2000).
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/1.Objetivos

El objetivo principal de esta tesis ha sido el estudio del papel de la
entrada capacitativa de Ca*" en la proliferaciéon de las células de musculo liso
vascular y en el posible efecto antiproliferativo de anti-inflamatorios no
esteroideos. Para alcanzar este objetivo, nos hemos planteado los siguientes
objetivos especificos:

A. Caracterizar la entrada capacitativa de Ca®* (SOCE), su control por la
mitocondria y su papel en la proliferacion en las células A10 de
musculo liso vascular de aorta de rata embrionaria.

B. Determinar los efectos antiproliferativos de salicilato y otros anti-
inflamatorios no esteroideos en las células Al0, y estudiar si éstos
son debidos a la inhibicion de la entrada capacitativa.

C. Determinar si los AINEs inhiben la entrada capacitativa de Ca*"
directamente o a través de un mecanismo indirecto mediado por la
mitocondria.

D. Caracterizar las vias de entrada de Ca** y su papel en la proliferacion
de células de musculo liso vascular de arteria coronaria humana.

E. Caracterizar si se producen cambios fenotipico-funcionales desde un
fenotipo proliferativo a otro no proliferativo en el cultivo primario de
células de musculo liso de arteria coronaria humana, y si éstos estan
relacionados con la remodelacién de las vias de entrada de Ca**.

F. Estudiar los efectos antiproliferativos de los anti-inflamatorios no
esteroideos y su mecanismo de accion en las células de musculo liso
de arteria coronaria humana.
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111.Material y Métodos

A. METODOS EXPERIMENTALES

1. CULTIVOS CELULARES

La linea celular A10 esta formada por células de musculo liso de aorta
toracica embrionaria de rata. Estas células se mantienen en medio DMEM
suplementado con suero, antibioticos y glutamina (ver medios de cultivo) en un
incubador a 37 °C y con una atmoésfera con un 10% de CO,. El tiempo de
duplicacion de las células A10 esta en torno a las 96 horas, unos 4 dias
aproximadamente, por lo que se realiza el subcultivo una vez por semana. Para
ello, se retira el medio de cultivo y las células son lavadas con un volumen de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X (Ph=7,4) suficiente para cubrir
el fondo del frasco (~ 2-3 ml para frascos de 25 cm? y 4-5 ml para frascos de
75 cm?). A continuacién se incuban las células con una solucién que contiene
tripsina/EDTA (1ml si es un frasco de 25 cm? y 3 ml si es de 75 cm?) durante 1
min a 37 ©C, hasta que las células comienzan a redondearse y la mayoria
empiezan a despegarse del fondo del frasco, momento en el que la solucion de
tripsina/EDTA se neutraliza con medio de cultivo completo (3 ml si es frasco de
25 cm?y 5 ml si es frasco de 75 cm?). Toda la suspensién celular es transferida
entonces a un tubo de centrifuga de 11 ml estéril y ésta es centrifugada
durante 4 min a 200 g. Finalmente se aspira el sobrenadante y el sedimento
(“pellet”) se resuspende en medio de cultivo antes de su siembra en diferentes
frascos de cultivo.

Las células RBL-2H3 son una linea celular de leucemia basofilica de
rata Wistar aislada y clonada en 1978. Su mantenimiento en cultivo se realiza
con el medio a-MEM suplementado con suero, antibiéticos y glutamina (ver
medios de cultivo) en un incubador a 37°C y con una atmésfera de 5% de CO..
Se dividen cada 50-60 horas aproximadamente, por lo que se suelen subcultivar
cada 2-3 dias.

Las células de musculo liso de arteria coronaria humana son un
cultivo primario procedente de un donante, varén blanco de 21 afios sin
patologias conocidas. Su mantenimiento es similar al de la linea celular A10
salvo con pequeiias diferencias. En primer lugar, las células coronarias
humanas se cultivan en medio SmBulletKit (ver medios de cultivo). El incubador
celular debe tener una atmosfera al 5% de CO, ya que dicho medio contiene
menos bicarbonato. El tiempo de duplicacion de las células coronarias es un
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poco mas corto, aproximadamente 3 dias. Finalmente, la tripsina/EDTA actla
rapidamente, en tan solo 30 s y las células son extraordinariamente delicadas,
por lo que su manipulacién debe ser muy cuidadosa.

2. MEDIDAS DE LA CONCENTRACION DE CALCIO
2.1. IMAGEN DE FLUORESCENCIA DE Ca®**" CITOSOLICO

El estudio de los cambios en la concentraciéon de Ca?" libre citosélico
([Ca**]ct) a nivel de célula Unica se realizd mediante un equipo de microscopia
de fluorescencia utilizando el colorante fluorescente fura-2/AM, un derivado
acetoximetil éster de la molécula fura-2, un quelante de Ca** unido a un resto
fluorescente (Grynkiewicz, G. et al. 1985), cuyo espectro de excitacion cambia
notablemente con la concentracién de Ca®*. Una vez en el interior celular, el
derivado fura-2/AM se de-esterifica por esterasas intracelulares, liberandose la
molécula fura-2 en su forma de acido libre y quedando retenida en el citosol
por su carga e incapacidad de permear la membrana celular. La union entre el
Ca*" y el colorante tiene una estequiometria 1:1. Dicha unién aumenta la
emision de fluorescencia excitada a longitudes de onda de 340 nm y disminuye
a 380 nm. El colorante es sensible en el rango aproximado de concentraciones
de Ca®* entre 20 Nm y 2 pM, un rango de interés fisiolégico. El registro de la
emision de fluorescencia en tiempo real permite la monitorizacion continua, en
células vivas, de la [Ca**]q estimada a partir del cociente de las fluorescencias
de excitacion a 340 y a 380 nm. Este método basado en excitar a dos
longitudes de onda diferentes, permite que las medidas de [Ca®']s: Sean
independientes de la cantidad de colorante acumulado en el interior celular, y
eliminar ademéas muchos artefactos que habitualmente afectan de forma similar
a las fluorescencias correspondientes a cada longitud de onda quedando
compensados al calcular el cociente de ambas.

Para los experimentos de imagen de fluorescencia de Ca** citosélico, las
células se sembraron sobre cubreobjetos esterilizados de cristal de 12 mm de
diametro previamente tratados con poli-L-lisina (0,01 mg/ml) a una densidad de
5.000-7.000 células/60pl. Una vez adheridas, aproximadamente a las 24 h, las
células se incubaron con fura-2/AM 4 uM durante 60-90 min a T2 ambiente. La
incubacién se realiz6 en Medio Externo Completo (MEC) de la siguiente
composicion (en Mm): NaCl 145; KCl 5; CaCl, 1; MgCl, 1; Glucosa 10;
Hepes/NaOH 10; (Ph=7,42).
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Después de la carga con fura-2, los cubreobjetos con las células
adheridas se colocaron sobre una camara de perfusion que se fija a la platina
de un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert S100TV). Las
células fueron constantemente [utsideral con MEC utilizando un sistema de
perfusion de electrovalvulas Warner. El medio de perfusion era continuamente
mantenido a 37 ©C gracias a un sistema de calentamiento de tubos de
perfusion también de Warner. Las células fueron epiiluminadas
alternativamente con luz monocromatica de excitaciéon a 340 y 380 nm gracias
a una rueda de filtros de excitacion (Sutter Instruments, Novato, CA, EE.UU.).
La fluorescencia emitida a longitudes de onda mayores de 520 nm es recogida
a través de un objetivo de inmersion en aceite 40X (AN 1.3) y era capturada
mediante una cadmara digital ORCAER de Hamamatsu Photonics (Hamamatsu,
Japén).

Para las medidas de entrada capacitativa de Ca*" las células se trataron
previamente durante 10 min con tapsigargina (1 uM), un inhibidor de la bomba
de Ca?" del RE (SERCA) en medio externo nominalmente libre de Ca®* (EGTA
0,5 Mm) para [lutsider o vaciar los depdsitos intracelulares de Ca**. Una vez
Dutsider a los dep6sitos, las células fueron Cutsider’al en medio libre de Ca**
mientras se monitorizaba el cociente de fluorescencias excitadas a 340 y 380
nm, respectivamente. Para inducir la entrada capacitativa de Ca®*, las células se
Cutsider ] a'n con medio que contenia elevada [Ca**] (1 Mm). El incremento de
la razon de fluorescencias es una medida indirecta de la entrada capacitativa.
Un segundo pulso de Ca?" induce un incremento similar del cociente de
fluorescencias. Esta propiedad puede ser aprovechada para investigar los
efectos de antagonistas de la entrada de Ca?". En estos casos, una vez
registrado un primer incremento del cociente de fluorescencias, las células son
Dutsider’ @l durante un tiempo con el antagonista en medio libre de Ca*". Tras
ello, se perfunde las células con medio con Ca®* en presencia del antagonista.
La disminucion del incremento del cociente de fluorescencias en el segundo
pulso (en presencia del antagonista) respecto del primero (en ausencia del
antagonista) permitira estimar el porcentaje de inhibicién del antagonista.

Para el estudio de la entrada de Ca*" operada por voltaje, se indujo la
despolarizacion de la membrana plasmatica con medio externo con un
contenido elevado de K* (75 Mm en el caso de las células A10 y 145 Mm para
las células coronarias). El exceso de K fue siempre acompafiado de una
disminucion equivalente de Na* para mantener la osmolaridad de la solucion
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constante. Como en el caso anterior, el incremento del cociente de
fluorescencias inducido por despolarizacion es bastante reproducible, por lo que
se puede investigar el efecto de antagonistas y comparar los efectos de un
antagonista sobre un segundo pulso despolarizante en relacion con un primer
pulso despolarizante en ausencia de antagonista.
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Figura 12: Imagenes de fluorescencia de 3 células A10 excitadas a 340 y 380 nm, y del
cociente F340/F380 codificado en pseudocolor en situacion de reposo y tras la aplicaciéon de
un estimulo. Obsérvese que la estimulacién aumenta la fluorescencia excitada a 340 nm y disminuye la
emision de fluorescencia excitada a 380 nm. La escala de pseudocolor bajo las imagenes, muestra el
codigo de colores para el Ratio F340/F380 representandose 0 como azul y 1 como rojo.

2.2 IMAGEN DE BIOLUMINISCENCIA DE CA** MITOCONDRIAL

Para monitorizar los niveles de la [Ca®"] en organulos intracelulares
utilizamos sondas de Ca?* basadas en proteinas susceptibles de ser dirigidas
especificamente al organulo a estudiar, en nuestro caso la mitocondria, por lo
gue hemos empleado la proteina aecuorina (AEQ) dirigida a mitocondria. La
AEQ es una fotoproteina procedente de la medusa Aequorea victoria, que emite
luz azul en presencia de Ca®* sin necesidad de ser iluminada (Bioluminiscencia).
Esta proteina presenta tres dominios de unién a Ca®* (Shimomura, O. et al.
1962; Shimomura, O. 1995). La luz emitida por la AEQ como resultado de su
unién a Ca®* tiene lugar una vez reconstituida la proteina en su forma activa.
Durante la reconstitucion, la apoaecuorina expresada en las células, se une
mediante ataque peroxidativo a su cofactor la celenterazina. La celenterazina es
muy lipofilica, por lo que atraviesa las membranas celulares con facilidad (Blinks,
J.R. et al. 1976). La AEQ una vez reconstituida es capaz de emitir luz azul en el
rango visible (Amax = 465 nm) en funcién de la [Ca®*] sin necesidad de ser
iluminada, por lo que la bioluminiscencia emitida es funcién de la concentracion
de dicho i6n. En este proceso, se genera un producto intramolecular formado
por el complejo apoaecuorina, celenteramida y CO, (Fig. 13).
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Una vez oxidada la celenterazina a celenteramida, la union de la
apoaecuorina a una nueva molécula de celenterazina es lenta, pudiéndose
considerar el proceso esencialmente irreversible. De este modo, la cantidad de
proteina disponible para la medida de Ca** disminuye progresivamente a lo
largo de cada experimento, siendo la velocidad relativa de consumo
proporcional a la concentracién de Ca®" en el entorno, en este caso, la
mitocondria.

®e
3Ca** @
APOAEQUORINA + CELENTERAZINA —————— APOAEQUORINA + CELENTERAMIDA + CO,

Figura 13: Reaccion bioluminiscente de la aecuorina. La apoaecuorina es reconstituida en
aecuorina original por incubacién con celenterazina. En presencia de O,, los iones de Ca®* se unen a la
aecuorina reconstituida provocando la oxidacion de celenterazina a celenteramida, a la vez que se genera
CO, y se emite luz azul (A=465nm).

Para transformar los datos de luminiscencia en [Ca®*]mi, €S necesario
conocer la cantidad total de luminiscencia que es emitida por la AEQ en cada
experimento, por lo que al final de cada uno de ellos, las células son
Cutsider]al con la solucién estandar conteniendo 100 puM del detergente
CJutsider]a para permeabilizar la membrana plasmatica en presencia de una
soluciéon con un gran exceso (10 Mm) de CaCl,, que permite la saturacion del
remanente de AEQ y la emision de toda la luminiscencia residual de la AEQ.

A continuacion, un programa informéatico substrae el fondo
(“background™) de los valores de luminiscencia en cada punto. Para el calculo
de la [Ca?'] se utilizd el método descrito por Brini (Brini, M. et al. 1995),
basado en la relacién existente entre la [Ca®*] y la proporcién de luz (L) medida
en cuentas por segundo (cps) registradas en un momento dado del
experimento menos el fondo, frente a las que se registrarian si toda la AEQ de
la células se expusiera de repente a una [Ca®*] saturante (Lms). Por eso, al
final de cada experimento es necesario [] utsider las células con un exceso de
Ca** (10 Mm) en un medio que contiene el detergente [ utsideria (100 uM)
para medir la emision de luz por liberacion de todos los fotones residuales.
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Para transformar los valores del cociente L/Lmax en valores de Ca®" se
utiliza el siguiente algoritmo matematico:

[Ca**Tm = [(L/Lmax ™" + (L/Lmax D™ Krr-1] 7 [Kr — (L/Limax )™ Kg];
Donde:

- Krr: es la proporcion de sitios en estado T frente al estado R.
Cada uno de los sitios de unién al Ca*" de la AEQ presenta estos dos estados: T
y R. La emisién de bioluminiscencia se produce cuando todos los sitios de union
se encuentran en estado R, al cual se une el Ca®*

Kg : es la constante de asociacién a Ca®*

n: es el nimero de sitios de unién a Ca®*

- A: es la constante de velocidad de consumo de AEQ a la [Ca®*]

saturante

Tanto este algoritmo matematico, como los parametros (Ktr, Kg, Ny A)
derivan de un modelo matematico propuesto originalmente para explicar, desde
un punto de vista molecular, la dependencia de la luminiscencia de la AEQ con
la [Ca®*], aunque se puede utilizar como una simple transformacién matematica
independiente del modelo (Allen, D.G. et al. 1977).

Por otra parte, la expresion de la AEQ dirigida a mitocondria en células
de musculo liso vascular requiere la transfeccion de dichas células. Este tipo
celular presenta muy baja incidencia de transfeccion. Tras diferentes ensayos
con diversos métodos, se concluyd que la nucleofeccion era el método mas
eficaz. El plasmido utilizado para la transfeccion celular contiene la proteina
AEQ dirigida a mitocondria unida a la proteina fluorescente GFP (GFP-AEQmit)
(Baubet, V. et al. 2000; Rogers, K.L. et al. 2005). La finalidad de utilizar un
plasmido que contenga la proteina GFP es multiple. No sélo permite identificar
en el microscopio de fluorescencia las células transfectadas, y asi facilitar la
eleccion de un campo microscépico adecuado en el que se realizara el
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experimento de medida de Ca® a nivel de célula Gnica, sino que aumenta la
emision de bioluminiscencia respecto a la proteina sin GFP. Para realizar la
transfeccion, las células se resuspenden en la solucion de nucleofeccién junto
con el ADN (~ 4 pg) en un volumen final de 100 pl y se colocan en la cubeta
correspondiente para insertar en un equipo Nucleofector® de Amaxa
Biosystems (Gaithersburg, MD, EE.UU), donde se selecciona el programa
adecuado de nucleofeccion segun el tipo celular. Una vez nucleofectadas las
células, se afiaden 900 pl de medio de cultivo completo a la cubeta y se dejan
reposar durante 30 min a T® ambiente. Transcurrido este tiempo, las células se
siembran mediante la adiciébn de una suspension celular del tamafio de una
gota sobre cubreobjetos tratados previamente con poli-L-lisina, a una densidad
aproximada de 12x10° células/cristal. Tras ello, se dejan las células reposar
durante al menos 1 h en el incubador con el fin de que se adhieran bien al
cubreobjetos. Por ultimo afiadimos 500 pl de medio de cultivo completo a cada
pocillo y transcurridas aproximadamente 24 h las células estan listas para ser
utilizadas.

Antes de comenzar los experimentos, las células se incubaron en
oscuridad durante 2 h en medio externo (MEC) suplementado con 4 uM de
celenterazina “h” a T® ambiente para la reconstitucion de la enzima. Una vez
reconstituida la proteina (AEQ), los cubreobjetos con las células se colocaron en
la camara termostatizada a 37 ©C de un microscopio invertido (Zeiss Axiovert
S100 TV). Las ceélulas se [Jutsider]aln continuamente con medio estandar
precalentado a 37 °C en presencia de los estimulos correspondientes.

Para el estudio de los efectos de la entrada capacitativa de Ca®* sobre la
[Ca®*Imit , las células fueron tratadas previamente con tapsigargina (1 pM, 10
min) en medio nominalmente libre de Ca*" (+EGTA 0,5 Mm) y se indujo la
entrada de Ca®" por perfusién con MEC (conteniendo 1 Mm de CaCl,). Los
efectos de la activacién de la entrada de Ca*" dependiente de voltaje (VOCE)
sobre la [Ca®"]mi se monitorizaron tras inducir la despolarizacién de la
membrana plasmatica con un medio que contenia elevada [K'] (75 6 145
Mm) ,de un modo similar al descrito anteriormente, para monitorizar los efectos
de la entrada capacitativa de calcio al citosol.

En los experimentos con células permeabilizadas, las células se

Clutsider]alnen primer lugar con 20 uM de [Jutsider]a en medio interno durante
30 s. A continuacion, las células se incubaron con ese mismo medio interno
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conteniendo bajas concentraciones de Ca?* (200 Nm) en presencia 0 ausencia
de los diferentes AINEs durante 5 min, antes de pasar al medio que contenia 10
UM de Ca?* (con o sin AINES) durante 1 min.

Los medios con bajas [Ca®*] se prepararon con diferentes cantidades de
CaCl, y los tampones de Ca®* H-EDTA y tris-EGTA, seglin el programa
informéatico MaxQuelator (Chris Patton, Universidad de Stanford).

Todos los experimentos de aequorina finalizaron con la perfusion de
medio (externo o interno, segun si son células permeabilizadas o no) con 100
UM de Jutsideria 'y 10 Mm de Ca®* para que se liberasen todos los fotones
restantes y asi hacer una correcta cuantificacién de la [Ca**]mi.

La bioluminiscencia emitida se capturé con una camara de imagen de
fotones Hamamatsu acoplada a un procesador Argus-20 también de
Hamamatsu. La emision de fotones se integraba en periodos de 10 s. A su vez,
estos fotones emitidos por cada célula en cada imagen fueron cuantificados
utilizando el software Aquacosmos 2.6 de Hamamatsu.

Figura 14: Célula transfectada con GFP-AEQmit y fotones emitidos como consecuencia
de la union del Ca*"a la aecuorina mitocondrial.

Para la amplificacion del plasmido GFP-AEQmit, los stocks de bacterias
E.coli (XL Blue) transformadas con el plasmido GFP-AEQmit se encuentran
congeladas a -80 ©C. Este plasmido contiene también el gen de resistencia a la
ampicilina, que permite seleccionar a las bacterias tranformadas, pues al
colocar en el medio de cultivo ampicilina creceran Unicamente las bacterias
resistentes a dicho antibiético. El procedimiento debe realizarse en condiciones
de esterilidad, por lo que se debe llevar a cabo o mas proximo a la llama del
mechero encendido en la poyata del laboratorio. En primer lugar se deja
atemperar el medio LB-Broth autoclavado y guardado a 4 ©C, y se enciende el
mechero Bunsen. Tras descongelar en hielo la ampicilina y los stocks de
bacterias, se abre y deja cerca de la llama el tubo de crecimiento de bacterias
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estéril (tubo de fondo redondo de polipropileno). Se afiade en cada tubo en el
qgue queramos crecer bacterias 3 ml de LB-Broth + 3 pl Ampicilina ([]Jr = 50
pug/ml) + 50 pl de bacterias (abierto el criotubo cerca de la llama). A
continuacién se agitan los tubos en un agitador a 250 rpom y 37 ©C. Tras 50 6 h,
se retiran los tubos del agitador y se observa si el liquido esta turbio, indicando
asi que las bacterias han crecido adecuadamente. Tras encender de nuevo el
mechero, se afladen a una serie de matraces autoclavados 100 ml de LB-Broth
+ 100 pl Ampicilina ([Jr = 50 pg/ml) y se vierten los 3 ml de LB-Broth turbio
donde han crecido las bacterias sobre los 100 ml de LB-Broth nuevos del
matraz. Se colocan los matraces en el agitador a 250 rpm y 37 ©C durante toda
la noche (méaximo 16 h). Trascurrido este tiempo se retiran los matraces de la
agitacion y se comprueba la turbidez de la suspension. Finalmente se aisla el
plasmido de las bacterias mediante una MAXIPREP siguiendo el protocolo que
nos indica la casa comercial de QIAGEN.

3. PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

Para el estudio de proliferacion celular en células A10, y en células de
musculo liso de arteria coronaria humana, se sembraron las células en placas
de 6 pocillos (NUNC) a una densidad de aproximadamente 10.000
células/pocillo, con un volumen final en el pocillo de 3 ml, y se incubaron con
las diferentes soluciones de estudio durante 15 dias para las células A10, y 10
dias en el caso de las células coronarias.

Las soluciones de estudio fueron medio de cultivo completo (situacion
control), o medio de cultivo conteniendo diferentes concentraciones de salicilato
(100, 500, 2000 pM) y otros AINEs como Indometacina, R-Flurbiprofeno y
Sulfuro de Sulindac, todos ellos a una concentracion de 100 puM. El recuento
celular se realiz6 mediante una camara de contaje celular Neubauer y un
microscopio de campo claro. El numero de células se cuantifico a las 24 h de la
siembra (dia 1) y los dias 10 6 15 de cada experimento. La muerte celular fue
estimada mediante el método de exclusion con azul de tripano 0,4 % en
solucién de NaCl al 0,9 % con una dilucion 1:1.
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4. MIGRACION CELULAR

Los experimentos para estudiar la migracion de las células de musculo
liso de arteria coronaria humana se realizaron mediante un equipo de registro
de impedancia XCELLigence de Roche (Barcelona, Espafa), el cual consta
basicamente de dos componentes: una estacion de trabajo donde se insertan
las placas de cultivo con las células, colocada en un incubador a 37 °C y
conectada a un ordenador donde se analizan mediante un programa
informatico los datos obtenidos del experimento. La estimacién de la migracién
celular se basa en la lectura del valor de impedancia para cuantificar no
invasivamente el estado celular en tiempo real. Para ello las células se cultivan
en una placa especial (CIM-Plate 16) que tiene integrados unos microelectrodos
en el fondo de cada pocillo. La aplicacion de un pequefio voltaje (20 Mv) genera
un entorno idnico dentro del pocillo de la placa que es un reflejo del nUmero de
células que hay en su interior, de la morfologia de las mismas, y de su
adherencia celular. EI aumento del valor de este pardmetro esta relacionado
con la migracion (corto plazo) y proliferacion (largo plazo) celulares. A tiempos
cortos (<10 h), los cambios en la impedancia se deben fundamentalmente a la
migracion celular.

El nimero de células sembradas en cada pocillo debe ser igual
(aproximadamente 30.000 células), cambiando Unicamente de un pocillo a otro
el medio de cultivo, siendo éste, medio de cultivo completo, en el caso de los
pocillos controles, y medio de cultivo con el correspondiente tratamiento en el
caso de los pocillos estudio, para saber como afectan los diferentes compuestos
en la migracion celular. En nuestro caso, los tratamientos aplicados fueron:

- Medio de cultivo esencialmente libre de Ca** (EGTA 2 Mm).

- Medio de cultivo con salicilato 500 Mm o indometacina 100 Mm.

- Medio de cultivo con 2-APB (10 uM), un antagonista de la entrada
capacitativa de calcio.

Las concentraciones elegidas para los tratamientos estudiados fueron las
mismas concentraciones utilizadas en el estudio de los efectos de estos
farmacos sobre la proliferacién celular y la entrada capacitativa de Ca** en las
mismas células.
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Figura 15: Equipo y placa de cultivo para el estudio de la migracion celular mediante
XCELLigence

5. ESTUDIO DEL POTENCIAL MITOCONDRIAL

La estimacion del potencial mitocondrial en células intactas se llevo a
cabo mediante imagen de fluorescencia en células cargadas con una sonda
fluorescente, TMRM (éster metilico de la tetrametil rodamina), que se acumula
en las mitocondrias de acuerdo al potencial negativo de éstas con respecto al
citosol (Nunez, L. et al. 2006; Valero, R.A. et al. 2008). Cuando se produce una
despolarizacion mitocondrial ello induce la salida del colorante y por tanto la
disminucion de la fluorescencia de las sondas acumuladas en las mitocondrias.
Para las medidas, las células se incubaron con TMRM (100 Nm) durante 30 min
a T® ambiente, tras los cuales el cubreobjetos con las células se coloc6 en la
camara de perfusién de un microscopio invertido Zeiss Axiovert S100 TV. Las
células se [Jutsider]alin continuamente con MEC precalentado a 37 ©C. El flujo
de la perfusion es de aproximadamente 5 ml/min y el tiempo de intercambio de
unos pocos segundos. Las imagenes de fluorescencia se capturaron a intervalos
de 10 s con una videocamara Hamamatsu OrcaER, acoplada al puerto lateral
del microscopio. En todos los casos, los experimentos finalizaban con la adicién
del desacoplante mitocondrial FCCP (10 puM) durante 5 min, para medir la
fluorescencia restante tras el colapso total del potencial mitocondrial. Este valor
fue sustraido de todos los valores de fluorescencia, y éstos expresados como
porcentaje de fluorescencia respecto a la emitida justo antes de la adicion de la
solucion test.
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6. MEDIDAS DE LOS NIVELES DE ATP CELULAR

Los niveles de ATP celular se cuantificaron por el método de la
luciferina/luciferasa. En la reaccién de bioluminiscencia luciferina/luciferasa en
presencia de ATP, la enzima hidrofébica luciferasa cataliza, en presencia de O,
y de ATP, la oxigenacion de la luciferina, para transformarla en un producto
excitado que emite luz (Fig.16). En presencia de concentraciones saturantes de
luciferina y luciferasa, la reaccién Uunicamente depende de la concentracion de
ATP. Por lo tanto la luz emitida cuando se dispara la reaccion con extractos de
luciferina-luciferasa, es directamente proporcional a la concentracion de ATP.

B LUCIFERINA + ATP OXILUCIFERINA + AMP + CO,
5 5
UN) <\Nj o+ Mg? —— .
I Luciferasa

Figura 16: Reaccién de oxidacién de la luciferina. En presencia de Mg?* y la enzima luciferasa, la
luciferina es oxidada a oxiluciferina utilizando la energia quimica contenida en la molécula de ATP. Como
resultado se genera AMP y se emite luz visible en cantidad proporcional a los niveles de ATP presentes.

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y cultivadas con
medio de cultivo completo o con medio de cultivo completo y diferentes AINEs
durante 3 dias, periodo tras el cual las células fueron lavadas 2 veces con PBS a
37 ©C, afadiéndose a cada pocillo 1 ml de una mezcla hirviendo de Tris (20 Mm)
y EDTA (4 Mm) a Ph=7,75. Transcurridos 2 min, las muestras con los extractos
celulares se sedimentaron por centrifugacion a 10.000 g y 4 ©C durante 5 min.
Los sedimentos se resuspendieron en tampoén afiadiéndole 20 ul de extracto de
colas de luciérnaga (Sigma), midiéndose a tiempo constante la emisién de
bioluminiscencia mediante un lumindbmetro Cairn. Finalmente los niveles de ATP
fueron cuantificados utilizando una curva de calibracion fabricada con muestras
preparadas con concentraciones conocidas de ATP.

7. EXTRACCION DE ARN, RT-PCR y Qrt-PCR

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de placas petri de cultivo
celular (10 cm?) con células crecidas a confluencia. En el caso de la linea celular
A10 se sembraron aproximadamente 1.5x10° de células, y para las células
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musculares de arteria coronaria humana se sembraron unas 3x10° células a
pases bajos y 6x10° células cuando se trataba de células a pases altos. En
ambos casos se utilizé el reactivo TRIZOL. ElI ARN total resultante se traté con
ADNasa | para eliminar totalmente la posible contaminacién por ADN. La
calidad del ARN se comprob6 mediante medidas de densidad optica (DO) a 260
y 280 nm, y electroforesis en geles de agarosa. A partir de 2 ug de ARN total
se obtuvo ADN complementario mediante la enzima transcriptasa inversa
(MultiScribe Reverse Transcriptase). Se mezclaron 10 pl de mezcla maestra
(Master Mix) que contenia H,O libre de [l utsider] 3,2 ul; 10X Tampon de PCR 2
ul; 10X cebadores aleatorios (random primers) 2 pl; mezcla dNTPs 0,8 pl;
enzima 1 pl (inhibidor de ARNasa) por cada 10 pl de ARN total y se aplico la
siguiente secuencia en el termociclador: 25 ©C (10min), 37 °C (120 min), 85 °C
(58) y 4 °C (infinito).

Los cebadores (primers) para los genes Stiml y Orail se disefiaron
mediante el programa informatico PRIMER 3, siendo éstos los siguientes:

Stim1: Forward 5'-TAA CTG GAC CGT GGA TGA GG-3’
Reverse 3'-GTC CAC TAA CAC CGC TCA G-5'

Orail : Forward 5'-TGG TAG CGA TGG TGG AAG TC-3'
Reverse 3'-TGC CTC AAC TCC AAC ACC TG-%’

Los primers fueron sintetizados por VWR International Eurolab
(Barcelona, Espaiia).

Las condiciones utilizadas para la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94 ©C durante 3 min, 25-30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 ©C durante 60 s, anillamiento a 60 °C durante 1 min y
extension a 72 ©C durante 30 s, finalizando con una extension a 72 ©C durante
10 min.

La identificacion de los productos de amplificacion se realiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando bromuro de etidio como

marcador de los acidos nucléicos amplificados.

La RT-PCR cuantitativa se llevd a cabo a partir del ADN complementario
obtenido de las células de musculo liso de arteria coronaria humana y el equipo
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PCR en tiempo real “LightCycler 480” de Roche. Las amplificaciones se
realizaron en un volumen final de 20 pl, 1yl de muestra y 19 pl de mezcla
maestra (Master Mix). La Master Mix contiene KAPA SYBR FAST Qpcr Kit (Kapa
Biosystems); 0,3 uM de cebador directo (primer forward); 0,3 uM de cebador
inverso (primer reverse) y agua de grado PCR. Las condiciones de esta
amplificacion fueron las siguientes:

tempera tie n°®
tura (°C) mpo (s) ciclos
Pre- 30
. . 95 1
incubacion 0
95 15
Amplific 60 0 57
o 20 45
acion *)
72 5
95 5
Curva
_ 55 60 1
de Melting
95 ---
Enfriami
40 10 1
ento

(*) 60 °C para la B-ACTINA y CACNALC y 57 ©C para STIM1 y ORAIL.

La cuantificacion del ADN es posible gracias al SYBR Green | contenido
en KAPA SYBR FAST Qpcr Kit, un fluoréforo que al unirse al ADN de doble
cadena aumenta considerablemente la emision de fluorescencia. Asi, a medida
gue avanza el proceso de amplificacion durante la PCR cuantitativa aumenta la
emision de fluorescencia. El nimero de copias sintetizadas durante la reaccion
es directamente proporcional al ARNm de partida del gen diana y al ADNc
obtenido a partir de éste. También, es indirectamente proporcional a la Ct, que
se define como el nimero de ciclos de reaccidon necesarios para producir un
aumento significativo de la fluorescencia respecto a la sefal base. Para
determinar que este aumento es significativo, el equipo establece un umbral de
fluorescencia. Por tanto, cuanto mayor sea la expresion del gen diana, mayor
serd el numero de copias amplificadas durante la PCR cuantitativa, asi como la
cantidad de fluorescencia emitida por el SYBR Green I, y menor, la Ct.
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En este estudio realizamos una cuantificacion relativa utilizando como
control enddgeno la B-actina, ya que su expresion en las células coronarias
humanas segun nuestros resultados previos no varia a pases bajos y altos. El
control endégeno permite cuantificar la expresion del gen diana en el caso de
que las concentraciones de ADNc de las muestras a comparar no sean
exactamente las mismas. Para normalizar los valores de expresion de cada gen
diana frente al control endégeno calculamos 2 para cada muestra donde
ACt= Ctgiana-Ctp-aciina. De este modo, llevamos a cabo una cuantificacion relativa
frente al control endogeno. Si lo que queremos es la cuantificacion relativa de
cada gen objeto de estudio a pases altos respecto a pases bajos debemos
hallar 2"2° donde AACt= ACtyases attos-ACtpases bajos-

Cuando se realiza una PCR cuantitativa utilizando SYBR Green | es
necesario comprobar si las secuencias cebadoras (primers) se unen
especificamente a las regiones deseadas del ADNc, dado que éste se une sin
mas al ADN de doble cadena. Para ello, el equipo LightCycler 480 nos permite
llevar a cabo una curva de [lutside para cada una de las muestras. Asi, se
representa la derivada de la fluorescencia respecto al tiempo con signo negativo
a distintas temperaturas. Lo ideal es la obtencién de un Unico pico de []utside,
que sugiere la presencia de un solo amplicon. Por el contrario, si apareciera
mas de un pico en esta representacion indicaria que los primers se unen a
diferentes regiones del ADNc de forma no especifica. En este ultimo caso,
deberiamos ajustar la temperatura de anillamiento de los primers o, si fuera
necesario, incluso, disefarlos de nuevo.

Para la realizacion de las RT-PCR cuantitativas los primers se obtuvieron
de las siguientes referencias: Yoichiro Takahashi et al. 2007; Yoichiro Takahashi
et al. 2007; Xi-Tao Wang et al. 2000.

hstim1: Forward 5 —~AGGGTACTGAGAATGAGCGGA-3’
Reverse 3' —-CACAGAGGATCTCGATCTGT-5’

horail: Forward 5° —~AGCAACGTGCACAATCTCAA-3’
Reverse 3' -GTCTTATGGCTAACCAGTGA-5’

hcacnalC: Forward 5 — TGAACAGCGACGGGACAGTCATG-3’
Reverse 3'- GAACGTGGCGTAGAACTTGCCAA-5
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hB-ACTINA: Forward 5'- TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG-3’
Reverse3’-TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT-5’
(modificado)
También fueron sintetizados por VWR International Eurolab (Barcelona,
Espafia).

8. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOTTING

La extraccion de proteinas se llevo a cabo a partir de placas petri de
cultivo celular (10 cm?), en las que se habian sembrado unas 100.000 células
coronarias humanas, en el caso de células a pases bajos y 250.000 células,
cuando se trataba de pases altos. Cada muestra presentaba células
provenientes de seis placas. Para la obtencién de éstas, se afiadié a cada placa
3 ml de una solucién que contenia RIPA, PESTATINA (ug/ml), PSMF (ul/ml) y
un céctel de inhibidores de proteasas. A continuacién se levantaron las células
pasando un rascador celular (scraper) por toda la superficie de la placa. Las
muestras se mezclaron con tampén de carga 2x a partes iguales y se
calentaron a 100 °©C antes de la electroforesis, para romper los puentes
disulfuro y desnaturalizar las proteinas. La separacion de las proteinas se realiz
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato
sodico (SDS-PAGE) (Bis/Acrilamida, Tris HCI Ph 8,9, 375 Mm, SDS 0,1%, APS
0,05% y TEMED). El gel destinado al estudio de la expresion de la subunidad
alc de Ca,1.2 contenia un 8% Bis/Acrilamida, ya que su peso molecular es 249
kDa. Sin embargo, el que se utiliz6 para STIM1 y ORAI1 presentaba un 10% de
Bis/Acrilamida, puesto que sus pesos moleculares son mucho menores (77 y 33
kDa, respectivamente). Cada gel se transfirio a una membrana de[Jutsider]a de
polivinilideno (PVDF). Tanto para la electroforesis como para la transferencia se
utilizo el sistema de Bio-Rad.

La membrana se incubo con una solucion de bloqueo conteniendo 5% de
leche en polvo desnatada diluida en solucion de lavado TTBS (TBS-Tween20,
0,1%), durante una hora. A continuacion, se realizaron tres lavados de 10 min
con TTBS a temperatura ambiente y, posteriormente, se incubd cada
membrana con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C en agitacion.
A continuacion lavamos de nuevo con TTBS e incubamos durante otra hora en
agitacibon a T2 ambiente las membranas con un anticuerpo secundario
conjugado con ] utsidera de rabano.
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Las bandas de proteina de interés se pusieron de manifiesto con la
mezcla de dos sustratos (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo
Scientific) mediante quimioluminiscencia y la deteccion de éstas se llevo a cabo
en un equipo VersaDoc 4000 (BioRad). Las cantidades relativas de proteina
fueron estimadas por densitometria de las bandas utilizando el software
Quantity One (Bio-Rad). La proteina B-actina fue utilizada como control de
carga, normalizando los resultados de expresion de las proteinas estudiadas
Cav 1.2 (alc), STIM1 y ORAI1 respecto a ésta.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los Western Blot
fueron:

Anticuerpo primarios | Tipo Dilucion
Conejo a-hCav1.2 (alc) | Policlonal 1:200
Conejo a-hstiml Policlonal 1:200
Conejo a-horail Policlonal 1:200
Ratdén a-B actina Monoclonal | 1:5000
Anticuerpos Tipo Dilucion
secundarios

Cabra anti-conejo Policlonal 1:1000
Conejo anti-ratén Policlonal 1:10000

9. REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS: Técnica del
“patch-clamp”

En un primer momento se denomind técnica de “fijaciébn de voltaje”
porque permitia controlar o fijar el potencial de membrana de una célula al
voltaje deseado. EI método inicialmente combinaba el uso de dos electrodos
intracelulares. Uno de ellos media el potencial de membrana y el otro inyectaba
corriente en la célula. Un amplificador comparaba el potencial que se media con
el voltaje al cual se queria mantener la célula. El circuito introducia la corriente
necesaria en la célula para llevar el potencial de membrana al nivel deseado.
Esta corriente es exactamente igual (y de sentido contrario) a la cantidad de
corriente que se mueve a través de la membrana de la célula. De esta manera,
la técnica de fijacion de voltaje, nos indica como el potencial de membrana
influye en las corrientes idnicas a través de la membrana, e indirectamente
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como las corrientes que fluyen a través de la membrana determinan el
potencial. Esta técnica permitio a Hodgkin y Huxley realizar un modelo de la
generacion del potencial de accién que les hizo ganar el premio Nobel de
Medicina en 1963 (Hodgkin, A.L. et al. 1952).

Afios mas tarde, sobre la década de los 70, Neher y Sakmann
desarrollaron la hoy conocida técnica del “patch clamp” y por la que
consiguieron el Premio Nobel en 1991 (Neher, E. y Sakmann, B. 1976). Esta
técnica utiliza un Unico electrodo y se basa en poner en contacto una
micropipeta de vidrio con un diametro de punta muy pequefio con la membrana
de la célula. Después de la aplicacion de una pequefia succion en la pipeta se
forma un sello de alta resistencia (del orden de GQQ) entre la pipeta y la
membrana. A través de la pipeta que lleva un electrodo en su interior, se
inyecta a la célula la corriente necesaria para mantener el potencial de
membrana fijado en el nivel deseado, se aplican los diferentes protocolos de
estimulacion y se registran las corrientes ionicas resultantes a través de un
amplificador electronico conectado a la pipeta. Existen cuatro modalidades de
esta técnica dependiendo del area de membrana a través de la cual se controla
el potencial: cell-attached, inside-out, whole-cell y [lutsider-out (Fig.17).
Cuando la punta de la pipeta se adhiere a la membrana plasmatica de la célula,
obteniéndose un sello de alta resistencia, estamos en la configuracion de cel/-
attached. Si se separa el parche de membrana del resto de la célula, se obtiene
la configuracion de /nside-out, que permite modificar el medio al cual la cara
interna de la membrana se encuentra expuesta. Otra posibilidad es que
partiendo de la configuracion de cell-attached, se aplique una ligera succion y
se consiga que el parche de membrana comprendido en la punta de la pipeta
se rompa, estableciéndose un contacto entre la solucion de la pipeta y el medio
intracelular. Esta modalidad se conoce como whole-cell (célula entera). La
configuracién de [lutsider-out se obtiene a partir de la configuracién de whole-
cell. Para ello se separa la pipeta de la célula, con lo cual nos quedamos con un
parche de membrana en el cual la cara externa de la membrana esta hacia el
bafio y la cara interna hacia la solucion de la pipeta.
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Figura 17: Esquema en el que se representan las posibles modalidades de la técnica
de “patch-clamp” (cell-attached, whole-cell, Clutsider-out, inside-out).

9.1 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS EN CELULAS RBL-2H3
MEDIANTE “patch-clamp” CONVENCIONAL:

Las corrientes Icrac en células RBL-2H3 se registraron mediante la
técnica de “patch-clamp whole-cel/” convencional en la configuracion de
fijacion de voltaje a T ambiente (21-25 ©C). Para el estudio de esta corriente
se utilizaron rampas despolarizantes de 200 ms de duracion, desde -150 a
+100Mv, a partir del potencial de membrana de 0 Mv, a una frecuencia de 0,5
HZ durante 400s.

En todos los experimentos se aplicaron -12 Mv para corregir la diferencia
de potencial entre las soluciones de registro (interna y externa). Las corrientes
fueron filtradas a 2,0 Hz y se digitalizaron y muestraron a 10 KHz. Las
corrientes capacitativas transitorias se cancelaron con el sistema de
compensacion automatico del amplificador. Para estudiar el desarrollo de la
Icrac Y @nalizar su inactivacion, la amplitud maxima de ésta fue medida a -130
Mv. Los resultados se muestran como la media = EEM. La comparaciéon entre
los grupos experimentales se realizd con la prueba estadistica t-student, y se
consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando ***p<0.001,
*p<<0.05y ** p<0.01.

Las diferentes soluciones utilizadas en los experimentos fueron las
siguientes:
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Soluciéon externa: NaCl 120Mm, MgCl, 2Mm, CaCl, 10Mm,
Tetraetilamonio-Cl 10Mm, Hepes 10Mm, Glucosa 10 Mm, Ph=7.2 con NaOH
(300 mosmoles/I).

Solucién interna: IP; 0,05 Mm, tapsigargina 5x10® Mm, glutamato de
Cs 120 Mm, NaCl 8 Mm, Cs-BAPTA 10 Mm, MgCl, 3 Mm, CaCl, 4 Mm, Hepes 10
Mm, Ph=7.2 con CsOH (300 mosmoles/I).

Solucién para tamponar débilmente el Ca®* de la pipeta: EGTA
1,2 Mm, IP3 0,05 Mm, tapsigargina 5x10® Mm, aspartato de Cs 145 Mm, NaCl 8
Mm, Cs-Hepes 10Mm, Ph=7.2 con CsOH (280 mosmoles/I).

Solucién para preservar la respiracion mitocondrial: Mg-ATP 5Mm,
Tris-GTP 0,5 Mm, &cido malico 2,5 Mm, piruvato de Na 2,5 Mm, NaH,PO, 1Mm.

9.2 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS EN CELULAS DE MUSCULO
LISO DE ARTERIA CORONARIA HUMANA MEDIANTE “patch-clamp”
PLANAR:

Las corrientes operadas por depositos (SOCs) en las células de musculo
liso de arteria coronaria humana (hCASMCs) fueron registradas utilizando la
técnica de “patch-clamp whole-cell “con el sistema de registro planar (Nanion
Port-a-patch planar; Nanion Technologies, Munich, Alemania) en la
configuracion de fijacion de voltaje.

Para el registro, las células fueron despegadas del frasco de cultivo con
Detachin (AMS Biotechnology) o HBSS (medio de cultivo libre de Ca** y Mg?").
Después, éstas se resuspendieron en la solucion externa (en Mm): 145 NaCl,
2.8 KCI, 2 MgCl,, 2 CaCl,, 10 HEPES, 10 D-glucosa (Ph 7.4) a una densidad de
1-5x10° células/MI y se utilizaron en los 90 min siguientes. Esta solucién
externa también se utiliz6 como solucion de registro externo, excepto por la
concentracion de CaCl, (10 Mm). Los chips utilizados para el registro eléctrico
tenian una resistencia de 2-3 MQ cuando se depositaba la solucidon de registro
intracelular, la cual contenia (en Mm): 145glutamato de Cs, 8 NaCl, 1 MgCl, 10
EGTA, 10 HEPES, 2 Na-ATP (Ph ajustado a 7.2 con CsOH). Inmediatamente
después de alcanzar la configuracion whole cell se midio la capacitancia de la
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célula, las resistencias en serie y de la membrana. Estos valores se revisaron
continuamente, y si variaban +10%, el experimento fue descartado.

Las SOCs se midieron utilizando una rampa de voltaje (-100 a + 100 Mv
en 120 ms) aplicada cada 5 s (0.2 Hz) desde un voltaje de mantenimiento de 0
Mv. Las SOCs se adquirieron con un amplificador EPC-10 (HEKA). La amplitud
de las corrientes se midié a un voltaje de -80 Mv, y se normalizé con respecto
al valor de la capacitancia de cada célula. La corriente de fuga se obtuvo del
promedio de las primeras 5 corrientes generadas por la rampa de voltaje,
aplicadas al inicio del experimento y antes de la activacion de las SOCs. A todas
las corrientes obtenidas se les resto la corriente de fuga. La diferencia de
potencial entre las soluciones de registro (interna y externa) y las corrientes
capacitativas transitorias se cancelaron con el sistema de compensacion
automatico del amplificador (EPC10). Los registros se filtraron a una frecuencia
de 10 kHz y se muestrearon a 5 kHz.

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-25°C).
Los datos se analizaron con el software Patchmaster (Nanion Technologies,
Munich, Alemania) y Microcal Origin 7 (OriginLab, Ma, USA). Los resultados se
representan de la misma manera que los obtenidos en las células RBL-2H3
(apartado 9.1).

10. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos mostrados provienen de al menos tres experimentos
independientes. Cuando se compararon 2 medias se utilizo la ¢ de Student para
muestras pareadas 0 no, segun correspondiese. La comparacion de datos
incluidos en dos o mas grupos se realizo con el analisis de la varianza ANOVA
de dos vias, y las medias se compararon utilizando el test de comparaciones
multiples de Bonferroni. Las diferencias se consideraron significativas cuando
p<0,05.
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B. LINEAS CELULARES Y PLASMIDOS

La linea celular A10 fue donada por el Prof. Santiago Lamas (CIB, CSIC,
Madrid).

Las células de musculo liso de arteria coronaria humana son un cultivo
primario suministrado por LONZA.

Las células RBL-2H3 fueron donadas por el Dr. Markus Hoth (Saarland
University, Homburg, Alemania).

El plasmido que codifica para la aecuorina dirigida a mitocondria, unida a
la proteina GFP (GFP-AEQmit) fue amablemente donado por el Dr. Philip Brulet
(Instituto Pasteur, Gif-sur-Yvette, Paris).

- C. MEDIOS DE CULTIVO, TAMPONES Y SOLUCIONES

DMEM 1 g/I glucosa (LONZA)

+ 10000 u/ml Penicilina 'y 10000 pg/ml Estreptomicina
+ 1 % L- Glutamina
+ 10 % FBS

a-MEM (LONZA)

+ 10000 u/ml Penicilina y 10000 pg/ml Estreptomicina
+ 1 % L- Glutamina
+ 15 % FBS

SmBulletKit (LONZA)

+ 5 9% FBS

+ Suplementos:

0,1 % Sulfato de Gentmicina + Anfotericina B

0,1 % Insulina humana recombinante

0,1 % rhEGF (factor de crecimiento epidérmico humano)
0,2 % factor B de crecimiento de fibroblastos humanos
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Tampon fosfato salino (PBS)

NaCl 136 Mm
KCI 2,7 Mm
NaH,PO, 8 Mm
KH,PO,4 1,5 Mm
Ajustar a Ph=7,4

Medio Externo Completo (MEC)

NaCl 145 Mm

KCI 5 Mm

MgCl, 1 Mm
Hepes 10 Mm
Glucosa 10 Mm
CaCl, 1 Mm
Ajustar a Ph=7,42

Medio Interno Completo + ATP 0,1 M (MIC)

KCl 130 Mm

MgCl, 2 Mm

Succinato sédico 5 Mm
Hepes 20 Mm

NaCl 5 Mm

KH,PO4 2 Mm

EGTA-Tris 0,45 M
H-EDTA-Na 0,1 Men Tris1 M
ATP 1 Mm

Ajustar a Ph=6,8

Soluciones para Western Blot:

-Tampon de muestra 2x: Tris-HCI 62,5 Mm (Ph=6,8), SDS 2%,
glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0.05%.

~Tris-HCI 2M (Ph=8,9)
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~Tris-HCI 1M (Ph=6,8)
- APS 20 %

-Tampdén de electroforesis 10X (Ph=8,3): Trizma base 0,25 M,
glicina 192 M y SDS 1%.

-Tampodn de trasferencia Ph=8,3 (tris-glicina-metanol): Trizma
base 25 Mm, glicina 192 Mm y metanol 20%.

-TBS 10x (Ph=7,5): Tris-HCI 25 Mm y NaCl 0,9%.
- TBS tween 0,1%0 (TTBS): TBS 10X y tween 20 (0,1%).
- Tampon de Bloqueo: TTBS y leche desnatada en polvo (5%).

- Azul de Comassie: Azul de Coomassie 0,1%, metanol 40%, acido
acético 5% y agua desionizada.

- Solucién de destefir: metanol 30%, acido acético 10% y agua
desionizada.

D. MATERIALES Y REACTIVOS
Ab-cam (Cambridge, UK)
- Anticuerpo 1™ y 2™ g-beta actina para WB
Alomone Labs (Jerusalén, Israel)
- Nifedipina
- Tapsigargina
- Anticuerpos a-STIM1, a-ORAI1, a-Cav1.2 subunidad alc para WB
AMAXA biosystems (Maryland, EE.UU)

- Nucleofector™ 11

74



111.Material y Métodos

Applied Biosystems (Madrid, Espafia)

- Kit retrotranscripcion inversa
- DNAsa | (Ambion)

BD Falcon

- Tubos de fondo redondo de polipropileno estériles (15 ml)

Calbiochem

- 2-APB
- BTP2

Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan, EE.UU)
- Ibuprofeno

- Indometacina

- R-Flurbiprofeno

- Salicilato

- Sulfuro de Sulindac

Corning

- Frascos de cultivo celular de 75 cm?
- Rascador celular (scraper)

Fermentas, Thermo Fisher Scientific (Madrid, Espafia)
- ECL

- Taq ADN polimerasa

- RIPA

INVITROGEN Corporation (Carlsbad, California, EE.UU)
- Celenterazina

- Fura-2/AM
-TMRM
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- TRIZOL

LONZA (Barcelona S.L., Espafia)

- Medio DMEM

- Medio SmBulletKit

- Suero bovino fetal (FBS)

- Antibiéticos: Penicilina, Estreptomicina
- L-Glutamina

- Tripsina-EDTA

- Solucién de tampédn fosfato (PBS)

Millipore (Madrid, Espaia)

- Membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF)

Merck (Madrid, Espafa)

- Acido clorhidrico
- Butanol

- Cloruro célcico

- Cloruro de magnesio
- Cloruro potasico
- DMSO

- Etanol

- Hidréxido sodico
- Isopropanol

- Metanol

- Bis-acrilamida

Nunc Labclinics (Barcelona, Espafia)
- Frascos de cultivo celular de 25 cm?

- Placas de cultivo de 4 pocillos
- Placas de cultivo de 6 pocillos
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Sigma Aldrich (Madrid, Espafia)

- Acido etilendiamonio tetra-acético (EDTA)

- Acido etilenglicol-bis-(2-aminoetileter)-N,N,N’,N'-tetra-acético (EGTA)
- PS (Fluka)

- Azul de tripano (Trypan Blue)

- ATP

- Cloruro de Lantano

- Digitonina

- Dodecil sulfato sodico (SDS)

- Glicina

- Hepes

- LB-Broth

- Luciferina-Luciferasa (“Firefly Latern Extract”)
- Pestatina

- PMSF

- TEMED

- Tween 20

-B-Mercaptoetan
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12 PARTE RESULTADOS:
MODELO ESTUDIO: LINEA CELULAR A10

1. VIAS DE ENTRADA DE Ca?*" EN LAS CELULAS DE
MUSCULO LISO VASCULAR DE AORTA EMBRIONARIA DE
RATA A10

En primer lugar investigamos las principales vias de entrada de Ca** en
las células A10. Mediante experimentos de imagen de fluorescencia se
monitorizé la entrada de Ca®* operada por dep6sitos (SOCE) en las células de
musculo liso vascular de aorta de rata embrionaria A10. En la Fig.18A se
observa en células con depositos intactos (no tratadas con tapsigargina), que la
re-adicién de Ca?* en el medio extracelular a células en medio libre de Ca*" no
produce incremento del cociente de fluorescencias de fura2 excitadas a
340/380. En cambio, cuando los depésitos de Ca®" intracelular eran
previamente depletados al tratar las células con tapsigargina (un inhibidor
irreversible de la bomba SERCA del RE) en medio libre de Ca®", la re-adicién de
Ca*" al medio extracelular inducia un gran incremento en la [Ca®*]q; reflejo de
la entrada de éste a través de SOCE (Fig.18B). Se comprobd también en estas
células, la presencia de otros mecanismos de entrada de Ca**, como los canales
dependientes de voltaje (VOCE). Para ello, estimulamos las células con un
medio extracelular despolarizante que contenia alta concentracion de K* (75
mM), lo que inducia el incremento significativo de la [Ca®*].: (Fig.18C). La
entrada de Ca®* inducida por voltaje (VOCE) era significativamente menor que
la inducida por SOCE, y era sélo aparente en una fraccibn de células
significativamente menor que la inducida por SOCE (Fig.18D).
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Figura 18: Las células A10 muestran SOCE y VOCE. Las células se cargaron con la sonda de Ca?"
intracelular fura-2/AM durante 90 min y se midié la [Ca®*] mediante imagen de fluorescencia. A, en
células no tratadas con tapsigargina (1 uM) no hay cambios en la [Ca®*'].; (representado como Ratio
340/380) tras la aplicacién de Ca** en el medio extracelular, incremento si apreciable en las células
tratadas previamente con tapsigargina, consecuencia directa de SOCE (B), en ambos casos se muestran
células representativas de 3 experimentos. En los paneles superiores se observan imagenes
representativas del ratio codificadas en pseudocolor (Ratio de 0 a 1). C, la despolarizacion de la
membrana plasmatica con un medio alto en K* (75mM) induce un pequefio incremento en el ratio de
ciertas células reflejando VOCE (células representativas de 3 experimentos). D, la grafica superior muestra
la media = EEM del incremento en el ratio generado por SOCE y VOCE en las células que responden
(n=200 y 39 células respectivamente). La grafica inferior indica el porcentaje de células que presentan
SOCE y VOCE (*p<0,05).

Para caracterizar mas profundamente la SOCE en estas células
estudiamos la expresibn de dos proteinas recientemente descubiertas
implicadas directamente en SOCE, Stim1 (Liou, J. et al. 2005) y Orail (Prakriya,
M. et al. 2006), pues su expresion habia sido previamente observada en otros
tipos de células de musculo liso vascular, como las células de safena humana y
arteria coronaria humana. (Takahashi, Y. et al. 2007; Li, J. et al. 2008).
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Utilizando la técnica de la RT-PCR comprobamos la expresion del RNA
mensajero Stiml y Orail en nuestro modelo celular (Fig.19).

M Stim1 Orail

Figura 19: Las células A10 expresan el RNAmM de Stiml y Orail. Las bandas corresponden a los
productos de amplificacién obtenidos mediante RT-PCR, (Stim1=243 pb; Orail=178 pb) identificados en
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Se muestra un experimento representativo de los 3
independientemente realizados.

A continuacion se realiz6 una caracterizacion farmacolégica de SOCE en
las células A10. Para ello, estudiamos los efectos de antagonistas clasicos de
SOCE como LaCl; y 2-APB asi como un nuevo y mas potente antagonista de
Icrac, €l BTP-2 (Zitt, C. et al. 2004) sobre SOCE en células A10 (Fig.203). Todos
los antagonistas de SOCE empleados inhibieron SOCE en células A10 sin afectar
VOCE (Fig.20B). Por otro lado, Nifedipina, un antagonista especifico de canales
de Ca?" dependientes de voltaje tipo L no inhibié SOCE (Fig.20C) excluyendo
asi contribucién alguna de los canales de Ca*" dependientes de voltaje en la
entrada de Ca®" inducida por SOCE.
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Figura 20: Diversos antagonistas clasicos y no clasicos de SOCE inhiben SOCE pero no VOCE
en células A10. A, los registros muestran los valores del cociente de flurescencias (media = EEM de 7 a
9 células) de experimentos representativos reflejo de SOCE medido en las mismas células antes y después
del tratamiento con distintos antagonistas de SOCE (La®**, 2-APB y BTP2). B, efecto de los mismos
antagonistas sobre VOCE. Los experimentos son representativos de 3 experimentos independientes y en
cada registro se ha representado la media + EEM de 10-12 células. C, Nifedipina (1 uM), un antagonista
especifico de los canales de Ca®** dependientes de voltaje tipo L no inhibe SOCE en las células A10.
Registro representativo de 3 experimentos independientes (media = EEM de 15-18 células).

Existe numerosa bibliografia sobre el papel de SOCE en el control de
la proliferacion celular en diversos tipos celulares, desde el caso mejor
caracterizado de los linfocitos T, (Lewis, R.S. 2001) hasta las células de
musculo liso vascular (Golovina, V.A. et al. 2001), donde se conoce que la
entrada capacitativa regula la expresion génica de los factores de
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transcripcién CREB y NFAT, relacionados con la proliferacion de estas células
(Barlow, C.A. et al. 2006). Para comprobar el papel de la entrada de Ca**,
en general, y SOCE, en particular, en la proliferacion de las células A10
investigamos el efecto de la ausencia de Ca** en el medio extracelular y de
diversos antagonistas de SOCE sobre la proliferacion celular (Fig.21). Los
resultados muestran que la ausencia de Ca?" extracelular inhibe
significativamente, aunque no abole, la proliferacion celular (Fig.21A). Por
otra parte, los antagonistas de SOCE, La®", 2-APB y BTP-2 inhibieron
significativamente, aunque no abolieron, la proliferacién celular (Fig.21B).
Los resultados anteriores sugieren que la proliferacion celular depende en
buena medida de la entrada de Ca** desde el medio extracelular a través de
SOCE aunque un componente independiente de Ca®* extracelular pudiera
contribuir a la proliferacion celular.
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Figura 21: La retirada del Ca®"extracelular y los antagonistas de SOCE inhiben la proliferacién
de las células A10. A, Se sembraron células A10 y se cultivaron /n vitro en distintos medios. Al cabo de
15 dias se cuantificaron la proliferacion y viabilidad celulares. La adicion de EGTA 1,8 mM al medio de
cultivo (concentracién de Ca?* en el medio de cultivo 1,8 mM) inhibe la proliferacién celular. La adicién de
EGTA 1.8 mM y 1.8 mM de Ca** al medio de cultivo revierte los efectos antiproliferativos del EGTA. B, las
células A10 se cultivaron /n vitro en medio de cultivo completo (control) y en presencia de LaCl; 100 pM,
2-APB 10 pM y BTP2 10 nM durante 15 dias antes de evaluar la proliferacion celular. Todos los
experimentos de proliferacion se realizaron durante 15 dias. La barras muestran los valores medios + EEM
de 3 experimentos independientes (*p<0,05).

2. EL SALICILATO Y OTROS AINES INHIBEN LA
PROLIFERACION DE LAS CELULAS A10

Estudios recientes de nuestro laboratorio demostraron que el salicilato
(principal metabolito de la aspirina y antibiotico natural de muchas frutas y
hortalizas) inhibe la proliferacién de células tumorales de carcinoma de colon
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humano (Nunez, L. et al. 2006). Por otro lado, tanto este compuesto, como
otros AINEs, han sido propuestos como posibles candidatos en el tratamiento
de desérdenes proliferativos de la pared vascular. Su mecanismo de acciéon no
esta claro, aunque se cree que podria ser independiente de su accion
antiinflamatoria (Weber, A. et al. 2000;Marra, D.E. y Liao, J.K. 2001; Brooks, G.
et al. 2003; Gu, Q. et al. 2005). Por ello, hemos estudiado si el salicilato y otros
AINEs podrian inhibir la proliferacion de las células A10, modelo de musculo liso
vascular. Los resultados se muestran en la Fig.22. El salicilato inhibe la
proliferacion de células A10 de una forma dosis dependiente (Fig.22A). El resto
de AINEs testados (ibuprofeno, indometacina y sulfuro de sulindac) también
inhiben significativamente la proliferacion de las células A10 a concentraciones
consideradas terapéuticas (100 uM) (Fig.22B). Se estudié también el efecto de
un analogo estructural, el R-Flurbiprofeno, un analogo del ibuprofeno y
enantiomero o6ptico del S-Flurbiprofeno, un compuesto incapaz de inhibir la
enzima ciclooxigenasa y que carece por tanto de actividad anti-inflamatoria. El
R-flurbiprofeno inhibi6é la proliferacion celular de un modo similar al de sus
analogos estructurales (Fig.22C) sugiriendo que los efectos de los AINEs son
independientes de su accion anti-inflamatoria.

85



A

120
100+
801
60
401
20

Proliferacion Cel (%)

0

120
100+

Proliferacién Cel (%)

0_

1V Resultados

Salicilato (uM)

*
*

Control 100 500 2000

AINEs (100 pM)

*

Control lbupro Sulin Indom

S 100
© |
3 8o
S 60
O

T 401
Q

§ 20
T

Control

R-Flurbiprofeno (uM)

*

1 10 100

Figura 22: Los AINEs inhiben la proliferacion de las células A10. A, el salicilato inhibe la
proliferacion de las células A10 de un modo dependiente de la dosis (100-2000 uM). B, otros AINEs
incluyendo ibuprofeno, sulindac e indometacina celular también inhiben la proliferacion celular a
concentraciones consideradas terapéuticas (100 uM). C, efecto dosis dependiente de R-flurbiprofeno (1,
10, 100 uM) sobre la proliferacion de las células A10. Cada barra es la media + EEM de 3 experimentos

(*p<0,05).
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3. LOS AINEs INHIBEN SOCE PERO NO VOCE EN LAS
CELULAS A10

Puesto que la proliferacién celular es dependiente de la entrada de Ca®*,
estudiamos si los AINEs podian inhibir la proliferacion actuando sobre vias de
entrada de Ca®*. Esta idea est4 basada en estudios previos de nuestro grupo,
en los que se demostraba la inhibicion de la entrada capacitativa de Ca®* por el
salicilato, tanto en la linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano (HT29)
como en la linea celular procedente de leucemia linfoblastica humana (Jurkat)
(Valero, R.A. et al. 2008). Estudiamos los efectos de los diferentes AINEs
testados sobre SOCE y VOCE a las mismas concentraciones a las que estos
compuestos inhibian la proliferacion (salicilato 10-2000 puM; resto AINEs 100
uUM). Los resultados muestran que todos los AINEs testados inhiben SOCE en
las células A10 (Fig.23). Sin embargo, ninguno de los AINEs testados inhibe
VOCE (Fig.24). De hecho, en todos los casos estudiados, observamos que la
despolarizacién inducia un incremento de [Ca®*].: debido a VOCE. En estas
condiciones de elevada [Ca?"].: , la adicién de AINEs no sélo no decrecia la
[Ca**]at Sino que parecia elevarla.

87



1V Resultados

>
2
@)
@)
m

2,07 2,07 .
2 min 2min
2 — 2 —
@ 1,51 @ 1,51
S S Ibuprofeno
o 1,01 S 1,0
je! 2
T 0,51 T 0,51
0,0- Cazt+ 0,0
2,07 2 min 2,07
L 4 cd T o
& Lo Indometacina Q15 2 min
S S —
& 1,01 < 1,01
o™ .
2 o Sulindac
T 0,57 T 057
* / o /
00 — — 00" — —
Ca?* Ca? Ca? Ca?*

vy
=
S
O
S

1 + Salicilato (uM) + AINES (100pM)
8\0/80 1 5’880 1 *
LLl 60 - * LU 60 *
O * O
O 40 1 O 40
n 20 A * o 20 H

*
0 - 0 |
Control 10 100 500 2000 Control Ibupr Indom Sulind

Figura 23: Los AINEs inhiben SOCE en las células A10. A, las células A10 se cargaron con fura-2/AM
durante 90 min, periodo tras el cual fueron incubadas durante 10 min con tapsigargina (1uM) en medio
libre de Ca*. Los experimentos comenzaron con la perfusién en medio libre de Ca?", seguidamente se
adicioné Ca** 1 mM al medio externo (estimulo) induciéndose un incremento en la [Ca?*]; reflejo directo
de SOCE. A continuacion, se perfundieron las mismas células en medio libre de Ca®* en presencia de los
diferentes AINEs (salicilato 10-2000 pM; ibuprofeno, indometacina y sulindac 100 pM), antes de
readicionar en el medio Ca®* junto con los AINEs para estudiar el efecto de éstos sobre SOCE. Cada una
de las graficas es un registro promedio representativo de 3 experimentos independientes siendo la media
+ EEM de 9, 9, 9 y 18 células respectivamente. B y C, las barras de estas dos graficas muestran la
disminucion dosis dependiente de SOCE inducida por salicilato y los efectos de ibuprofeno, indometacina y
sulindac (100 pM), sobre el mismo parametro. Cada una de las barras es la media + EEM de al menos 3
experimentos independientes (*p<0,05).
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Figura 24: Los AINEs no inhiben VOCE en las células A10. Las graficas muestran registros de Ca**
representativos de células individuales de al menos 3 experimentos realizados independientemente. A,
salicilato (500 pM) disminuye la [Ca®*]4 una vez generada SOCE en células tratadas con tapsigargina. B-E,
efecto de los diferentes AINEs (salicilato 500 uM, sulindac, indometacina e ibuprofeno 100 pM) sobre
VOCE. Todos ellos fueron administrados durante la despolarizacién de la membrana plasmatica, una vez
generada VOCE. F, las barras representan la media + EEM de la [Ca®*]; de unas 8 células, inducida por
VOCE, antes (control) y después de la adicion de los correspondientes AINEs en los registros de
fluorescencia. (p>0,05).
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4. LOS AINEs NO INHIBEN SOCE ACTUANDO
DIRECTAMENTE SOBRE EL CANAL IONICO RESPONSABLE

Una vez comprobado que los AINEs inhiben SOCE en las células A10
quisimos estudiar si actuaban directamente sobre los canales operados por
depdsitos 0 modulando algun mecanismo regulador de esta via de entrada de
Ca®". Para este estudio investigamos los efectos de los diferentes AINEs sobre
la corriente Icrac €n células RBL. Hemos utilizado este modelo celular por dos
razones fundamentales: en primer lugar, porque Icrac €Std muy bien
caracterizada en estas células (Hoth, M. et al. 2000). En segundo lugar, porque
esta muy bien establecido que Icrac Y SOCE en estas células esta controlada por
la mitocondria (Gilabert, J.A. y Parekh, A.B. 2000). En primer lugar,
confirmamos mediante imagen de fluorescencia la presencia de SOCE y su
control por la mitocondria en las células RBL. La Fig.25 muestra registros tipicos
de la [Ca®"]i en células RBL cargadas con fura-2/AM y tratadas con
tapsigargina en medio libre de Ca®* extracelular. En estas circunstancias, la
adicion de Ca** extracelular inducia un gran incremento de la [Ca*"].: que
refleja SOCE. El incremento de la [Ca®"].; fue inhibido por el desacoplante
mitocondrial FCCP consistentemente con el control mitocondrial de SOCE
descrito en detalle para estas células (Fig.25B). Este efecto refleja el control
mitocondrial de la entrada capacitativa de Ca®" descrito en estas células.
Ademas, comprobamos que los diferentes AINEs incluyendo ibuprofeno,
indometacina, sulfuro de sulindac y salicilato (todos testados a 100 uM) inhibian
también SOCE en las células RBL (Fig.25C-F).
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Figura 25: El desacoplante mitocondrial FCCP y los AINEs inhiben SOCE en las células RBL. Las
células RBL fueron cargadas con fura-2/AM, tratadas con tapsigargina en medio libre de Ca®" y utilizadas
para monitorizar SOCE mediante imagen de fluorescencia. A, la adicion de Ca®* en el medio extracelular
en células RBL tratadas con tapsigargina induce un incremento reproducible en la [Ca*']; consistente con
SOCE. B, el incremento en la [Ca®*']. inducido por SOCE fue inhibido por el desacoplante mitocondrial
FCCP mas oligomicina de forma reversible. C-F, diferentes AINEs (100 uM) inhiben SOCE en las células
RBL. Cada una de las graficas es un registro promedio (media + EEM) de 17, 10, 10, 14, 12 y 22 células
respectivamente.

Una vez confirmada la inhibicion de SOCE por AINEs en células RBL, se
estudiaron los efectos de estos compuestos sobre la corriente lgac €n dichas
células mediante la técnica del “patch-clamp” convencional en la configuracion
de whole cell. La Fig.26A muestra la relacién I-V de la corriente Icrac CON su
tipica rectificacion hacia dentro, es decir, una mayor corriente a potenciales
negativos que a potenciales positivos a los 2, 100 y 400 s tras el comienzo del
registro en células control. La Fig.26B muestra la maxima amplitud de la
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corriente medida a 2 potenciales extremos (uno muy negativo, -130 mV, y otro
bastante positivo, +80 mV) a lo largo del tiempo, observandose que la amplitud
maxima de la corriente no decae por el enorme poder quelante del BAPTA. Los
resultados muestran que en estas condiciones de fuerte tamponamiento de
Ca** (10 mM BAPTA) los diferentes AINEs testados (salicilato, ibuprofeno e
indometacina) no inhiben la corriente Icrac. En estas condiciones el flujo de
Ca** es rapidamente tamponado por el quelante lo que evita la inactivacion por
Ca’* caracteristica de la corriente legac (Fig.26C). Estudios previos han
mostrado que si se tampona débilmente el Ca®* (1,2 mM EGTA), la mitocondria
es capaz de captar el Ca?" acumulado cerca de los canales CRAC evitando asf
su inactivacion (Hoth, M. et al. 1997; Hoth, M. et al. 2000). Para conseguir que
la mitocondria mantuviera su capacidad de captar Ca®* durante los registros de
Icrac, S€ afiadid una mezcla de varios componentes (5 mM Mg-ATP; 0,5 mM
Tris-GTP; 2,5 mM &cido malico; 2,5 mM piruvato de Na*; 1 mM NaH,PO,) a la
solucion de la pipeta capaz de alimentar la cadena respiratoria y mantener el
potencial mitocondrial (AW). La figura.27A muestra que en estas nuevas
condiciones permisivas para la actividad mitocondrial, la corriente Icrac S€
mantiene durante todo el registro, siendo significativamente reducida en
presencia del protonéforo CCCP, o de los bloqueantes del uniportador de Ca®*
mitocondrial como el rojo de rutenio y su analogo permeable rutenio 360. Estos
datos sugieren en primer lugar que la mitocondria controla la corriente Icrac en
las células RBL, pues la pérdida de su funcion disminuye la amplitud de la
corriente. El tratamiento de las células con salicilato, ibuprofeno e indometacina
(10-100 pM) también modificaba la cinética de la corriente (Fig.27B). En
segundo lugar, los resultados sugieren, que el salicilato y otros AINEs inhiben
SOCE de un modo indirecto dependiente del control mitocondrial de la corriente
Icrac responsable de SOCE (Fig.27C).
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Figura 26: Los AINEs no inhiben la corriente CRAC en células RBL en condiciones de fuerte
tamponamiento del Ca®" intracelular. A, representacion I/V (corriente frente a voltaje) de la corriente
CRAC en las células RBL en presencia de 10 mM de BAPTA intracelular a los 2, 10 y 400 s, tras conseguir
la configuracion de whole cell. B, cinética de la corriente CRAC respecto al tiempo en células control
medida a -130 mV (maxima) y a +80 mV (practicamente 0). Los valores mostrados son el promedio de 16
células. C, cinética de la corriente CRAC en células tratadas con ibuprofeno (n=7), salicilato (n=11) e
indometacina (n=6) a unas concentraciones de 10-100 uM. D, las barras muestran la media de las
corrientes CRAC obtenidas en los experimentos representados en B (control) y C (condiciones
experimentales) no siendo ninguna significativamente diferente del control. En todas las condiciones la
corriente CRAC se obtuvo de eliminar la media de las corrientes activadas durante las tres primeras
rampas de voltaje, antes de que se activaran los canales CRAC.
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Figura 27: Los AINEs inhiben la corriente Icrac en células RBL en condiciones de
tamponamiento débil del Ca?* intracelular. Las corrientes fueron medidas utilizando una solucién
que contenfa 1,2 mM de EGTA tamponando débilmente el Ca®* y un céctel mitocondrial que mantenia
funcionales a las mitocondrias A, regulacion de las corrientes CRAC por las mitocondrias. Se representa la
cinética de la corriente en el caso control (negro) y tras incubar las células con CCCP durante 5 min
(verde), impidiéndose la captacién de Ca?* mitocondrial y como consecuencia la inactivacion de la
corriente. B, representacion de las corrientes CRAC registradas bajo las mismas condiciones que en A, a
excepcion del tratamiento de las células con lo diferentes AINEs (indometacina, salicilato e ibuprofeno)
generando una inactivacion de las corrientes similar al efecto producido por el CCCP. C, analisis estadistico
de las corrientes CRAC medidas 6 min después de establecerse la configuracion de whole cell y cuando la
fraccion de corriente era maxima tanto en las condiciones control como en las experimentales. Todas las
barras muestran los valores medios = EEM, siendo significativamente diferentes de la condiciéon control
(**p<0,01;***p<0,001).
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5. CONTROL MITOCONDRIAL DE SOCE EN LAS CELULAS
Al10

Tras mostrar que los AINEs inhiben SOCE de manera indirecta en las
células RBL, decidimos estudiar si en las células A10 la mitocondria controla
SOCE de la misma manera que lo hace en las células RBL (Hoth, M. et al. 1997;
Gilabert, J.A. y Parekh, A.B. 2000; Hoth, M. et al. 2000; Schwarz, E.C. et al.
2007). Para ello estudiamos en primer lugar si la entrada capacitativa de Ca**
induce captacion de Ca** mitocondrial. Para realizar los experimentos de
medicién de la [Ca*"]mit mediante imagen de bioluminiscencia, las células A10
se transfectaron con aecuorina dirigida a mitocondria (GFP-AEQmit) y se
reconstituyeron con celenterazina (ver mas detalles en “Material y Métodos”).
La Fig.28A muestra que SOCE induce el incremento de la [Ca*"]mit en las células
A10. Sin embargo, la despolarizacion de la membrana plasmatica con un medio
alto en K* que estimularia la entrada de Ca** al citosol via VOCE, no produce
incremento alguno en la [Ca®*]mi (Fig.28B). Estos datos sugieren que las
mitocondrias en las células A10 son sensibles especificamente a los incrementos
en la [Ca®*]. inducidos por SOCE, quizas porque los incrementos de la [Ca®*]
que se generan por VOCE en las células A10 son muy pequefios (Fig.18).
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Figura 28: SOCE, pero no VOCE, induce captacién de Ca®>* mitocondrial en las células A10. Las
células A10 se transfectaron con aecuorina dirigida a mitocondria (GFP-AEQmit), se reconstituyeron con
celenterazina h, y se midi6 la [Ca**]mi en célula Ginica mediante imagen de bioluminiscencia. A, (SOCE) las
células se trataron con tapsigargina (1 pM) durante 10 min en medio libre de Ca?" para vaciar los
depé6sitos, a continuacién se perfundieron con medio externo que contenia Ca* para estimular SOCE, y
los fotones emitidos reflejo de la captacion de Ca®* mitocondrial fueron registrados. Las imagenes
superiores del panel muestran imagenes tipicas de fluorescencia de células transfectadas (izquierda) y de
fotones acumulados (derecha) durante SOCE. Las graficas indican los valores de la [Ca?"]mi en las células
individuales y el porcentaje de fotones emitidos restantes tras las unién del Ca®* a la aecuorina de esas
células. B, (VOCE) las células se perfundieron con un medio alto en K™ (75 mM) para inducir VOCE, y los
fotones emitidos reflejan la captacion de Ca®" por parte de la mitocondria. Las imagenes superiores
muestran células transfectadas con el plasmido y la ausencia de fotones emitidos por la no unién de Ca?*
a la aecuorina. Las gréficas representan valores de la [Ca®* ] en células individuales y el porcentaje de
fotones emitidos restantes. Todos los datos son representativos de al menos 3 experimentos
independientes. Las escalas de pseudocolor que se muestran en la parte superior indican valores de 0
(azul) a 10 (rojo) fotones/pixel.

En segundo lugar, hemos estudiado los efectos de la despolarizacion mitocondrial
sobre SOCE en células A10 utilizando un desacoplante mitocondrial (FCCP 10 uM).
La Fig. 29A muestra la inhibicién de SOCE por el colapso del potencial mitocondrial,
siendo este efecto reversible tras el lavado del desacoplante. Se obtuvieron
resultados similares al utilizar antimicina A (0,5 pg/ml), inhibidor del complejo 111
de la cadena respiratoria de la mitocondria, junto a la oligomicina (0,12 pM) (Fig.
29B), un coctel que colapsa el potencial mitocondrial y que también resulta en la
inhibicién de SOCE en las células A10. Ademas observamos que el FCCP disminuia la
[Ca®*].:i si se aplicaba durante SOCE, pero no tenia ese efecto sobre la [Ca*'].; Si se
aplicaba durante VOCE (después de despolarizar la membrana plasmatica),
indicando que la despolarizacion mitocondrial inhibe SOCE pero no VOCE en las
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células A10 (Fig. 29Cy
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Figura 29: La despolarizaciéon mitocondrial inhibe SOCE, pero no VOCE, en las células A10. A,
el desacoplante mitocondrial FCCP (10 uM + oligomicina 0,12 pM) inhibe de forma reversible SOCE. B, la
despolarizacion mitocondrial producida por el coctel formado por antimicina A (0,5 pg/ml) y oligomicina
(0,12 uM) también inhibe SOCE en las células A10. C, la adiciéon de FCCP (10 uM) durante SOCE disminuye
la [Ca®*]q. D, FCCP (10 uM) afadido tras la despolarizacién de la membrana plasmética con medio alto en
K* (75mM) no produce disminucién de la [Ca**]¢ sino méas bien un pequefio aumento. Todas las gréficas
muestran registros representativos de células individuales (8-17 células) estudiadas en al menos 3
experimentos independientes para cada uno de los casos.

6. SALICILATO Y OTROS AINEs DESPOLARIZAN LA
MITOCONDRIA EN LAS CELULAS A10
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Los resultados anteriores demuestran que la despolarizacién mitocondrial,
una maniobra que disminuye la captacién mitocondrial de Ca**, favorece la
inactivacion de Icrac en células RBL e inhibe SOCE en células RBL y en células
A10. Por tanto, nos planteamos la posibilidad de que salicilato y otros AINEs
inhibiesen SOCE y por tanto la proliferacion celular actuando sobre la
mitocondria. Por ello decidimos investigar los efectos de los AINEs sobre el
potencial mitocondrial (AW) y la captacién mitocondrial de Ca®* en células A10.
Para ello utilizamos la sonda mitocondrial TMRM que se acumula en las
mitocondrias en funcién del AW, de modo que la concentracion de esta sonda
(y su fluorescencia asociada) serd mayor en células con mitocondrias
polarizadas y menor en aquellos casos en los que exista una pérdida relativa de
potencial (despolarizacion mitocondrial). Nuestro grupo ha estimado que 10 pM
de FCCP colapsa completamente el AW apagando totalmente la fluorescencia
del TMRM (Nunez, L. et al. 2006; Valero, R.A. et al. 2008), por lo que todos los
experimentos finalizaban con la perfusiéon del desacoplante, para tomar esos
datos como fluorescencia de fondo (ver méas detalles en “Material y Métodos™).

La Fig.30 A y B muestra que el salicilato, de manera dosis dependiente
disminuye la fluorescencia del TMRM consistentemente con una despolarizacion
mitocondrial. Se obtuvieron resultados similares con ibuprofeno, indometacina y
sulfuro de sulindac a la misma concentracién (100 uM) a la que inhibian SOCE y
la proliferacion celular en células A10 (Fig.30 C). Para demostrar que tanto el
tratamiento con salicilato como con los demas AINEs no afectaban al
metabolismo celular, se estudiaron los posibles efectos de dichos compuestos
sobre los niveles celulares de ATP, mostrandose que no se producian cambios
significativos en los niveles celulares de éste (Fig.30 D).
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Figura 30: los AINEs despolarizan la mitocondria en las células A10. Los registros del potencial
mitocondrial se obtuvieron mediante microscopia de fluorescencia cargando las células con la
sonda TMRM (100 nM) durante 30 min a temperatura ambiente. A, los registros
representativos de 3 experimentos independientes muestran el apagamiento de la
fluorescencia del TMRM inducida por la adicién de FCCP (10 pM) o diferentes concentraciones
de salicilato (100-2000 pM). Los valores de fluorescencia para cada célula individual se
normalizaron en relacion a los valores obtenidos antes del tratamiento. B, dosis dependencia
de la disminucioén de fluorescencia del TMRM por el tratamiento con salicilato, las barras
muestran valores de la media =+ EEM de 3 experimentos independientes (*p<0,05). C, efecto
producido sobre el apagamiento de la fluorescencia del TMRM al adicionar FCCP (10 pM) o
ibuprofeno, indometacina y sulindac (100 pM), normalizando los valores de cada célula
individual en relacién a los valores obtenidos antes del tratamiento. Experimento
representativo. D, las barras indican los efectos de diferentes AINEs (R-Flurbiprofeno,
indometacina, sulindac, ibuprofeno (100 pM) y salicilato (500 pM) sobre los niveles celulares
de ATP de las células A10 (n=3; p>0,05).

7. SALICILATO Y DEMAS AINEs PREVIENEN LA
CAPTACION DE Ca** MITOCONDRIAL EN LAS CELULAS A10

Puesto que el potencial mitocondrial es la fuerza electromotriz que
permite la captaciéon de Ca®* por la mitocondria, decidimos investigar en Gltimo
término si los cambios producidos en dicho AW por el salicilato y los demas
AINEs, serfa suficiente para inhibir la captacion de Ca®* mitocondrial. Para
registrar las variaciones en la [Ca*"]mx mediante imagen de bioluminiscencia,
las células A10 se transfectaron con el plasmido GFP-AEQmit que permite
expresar aecuorina en la matriz mitocondrial. Transcurridas 24 h, la aecuorina
mitocondrial fue reconstituida con celenteracina y se procedié a realizar los
experimentos de monitorizacién de la concentracion de Ca®* mitocondrial
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mediante imagen de bioluminiscencia en células permeabilizadas en presencia
de concentraciones de Ca?" similares a las que se alcanzan en los
microdominios de Ca®" que inducen captacién de Ca?* mitocondrial. EI motivo
de hacer los experimentos en células permeabilizadas permite discernir
directamente los efectos de los AINEs en la mitocondrias ya que, de hacerse en
células intactas, cabe la posibilidad de que los AINEs inhiban la captacién
mitocondrial de Ca** simplemente al inhibir SOCE. Una vez reconstituidas las
células, se procedid6 a seleccionar un campo microscépico con células que
presentasen fluorescencia debida a GFP. Entonces, las células se
permeabilizaron en presencia de digitonina (20 uM) en medio interno con una
concentracion de Ca®* en torno a 200 nM. A continuacién se perfundieron las
células permeabilizadas en el mismo medio interno libre de digitonina y en ese
momento, las células fueron estimuladas con el mismo medio con una
concentracion de Ca®" intracelular elevada (10 puM) suficiente para generar un
incremento en la [Ca® ]mit (Fig. 31A). Este incremento fue inhibido tras incubar
durante 5 min las células con FCCP (Fig.31B) o con los diferentes AINES,
salicilato a 500 pM (Fig.31C), ibuprofeno e indometacina a 100 uM (Fig.31D y
E). Estos resultados sugieren que el salicilato y los demas AINEs despolarizan la
mitocondria e inhiben la captacién de Ca®" por dichos organulos. Puesto que la
captacién de Ca?" mitocondrial es esencial para mantener SOCE en las células
Al10, la presencia de los AINEs impediria que las mitocondrias retirasen el
exceso de Ca?" de los microdominios de Ca?", conduciendo a la inactivacién de
los canales SOCs y por consiguiente a SOCE. Esta interpretacion es consistente
con los resultados obtenidos en células RBL.
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Figura 31: Los AINEs inhiben la captacién de Ca?* mitocondrial. Las células A10 se transfectaron
con el pldsmido GFP-AEQmit y se estimé la captacion de Ca®** mitocondrial mediante imagen de
bioluminiscencia en célula Unica. En todos los experimentos las células fueron permeabilizadas con baja
concentracion de digitonina (20 uM) en medio interno. A, incremento en la [Ca®'].; inducido por la
perfusion de las células con medio interno que contenia 10 puM de Ca?". B, FCCP (10upM) inhibe el
incremento producido en la [Ca?*].i al perfundir las células con medio interno alto en Ca®* (10 uM). C-E,
efectos similares de inhibicién en la [Ca®*] Se observaron al incubar las células con salicilato (C, 500 uM),
ibuprofeno (D, 100 uM), e indometacina (E, 100 pM). Todas las graficas muestran registros
representativos de 4-7 células estudiadas en al menos 3 experimentos independientes. F, las barras
muestran los valores medios=EEM de los incrementos en la [Ca®*],,; observados tras el tratamiento con
los diferentes AINEs en al menos 3 experimentos independientes. Cada una de las barras es
significativamente diferente del control (*p<0,05).
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22 PARTE RESULTADOQOS:
MODELO ESTUDIO: CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE
MUSCULO LISO DE ARTERIA CORONARIA HUMANA
(hCASMCs)

Tras estudiar los efectos y el mecanismo de accion de los AINEs en las
células A10, una linea celular procedente de musculo liso de aorta de rata
neonatal, decidimos validar nuestros resultados en un modelo mas proximo a la
situacién de los desérdenes proliferativos del lecho vascular en pacientes. Para
ello, decidimos caracterizar el papel del Ca** y los canales de Ca** en la
proliferacion de las células de musculo liso de arteria coronaria humana asi
como estudiar los efectos de los AINES y su mecanismo de accion en este
modelo.

1. LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE MUSCULO
LI1SO DE ARTERIA CORONARIA HUMANA DISMINUYE CON
EL TIEMPO DE CULTIVO

En primer lugar observamos que las células coronarias humanas en
cultivo primario sufrian un cambio morfolégico con el tiempo de cultivo, pues se
diferenciaba claramente una morfologia fusiforme en la mayoria de las células
en pases bajos (<P3), cambiando hacia una forma mas poligonal a pases altos
(=P7) (Fig.32A). Este cambio en la morfologia iba asociado a un cambio
dramatico en la proliferacion celular, siendo muy elevada durante los primeros
pases de cultivo, y disminuyendo conforme aumentaba el tiempo de cultivo de
estas células hasta llegar a un estado de quiescencia celular (Fig.32B).
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Figura 32: Proliferaciéon de las células de musculo liso de arteria coronaria humana a pases
bajos (SP3) y altos (=P7). A, imagenes de hCASMCs tomadas a diferentes pases al microscopio éptico
con el objetivo 10x. B, la proliferacion de hCASMCs es significativamente més alta a pases bajos que a
pases altos. Las barras representan valores medios + EEM de la proliferacion celular en tres experimentos
independientes (*p<0,05).

2. LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE MUSCULO
LISO DE ARTERIA CORONARIA HUMANA DEPENDE DE LA
ENTRADA DE Ca?" A TRAVES DE SOCE

Conociendo previamente que la proliferacion de las células A10 era
inhibida muy significativamente (un 70-80% aproximadamente) en ausencia de
Ca** extracelular, estudiamos la dependencia del Ca®" extracelular en la
proliferacion de las células de musculo liso de arteria coronaria humana. Los
resultados muestran que la proliferacién es estrictamente dependiente del Ca®*
extracelular, pues al ser retirado el catiéon del medio de cultivo, afiadiendo un
guelante de dicho i6n (EGTA 2 mM), las células dejaban de proliferar
completamente. La readicién de Ca®" al medio restauraba la proliferacion
celular (Fig.33A). Dicha proliferacion celular es también dependiente de SOCE,
ya que al inhibir la entrada de Ca** por esta via, con el antagonista clasico 2-
APB (10 uM), se inhibia la proliferacion de las células, no ocurriendo lo mismo si
el compuesto utilizado era un antagonista de los canales dependientes de
voltaje como la nifedipina (1 pM) (Fig.33A). Estos resultados sugieren que
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SOCE, pero no VOCE, contribuye a la proliferacion celular en las células de
musculo liso de arteria coronaria humana.

Mediante imagen de fluorescencia estudiamos la presencia de SOCE y
VOCE en las células de musculo liso de arteria coronaria humana. La Fig.33
muestra que la despolarizacién inducida con un medio con alta concentracién
de K* extracelular inducia el aumento de cociente de fluorescencias consistente
con VOCE. Este incremento se inhibié casi completamente en presencia de 1
uM Nifedipina, el antagonista especifico de los canales de Ca**dependientes de
voltaje tipo L (Ca,l.2) sugiriendo que este tipo de canal contribuye
mayoritariamente a VOCE. La readicién de Ca®* extracelular a células tratadas
con tapsigargina en medio libre de Ca*" indujo el incremento del cociente de
fluorescencias consistente con SOCE. Este incremento fue inhibido de una
manera dosis dependiente por 2-APB.
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Figura 33: El Ca®?" y SOCE son necesarios para la proliferacion de las células hCASMCs. A, las
células fueron cultivadas /n vitro durante 10 dias en medio de cultivo completo (control) y con los
diferentes compuestos (EGTA 2 mM, Nifedipina 1 pM, 2-APB 10 uM) para estudiar su efecto sobre
proliferacion. Los medios se cambiaron cada tres dias para que no se produjera degradacién o consumo
de los compuestos y que estos permanecieran en las concentraciones adecuadas. Las barras muestran las
medias + EEM de 3 experimentos independientes (*p<0,05). B, efecto de Nifedipina 1 uM sobre el
incremento del cociente de fluorescencias de fura2 inducido por un medio despolarizante con alta
concentracion de K extracelular (VOCE) en células de miusculo liso de arteria coronaria humana. C,
efectos de diferentes concentraciones de 2-APB (10 y 100 pM) sobre el incremento del cociente de
fluorescencias de fura2 inducido por la re-adicién de Ca®* extracelular a células tratadas con tapsigargina
(1 uM, 10 min) en medio libre de Ca®** (SOCE), obtenidos en células de musculo liso de arteria coronaria
humana. B y C son registros promedio representativos de al menos 3 experimentos independientes.

A continuacion se caracteriz0 en mas detalle la entrada capacitativa de
Ca’* en las células de musculo liso de arteria coronaria humana. Para ello se
puso a punto la metodologia de registro electrofisiologico de corrientes
mediante la técnica de patch-clamp en su configuracion whole-cell utilizando
un equipo de electrofisiologia planar o automatico que mejora la eficiencia de
los sellos de alta resistencia para la medida de corrientes de baja intensidad. El
tratamiento intracelular con quelantes de Ca?* inducia la aparicién de una
corriente de entrada consistente con la aparicion de una corriente operada por
vaciamiento de depdsitos intracelulares. La Fig.34 muestra la cinética de la
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corriente generada asi como la relacién 1/V. Esta corriente fue inhibida con el
antagonista de SOCE 2-APB.

>
W

’09&6 -100mV 1 L:IS_ 10 mM EGTA (intracelular)
+100 mV 1 - 2 . 2APB
V(mV) . 1<
(M) 0 (T W

E‘ ™ 4 Y
- v.
< [* o~
£ |, \ . *
3 k] N .

Y s [} 3

-'..-nf@.;"-

L4 e

ISoc (' pA /pF)

leoc l.oc+ 2-APB

Figura 34: Corriente generada por el vaciamiento de depésitos intracelulares en células de
musculo liso de arteria coronaria humana. Las hVASMCs se levantaron para obtener una suspension
celular. A continuacion, las corrientes iénicas de las células se registraron con el equipo planar port-a-
patch de Nanion con el que se obtuvieron sellos de alta resistencia (GQ). Usando EGTA en el medio
intracelular se generé una corriente de entrada cuya relacion I/V se muestran en A. B, muestra la cinética
de la corriente y su inhibicion por 2-APB. C, efectos de 2-APB sobre la densidad de la corriente. Los datos
son el promedio de 3-10 células.

3. SOCE ES PREDOMINANTE EN CELULAS
PROLIFERANTES MIENTRAS QUE VOCE PREDOMINA EN
CELULAS QUIESCENTES

Una vez determinada la relevancia critica de SOCE en la proliferacion de
estas células, estudiamos los posibles cambios en la abundancia relativa de
SOCE y VOCE durante la modulacién fenotipica o transicion del fenotipo
proliferativo al fenotipo quiescente. Para el estudio de SOCE se utilizdé el mismo
protocolo que para las células A10 (Fig R1), excepto en el protocolo de
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retirada/readicion de Ca®" extracelular se utiliz6 una concentracién de Ca®*
mayor en el medio extracelular (3 mM) para apreciar mejor SOCE. Observamos
gue todas las células mostraban SOCE, tanto aquellas estudiadas a pases bajos,
cuando las células presentaban un fenotipo proliferativo, como las estudiadas a
pases altos, cuando las células dejaban de proliferar. Sin embargo, la magnitud
del pico de Ca*" fue significativamente mayor en el fenotipo proliferativo que en
el quiescente (Fig. 35A).

Para poner de manifiesto VOCE se trataron las células con un medio
despolarizante que contenia alta concentracion de K* (145 mM). Observamos
que muchas células con fenotipo proliferativo no mostraban incremento alguno
de la [Ca®*]s al despolarizar. Sin embargo todas las células estudiadas en el
estado quiescente mostraron VOCE. Ademaés, el pico de la [Ca**].: en las
células que respondian a la despolarizacion fue significativamente mayor en las
células con fenotipo quiescente (Fig.35B).

Para poder comparar estadisticamente SOCE y VOCE calculamos un
pardmetro de entrada de Ca®' multiplicando el incremento del cociente
(Ratio) de emisiones de fluorescencia excitadas a 340 y 380 nm por el tanto
por uno de células que respondieron. El resultado muestra las diferencias
globales de entrada de Ca®" via SOCE y VOCE en células con fenotipo
proliferativo y quiescente (Fig.36). Los resultados indican que SOCE es la via de
entrada de Ca®* predominante en las células con fenotipo proliferativo mientras
que tras la diferenciacion, cuando las células ya no proliferan o lo hacen muy
lentamente, SOCE disminuye enormemente llegando a predominar VOCE. En
términos cuantitativos, el cociente SOCE/VOCE disminuye unas 15 veces desde
el fenotipo proliferativo al no proliferativo, o lo que es lo mismo, la
diferenciacion aumenta 15 veces el cociente VOCE/SOCE.
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Figura 35: Incrementos del cociente de fluorescencias que reflejan la [Ca®*]; inducidos por
SOCE y VOCE en células coronarias (hCASMCs) con fenotipo proliferativo (=P3) y quiescente
(=P7). Las células fueron cargadas con fura-2/AM durante 90 min a T2 ambiente y se registraron los
cambios en la [Ca®*]y mediante imagen de fluorescencia. En la parte inferior de cada panel se
representan registros de incrementos en la [Ca®*]y (Ratio 340/380) correspondientes a 3 células
individuales representativas. En la parte superior se muestran imagenes de dicho ratio codificadas en
pseudocolor. A, la entrada de Ca?" a través de SOCE es mayor en células a pases bajos que altos. Las
células se incubaron 10 min con tapsigargina (1 pM) en medio libre de Ca** y posteriormente, se
perfundieron con medio externo con Ca®* 3 mM estimulando asi la entrada de éste al interior celular, via
canales operados por depdsito. B, se despolarizé la membrana celular con medio externo alto en K* (75
mM) para estimular VOCE, siendo mayor ésta en las células a pases altos.
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Figura 36: SOCE en hCASMCs es mayor a pases bajos y VOCE, a pases altos. A, incrementos del
Ratio 340/380 inducidos por SOCE y VOCE en células coronarias a pases bajos (<P3) y pases altos (=P7).
Se representa la media + EEM de los incrementos observados en las células que respondieron. B, Fraccion
de células (tanto por uno) que muestran SOCE o VOCE a pases bajos (<P3) y altos (=P7). C, El parametro
de entrada de Ca®* se calcul6 con el producto del incremento del ratio de fluorescencias por la fraccién de
células que respondieron.

Los datos anteriores sugieren que el cambio en la proliferacion celular
podria ser debido a un cambio dramatico en SOCE ya que esta via de entrada
de Ca®* es esencial para la proliferacién de las células de musculo liso de arteria
coronaria humana y esta via disminuye dramaticamente en las células
guiescentes. Para confirmar que este efecto se debe a una disminucion de las
corrientes operadas por depésitos estudiamos la densidad de corriente obtenida
por quelacién del Ca*" intracelular en células proliferativas y quiescentes. Los
resultados se muestran en la Fig. 20. La densidad de corriente disminuye
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significativamente en células quiescentes respecto a las proliferativas sugiriendo
que la disminucion de SOCE se debe a una disminucion de los canales
implicados o a su inhibicidn.
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Figura 37: Densidad de corriente operada por depésitos en células de mudsculo liso de arteria
coronaria con fenotipo proliferativo (SP3) y quiescente (2P7). La densidad de corriente inducida
por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares fue registrada en células de musculo liso de arteria
coronaria humana mediante patch-clamp automatico en la configuracion de whole cell en células
proliferativas (<P3) y células quiescentes. Los datos son la media + EEM de 6-10 células.
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4. LA VARIACION EN SOCE Y VOCE CON EL NUMERO DE
PASES, NO ES DEBIDA A CAMBIOS A NIVEL DE RNAmM DE
GENES IMPLICADOS EN ESTAS VIAS DE ENTRADA DE Ca**

Para averiguar si los cambios en SOCE y VOCE observados en las células
coronarias son debidos a cambios en la expresion de genes, hemos estudiado la
expresion del RNAm de componentes moleculares de los canales implicados
mediante RT-PCR cuantitativa, incluyendo la subunidad aic del canal de Ca®*
operado por voltaje tipo L Ca,1.2 (CACNAIC), y los genes para STIM1 y ORAIL,
dos proteinas implicadas en la entrada capacitativa de Ca®*. En el caso de
CACNAIC obtuvimos una abundancia relativa del mensajero similar a pases
bajos (<P3) y altos (=P7). Sin embargo, tanto ORAI1 como STIM1 presentaban
una abundancia ligeramente mayor a pases altos, cuando las células no
proliferaban, que a pases bajos, cuando si proliferaban, aunque la diferencia
tan solo era significativa en el caso de Orail (Fig.38). Para calcular la
abundancia relativa tomamos como gen de referencia el gen de la B-actina, un
gen que no variaba su expresion con el nimero de pases celulares.
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CACNA1C STIM1 ORAI1

Figura 38: Expresion del RNAm de proteinas que participan en VOCE, CACNALC, y en SOCE,
STIM1 y ORAIL. Abundancia relativa de RNAm de la subunidad a,. de Ca,1.2, STIM1 y ORAI1 a pases
bajos y altos de hCASMCs. ACt proviene de la diferencia entre la Ct del gen objeto de estudio y la Ct de la
B-actina (gen de referencia). La expresién de ORAIL a pases altos sufre un incremento significativo con
respecto a pases bajos, mientras que la variacién en el caso del canal de Ca** operado por voltaje y de
STIM1 no es significativa.
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5. EXPRESION DE LAS PROTEINAS STIM1, ORAI1 Y LA
SUBUNIDAD o, DE Cay1.2, EN CELULAS CORONARIAS
PROLIFERATIVAS Y QUIESCENTES

Una vez demostrado que la expresion de los genes implicados en la
entrada capacitativa de Ca*" y la entrada de Ca®* dependiente de voltaje no
variaba con el numero de pases, nos preguntamos si los cambios observados
en SOCE y VOCE podrian ser debidos a diferencias en la abundancia relativa de
las proteinas implicadas. Para ello llevamos a cabo un estudio mediante la
técnica de Western blot (Fig.39) utilizando anticuerpos especificos frente a las
proteinas cuya expresion génica habiamos estudiado mediante gRT-PCR. Los
resultados mostraron una mayor expresion de la subunidad o;c del canal Ca,1.2
en células quiescentes, consistente ello con el incremento de VOCE en estas
células. ORAI1 fue similar en células a pases bajos (proliferativas) y a pases
altos (quiescentes). Sin embargo, la proteina STIM1 estaba significativamente
reducida en células quiescentes en relacion a las células proliferativas.
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Figura 39: Niveles de a,.-Ca, 1.2, STIM1 y ORAI1l en células coronarias proliferantes y
quiescentes. Andlisis mediante western blot de la subunidad a,. del canal Cav 1.2 y de las proteinas
STIM1 y ORAI1 de células proliferativas (<P3) y células quiescentes (=P7). Las bandas especificas
correspondientes a cada proteina (150 kDa a,., 75 kDa STIM1 y 50 kDa ORAI1) fueron cuantificadas en
relacion a la proteina B actina. En la parte superior de la figura se muestra un ejemplo de estas bandas
obtenido en un western representativo. La gréafica de la parte inferior representa el nivel de expresion de
cada una de las proteinas (en %) de células proliferativas (=P7) en relacion a células quiescentes (<P3).
Cada una de las barras muestra la media=EEM de al menos 3 experimentos independientes para cada
proteina, siendo significativamente diferentes cuando p<0,05 (*).
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6. LOS AINES INHIBEN LA MIGRACION Y LA
PROLIFERACION DE LAS hCASMCs

Una vez caracterizado fenotipicamente nuestro cultivo primario de
células coronarias, asi como los canales de Ca?" implicados en proliferacion
celular, quisimos conocer si los AINEs serian capaces de inhibir la proliferacion y
migracion de las células coronarias a pases bajos, cuando éstas presentan una
elevada tasa de ambos procesos. La figura 40A muestra un ejemplo de los
experimentos de migracion realizados con un equipo de registro de migracion
basado en la impedancia eléctrica en los que se monitorizaron los cambios en la
impedancia de un cultivo celular sobre un campo de microsensores (ver mas
detalles en “Material y Métodos”). Como se puede observar, la retirada del Ca®*
del medio extracelular disminuye los cambios a corto plazo en la impedancia
consistentemente con una inhibicion de la migracién celular. La adicion del
antagonista de SOCE 2-APB inducia una inhibiciébn de la curva de impedancia
consistente con la inhibicion de la migracion celular. A continuacién estudiamos
los efectos de una serie de AINEs sobre la migracion celular incluyendo
salicilato, ibuprofeno, indometacina y sulfuro de sulindac. Todos los AINEs
indujeron efectos indistinguibles de los de 2-APB.

Por otra parte, decidimos estudiar si los AINEs anteriores eran capaces
de inhibir la proliferacion de las células coronarias humanas. Como se puede
apreciar en la Fig.40B todos los AINEs testados inhibieron muy
significativamente la proliferacion de las células coronarias humanas de un
modo muy similar al inducido por 2-APB. Ademas, el analogo estructural R-
flurbiprofeno que carece de propiedades anti-inflamatorias fue igualmente
capaz de inhibir la proliferacion celular. Estos resultados indican que los AINEs
inhiben la migracion y proliferacion celulares, unos pardmetros que dependen,
como se ha mostrado anteriormente, de la entrada capacitativa de Ca*".
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Figura 40: Los AINEs inhiben la migraciéon y la proliferacion de las hCASMCs. A, la migracion
celular es inhibida en ausencia de Ca®* en el medio, o en presencia de 2APB (10 puM) o indometacina (100
MM). Practicamente la totalidad de las células migran en las 8 primeras horas del experimento. B, efecto
sobre la proliferacién de las hCASMCs de diferentes AINEs (salicilato 500 pM; ibuprofeno, indometacina y
sulindac 100 uM). Cada barra representa los valores medios £ EEM de 3 experimentos independientes
(*p<0,05 respecto al control).
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6.1 LOS AINEs INHIBEN SOCE

Una vez observado que los AINEs inhibian la proliferacion de las
hCASMCs, investigamos la posibilidad de que el efecto antiproliferativo fuera
consecuencia de su accién sobre la entrada capacitativa de Ca** como en las
células A10. Los resultados mostrados en la Fig.41 demuestran que los AINEs
inhiben SOCE a las mismas concentraciones a las que inhibian la proliferacion
celular (salicilato 500 uM; demas AINEs 100 uM) (Fig.40).
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Figura 41: Los AINEs inhiben SOCE en hCASMCs. Las células se cargaron con fura-2/AM durante 90
min y, a continuacion, se incubaron durante 10 min con tapsigargina (1 pM) en medio libre de Ca®*. Los
experimentos comenzaron con la perfusién en medio libre de Ca®*, adicionandose éste en el medio
externo (estimulo) lo que produce un incremento de la [Ca®*],; mediado por SOCE. A continuacién, se
perfundieron las células en medio libre de Ca®** en presencia de los diferentes AINEs (salicilato 500 pM;
ibuprofeno, indometacina y sulindac 100 uM), antes de readicionar en el medio Ca®* junto con los AINEs e
inducir de nuevo SOCE. Cada una de las graficas es un registro de 3 experimentos representativos siendo
la media£EEM de 10, 12 y 9 células respectivamente. D, las barras representan el efecto de los diferentes
AINEs (salicilato 500 uM; ibuprofeno, indometacina y sulindac 100 pM) sobre el porcentaje de SOCE en las
células de musculo liso de arteria coronaria humana en células P3 (proliferativas) y P7 (quiescentes),
obtenido mediante los experimentos de fluorescencia. Los AINEs inhibieron significativamente SOCE en
células P3 (*p<0,05) pero no inhibieron SOCE en células quiescentes. Téngase en cuenta que los datos
son normalizados respecto al tamafio de SOCE en P3 y P7, siendo el valor absoluto de SOCE en P7 mucho
menor que en P3.
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6.2 SOCE ESTA CONTROLADA POR LA MITOCONDRIA EN LAS
hCASMCs

Puesto que los AINEs inhiben la entrada capacitativa de Ca*" vy, de
acuerdo con nuestros resultados anteriores, este efecto no es directo sino
mediado por el control mitocondrial de la entrada capacitativa de Ca®*, se
investigo si ésta esta regulada por la mitocondria en las células coronarias. Para
ello, en primer lugar estudiamos los efectos de la despolarizacion mitocondrial
sobre SOCE utilizando un desacoplante mitocondrial (FCCP 10 pM) junto al
inhibidor de la ATP sintasa (oligomicina 0,12 pM). La Fig.42 muestra la
inhibicion de SOCE por el colapso del potencial mitocondrial, siendo este efecto
reversible tras el lavado del desacoplante.

A continuacién comprobamos si la entrada capacitativa de Ca?" inducfa
captacion de Ca®* mitocondrial. Los experimentos de medida de Ca**
mitocondrial se llevaron a cabo mediante imagen de bioluminiscencia de células
que expresan aecuorina dirigida a mitocondrias. Para ello las células se
transfectaron con aecuorina dirigida a mitocondria (GFP-AEQmit) y se
reconstituyeron con celenterazina (ver mas detalles en “Material y Métodos”).
Observamos que las mitocondrias eran sensibles a los incrementos en la
[Ca*"].: producidos por una via u otra de entrada de Ca®*, en funcién del
fenotipo en el que se encontrasen las células. Asi, a pases bajos (fenotipo
proliferativo), SOCE producia incrementos en la [Ca*"]mi (Fig.43) pero VOCE
era incapaz de hacer lo mismo. Por el contrario, a pases altos (fenotipo no
proliferativo) VOCE generaba captacién mitocondrial de Ca?" mientras que
SOCE no lo hacia (Fig.).
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mitocondrial FCCP (10 pM + oligomicina 0,12 pM) inhibe de forma reversible SOCE. La grafica muestra el
registro promedio del cociente de fluorescencias (media + EEM) de 8 células representativo de 3

registros independientes.

118



1V Resultados

SOCE =sP3 SOCE 2P7

™ ™
-

9 GFP AEOmit |
8

8- _
s 1min
S 6] 2 6 ——
& S
£ 4 £ 4
% %
SNy O, 2
= P
— N
0- o e
Ca?*
2,01 2,01
1min 1m|n

= i = g
= 15 = 15
[ c
(] (]
£ 1,01 = 1,01
& &
[0 [
O o5 O, 0,51

0,0- I 0,0- S

Ca2t Ca?t

Figura 43: SOCE induce captacién de Ca?* mitocondrial en hCASMCs a pases bajos (P3) pero
no a pases altos €P7). Las células se transfectaron con aecuorina dirigida a mitocondria (GFP-AEQmit),
se reconstituyeron con celenterazina h, y se midié la [Ca®*]m: en célula Gnica mediante imagen de
bioluminiscencia. Las células se trataron con tapsigargina (1 uM) durante 10 min en medio libre de Ca®"
para vaciar los depésitos, a continuacién se perfundieron con medio externo que contenia Ca®* para
estimular SOCE y los fotones emitidos reflejo de la captacién de Ca?* mitocondrial fueron registrados. Las
imagenes superiores del panel muestran imagenes tipicas de fluorescencia de una célula transfectada
(izquierda) y de fotones acumulados (derecha) durante SOCE. Las gréficas superiores indican los valores
de la [Ca®"]mit en las células individuales de un experimento representativo y las inferiores representan la
media=EEM de todas las células estudiadas en el total de experimentos realizados, siendo n=17 células en
pases<P3 y n=5 células en pases>P7. Las escalas de pseudocolor que se muestran en la parte superior
indican valores de 0 (azul) a 10 (rojo) fotones/pixel
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Figura 44: VOCE induce captacién de Ca®* mitocondrial en hCASMCs a pases altos (2P7) pero
no a pases bajos (=P3) Las células se transfectaron con aecuorina dirigida a mitocondria (GFP-AEQmit),
se reconstituyeron con celenterazina h, y se midié la [Ca®*]m: en célula Gnica mediante imagen de
bioluminiscencia. Las células se perfundieron con un medio alto en K* (145 mM) para inducir VOCE, y los
fotones emitidos reflejan la captacién de Ca®* por parte de la mitocondria, sélo cuando las células ya no
proliferan. Las imagenes superiores del panel muestran imagenes tipicas de fluorescencia de células
transfectadas (izquierda) y de fotones acumulados (derecha) durante VOCE. Las graficas superiores
indican los valores de la [Ca*]m en las células individuales de un experimento representativo y las
inferiores representan la media:EEM de todas las células estudiadas en el total de experimentos
realizados, siendo n=18 células en pases<P3 y n= 15 células en pases>P7 . Las escalas de pseudocolor
gue se muestran en la parte superior indican valores de 0 (azul) a 10 (rojo) fotones/pixel.
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V.Discusion

Como se menciond arriba, el objetivo principal del trabajo de Tesis
presentado ha sido el estudio del papel de los canales de Ca®*, particularmente
la llamada entrada capacitativa de Ca** 0 SOCE en la proliferacion de las células
de musculo liso vascular y en el efecto antiproliferativo de ciertos anti-
inflamatorios no esteroideos con posible valor terapéutico en diversos
desérdenes proliferativos del lecho vascular como la restenosis y la
arteriosclerosis. Para alcanzar este objetivo se han utilizado de modo secuencial
dos modelos celulares de musculo liso vascular: en primer lugar la linea celular
Al10, una linea celular de musculo liso vascular procedente de aorta de rata
embrionaria. En segundo lugar se han utilizado células de musculo liso vascular
de arteria coronaria humana en cultivo primario, un modelo mas cercano a la
fisiopatologia de las enfermedades proliferativas vasculares més corrientes
como la restenosis y la arteriosclerosis. Estas ultimas células son capaces de
proliferar /n vitro habiéndose sugerido que sufren un cambio fenotipico desde el
fenotipo normal, contractil y diferenciado propio del tejido intacto, al fenotipo
no contréctil, indiferenciado y capaz de proliferar que podria remedar el tejido
dafnado.

Para alcanzar el objetivo principal mencionado arriba en primer lugar nos
propusimos caracterizar la entrada capacitativa de Ca?* (SOCE), su control por
la mitocondria y su papel en la proliferacion en las células A10. La imagen de
fluorescencia de células A10 cargadas con fura2 nos permitio identificar dos
rutas principales de entrada de calcio en las células A10: la entrada capacitativa
de Ca** o entrada de Ca*" operada por dep6sitos (SOCE) y la entrada de calcio
dependiente de voltaje (VOCE). Los resultados muestran que SOCE es
cuantitativamente mayor que VOCE, lo que es consistente con el fenotipo
indiferenciado y proliferativo de estas células (Beech, D.J. 2007; House, S.J. et
al. 2008). Consistentemente, se ha descrito que la activacion de SOCE
promueve la expresion de genes implicados en la proliferacion celular de las
VSMCs, mientras que la entrada de Ca*" a través de canales dependientes de
voltaje (VOCE) favorece mas la diferenciacion y la expresion de genes
implicados en la contraccion del musculo liso (Ren, J. et al. 2010).

La entrada capacitativa de Ca®** (ECC) o SOCE en células A10 es muy
similar a la existente en otros tipos celulares donde se describié originalmente
como las células de leucemia basofilica de rata (células RBL) o las células de
leucemia humana Jurkat. La SOCE descrita en las células A10 presenta ciertas
caracteristicas similares a la descrita en las células RBL y las Jurkat donde esta
ruta y los canales subyacentes han sido caracterizados en mas detalle. Por
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ejemplo, la entrada capacitativa de Ca®* en las células A10 es inhibida por los
antagonistas clasicos de SOCE como los lantanidos (La®") y el 2-APB ademés de
por un nuevo y antagonista de Icrac €l BTP-2 (Zitt, C. et al. 2004). A nivel
molecular hemos comprobado que las células A10 expresan tanto Stiml y Orail,
proteinas directamente implicadas en la activacion del canal CRAC en células
RBL y Jurkat y otros tipos celulares incluidas células de musculo liso vascular.
Es bien conocido que SOCE es esencial para la expansion clonal (proliferacion)
de los linfocitos T activados. Del mismo modo, SOCE en las células A10 podria
ser determinante en la proliferacion de estas células. Esta conclusion se basa en
que tanto la retirada del Ca®" extracelular como la inhibicién farmacolégica de
SOCE inhibe la proliferacion de las células A10 de igual manera que inhibe, por
ejemplo, la expansién clonal del linfocito T activado (Quintana, A. et al. 2011).
Por tanto, SOCE podria ser relevante en el control de la proliferacién de las
células de mdusculo liso vascular. Otra caracteristica comun entre la SOCE
descrita en las células A10 y otras descritas previamente es su modulacién por
las mitocondrias. Como se ha descrito anteriormente la actividad del canal
CRAC en células RBL esta facilitada por la habilidad de las mitocondrias de
retirar calcio avidamente a través del uniportador de calcio mitocondrial y a
favor del enorme gradiente eléctrico que favorece la captacién de calcio
mitocondrial (Villalobos, C. et al., 2001; Nufez, L. et al., 2006; Valero, R. et al.,
2008). Como describieron originalmente los grupos de los Profs. Hoth y Parekh
(Hoth, M., et al., 1997; Gilabert y Parekh 2000), la captacién de Ca** por parte
de la mitocondria favorece, por un lado, el correcto vaciamiento de los
depositos optimizando asi la activacion de SOCE y, por otro, impide la
inactivacion dependiente de Ca®* del canal implicado. Asi pues la captacién de
Ca*" por parte de las mitocondrias permite la activacion éptima y mantenida en
el tiempo de SOCE. El modo mas sencillo de determinar si SOCE esta regulada
por la mitocondria en las células A10 es estudiar el efecto de la abolicion de la
captacion de calcio por parte de las mitocondrias sobre esta via de entrada.
Nuestros resultados demuestran que en presencia de desacoplantes
mitocondriales como FCCP, que abolen la fuerza electromotriz para la captacién
de Ca®" mitocondria, SOCE resulta inhibido de un modo eficaz. El lavado del
desacoplante restaura SOCE. En resumen, las células A10, unas células que
muestran un fenotipo de musculo liso vascular proliferativo, muestran tanto
SOCE como VOCE aunque SOCE es claramente predominante. Al igual que en
otros casos previamente descritos, su actividad se inhibe por antagonistas de
CRAC, estd modulada por las mitocondrias y su inhibicibn previene la
proliferacion celular
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La relevancia de SOCE en la proliferacion de las células A10 y otras
células de musculo liso vascular es consistente con resultados previos en los
qgue se describe que la inhibicion de ésta por antagonistas clasicos de SOCE
inducia una disminucién en la proliferacion de las células A10, dependiente a su
vez del Ca?* en el medio extracelular. Estudios previos realizados en VSMCs de
arterias coronarias (Takahashi, Y. et al. 2007) y aortas de rata (Potier, M. et al.
2009) relacionaban la disminucién en la expresion de las proteinas Stiml vy
Orail con una menor entrada capacitativa de Ca** ,y por consiguiente, una
menor proliferacion celular. Estos datos podrian ser relevantes clinicamente en
el tratamiento de desordenes proliferativos vasculares. Consistentemente, la
disminucién de los niveles y/o actividad de Stim1 y Orail previene la restenosis
en arterias carétidas de rata dafiadas (Guo, R.W. et al. 2009). Por el contrario,
el aumento de SOCE podria participar en la patologia vascular. Por ejemplo, se
ha descrito que en pacientes con hipertensiéon pulmonar producida por hipoxia,
el aumento de SOCE en las células endoteliales de arteria pulmonar genera un
remodelado vascular estimulando la migracién y proliferacion de dichas células.

Una vez determinado el papel determinante de la entrada capacitativa de
Ca’* en la proliferacién de las células A10 estudiamos, en segundo lugar los
efectos antiproliferativos de salicilato y otros anti-inflamatorios esteroideos en
las células A10 y si éstos estdn mediados por posibles acciones a nivel de
canales de calcio. Estudios previos habian demostrado que diversos anti-
inflamatorios no esteroideos (AINES) inhiben la proliferacion de las VSMCs y la
sintesis del DNA /in vivo e in vitro independientemente de su actividad inhibitoria
de la enzima ciclooxigenasa y sin resultar toxicos para las células (Marra, D.E.
et al. 2000; Weber, A. et al. 2000; Brooks, G. et al. 2003). Consistentemente
con estos datos, nuestros resultados demuestran que salicilato, el principal
metabolito de la aspirina, y otros AINEs incluyendo ibuprofeno, sulindac e
indometacina inhiben la proliferacion de las células A10. Puesto que SOCE es
esencial para la proliferacion en estas células estudiamos los efectos de los
mismos tratamientos sobre SOCE. Todos los AINEs testados inhibian SOCE en
estas células. Los efectos eran dosis dependientes y eran reproducidos por un
analogo estructural (R-flurbiprofeno) que carece de actividad anti-inflamatoria
ya que no inhibe la actividad ciclooxigenasa. Estos datos sugieren que los
efectos anti-proliferativos de los AINEs podrian ser debidos a su capacidad de
inhibir SOCE vy, por tanto, serian independientes de su actividad anti-
inflamatoria. Los efectos sobre el crecimiento celular no fueron debidos a
posibles acciones tdxicas de estos compuestos ya que ni la viabilidad celular ni
los niveles celulares de ATP fueron afectados por los diferentes AINEs. Ademas,
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estos compuestos no inhibieron la entrada de Ca*" inducida por despolarizacion
excluyendo asf que la diana sean los canales de Ca** dependientes de voltaje.
Estos datos sugieren pues que los AINEs inhiben la proliferacion de las células
A10 al inhibir la entrada capacitativa de Ca** que es, como se demostré arriba,
esencial en la proliferacion de estas células.

Es interesante hacer notar que se observd cierta falta de correlacion
entre la inhibicion de SOCE y la inhibicion de la proliferacion celular. Por
ejemplo, sulindac, a 100 pM, inhibi6 completamente SOCE. Sin embargo, la
misma concentracion inhibié solamente entre un 65 y un 85 % la proliferacion
de las células A10. Una posible explicacion a esta discrepancia es que los
experimentos de medida de SOCE son agudos (10 min) mientras que los
experimentos de medida de la proliferacion celular requieren dos semanas. Sin
embargo, el estudio de la proliferaciéon en medio libre de Ca*" revelé un dato
interesante. La ausencia de Ca®* extracelular no aboli6 completamente
proliferacion celular. De hecho, un componente en torno a un 20-25% de la
proliferacién celular seria independiente de la entrada de Ca** a través de SOCE.
En estas condiciones, incluso la inhibicion total de SOCE, no podria abolir la
proliferacion celular. Consistente con esta interpretacion, los antagonistas de
SOCE (La**, 2B-APB y BTP2) inhibieron significativamente, aunque siempre
parcialmente, la proliferacion celular.

En tercer lugar, nos planteamos determinar el mecanismo por el cual los
AINEs inhiben la entrada capacitativa de Ca®*. Para ello nos preguntamos si
estos compuestos inhibian directamente los canales que median SOCE, o bien,
inhibian esta ruta a través de un mecanismo indirecto. Para investigar estas
posibilidades utilizamos un nuevo modelo celular: las células RBL de leucemia
basofilica de rata. Este modelo fue seleccionado por dos razones de peso. En
primer lugar, porque la corriente CRAC ha sido exhaustivamente caracterizada
en estas células. En segundo lugar porque el control mitocondrial de esta
corriente ha sido asi mismo caracterizado original y exhaustivamente en este
modelo celular. En primer lugar caracterizamos SOCE mediante imagen de
fluorescencia en las células RBL. Los resultados muestran que las células RBL
muestran una enorme entrada capacitativa de Ca®" que es inhibida por
desacoplantes mitocondriales como FCCP y por una serie de AINEs incluyendo
salicilato, ibuprofeno, sulindac e indometacina. A continuacién llevamos a cabo
una serie de experimentos de registro de la actividad del canal mediante la
técnica de “Patch-clamp”.

Para el estudio electrofisiologico buscamos la colaboracion del grupo del
Dr. M. Hoth (Universidad de El Sarre, Homburg, Alemania) autor de la
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descripcién original de la corriente CRAC. Los resultados muestran que en
presencia de un fuerte tamponamiento del Ca®* intracelular los AINEs
incluyendo salicilato, indometacina e ibuprofeno no son capaces de inhibir la
corriente CRAC en las células RBL. Sin embargo, en condiciones fisiolégicas de
bajo tampén de Ca** y mitocondrias energetizadas, los mismos AINEs
inhibieron la corriente CRAC del mismo modo que el desacoplamiento
mitocondrial con CCCP o los inhibidores del uniportador de calcio mitocondrial
rojo de rutenio y rutenio 360. En estas condiciones la captacion mitocondrial de
Ca®* se hace relevante para mantener la actividad del canal al impedir la
inactivacion dependiente de Ca** de la corriente capacitativa. Los datos
sugieren por tanto que los AINEs no inhiben directamente el canal sino que
podrian actuar desactivando la capacidad de las mitocondrias de regular
positivamente la corriente CRAC.

Para investigar la dependencia de la mitocondria en la inhibicién inducida
por los AINEs estudiamos directamente los efectos de estos compuestos sobre
la homeostasis del calcio mitocondrial. Nuestros resultados previos habian
mostrado que el salicilato podria actuar como un desacoplante mitocondrial e
inhibir la captacion de Ca®* por las mitocondrias (NGfiez, L. et al., 2006; Valero,
R.A. et al., 2008). Este efecto es debido probablemente a que el acido salicilico
es capaz de permear las mitocondrias disociandose a salicilato e hidrogeniones
(H") en la matriz mitocondrial. Una vez alli, el caracter deslocalizado de la carga
negativa del salicilato en la nube electrénica resonante de este hace que pierda
buena parte de su electronegatividad. En estas condiciones la permeaciéon del
anion salicilato al exterior mitocondrial es permitida (favorecida por el caracter
negativo del interior de la membrana mitocondrial interna). Una vez en el
citosol, la mayor acidez de este hace que el salicilato sea reprotonado a acido
salicilico iniciAandose un nuevo ciclo. En cada ciclo desacoplante, un proton es
reintroducido a la matriz mitocondrial lo que hace que se produzca una pérdida
de potencial mitocondrial (despolarizacién) y una pérdida de acoplamiento entre
el consumo de oxigeno y la sintesis de ATP (desacoplamiento).

Para verificar que los AINEs podrian estar actuando a nivel mitocondrial
estudiamos el efecto de estos sobre el potencial mitocondrial en las células A10.
Los resultados muestran que salicilato inducia una despolarizacion mitocondrial
de una manera dosis dependiente. El resto de AINEs testados despolarizaban
de un modo similar las mitocondrias en células intactas a las mismas
concentraciones que inhibian SOCE y la proliferacion celular. Es interesante
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hacer notar que tanto el desacoplante mitocondrial (FCCP) como los AINEs
inhibieron SOCE. Sin embargo, si los AINEs son presentados a las células tras
la activacion de VOCE, en todos los casos se observaba un aumento de la [Ca®*]
citosolica, En el caso de FCCP, este efecto se cree que puede ser debido a la
liberacion de Ca®* desde la mitocondria despolarizada. Consistentemente con su
posible accién despolarizante a nivel mitocondrial, todos los AINEs testados
inducian un pequefio incremento de la [Ca®"] citosélica cuando eran
presentados a células previamente activadas por un estimulo despolarizante.
Estos datos sugieren que los AINEs afectarian al potencial mitocondrial, la
fuerza electromotriz necesaria para la captacién mitocondrial de Ca®*. Nuestros
resultados previos en células de carcinoma de colon (Nufez, L., et al., 2006;
Valero, R.A. et al., 2008) demostraron que la despolarizacion inducida por
salicilato (de unos 30 mV) es suficiente para inhibir muy significativamente la
entrada de Ca** a la mitocondria.

Finalmente quisimos demostrar directamente los efectos de los AINEs
sobre la captacién de Ca®* por las mitocondrias en las células A10. En primer
lugar comprobamos que la activacion de SOCE era capaz de inducir captacion
mitocondrial de Ca®" en células A10 intactas. Para ello utilizamos una
metodologia basada en imagen de bioluminiscencia de células transfectadas
con la sonda de Ca®* aecuorina dirigida a mitocondrias. Sin embargo, la
activacion de los canales de Ca®* dependientes de voltaje no fue capaz de
inducir captacién de Ca®* por las mitocondrias. Se ha descrito previamente que
la activaciéon del uniportador de Ca*" mitocondrial requiere la formacién de
microdominios de alta concentracién de Ca®* que sélo serfan factibles en un
reducido entorno fisico-temporal en la proximidad de canales de Ca** (Montero,
M. et al., 2000; Villalobos, C. et al., 2002). De acuerdo con esta hipotesis,
nuestros resultados sugieren que las mitocondrias podrian estar distribuidas
intracelularmente en el entorno de los canales de Ca?" responsables de SOCE
mas que en el entorno de los responsables de VOCE. Sin embargo, el hecho de
gue SOCE es mucho mayor que VOCE en las células A10 sugiere que la
mitocondria podria ser sensible a la entrada de Ca*" via SOCE y no via VOCE
simplemente porque el flujo de Ca®* que entra es muy diferente.

Los AINEs podrian inhibir la captacién mitocondrial de Ca*" inducida por
SOCE pero el experimento en células intactas no permitiria distinguir si este
posible efecto tendria lugar a nivel de la membrana plasmatica o en la
membrana mitocondrial interna donde esta localizado el uniportador de Ca®*
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mitocondrial. Para testar directamente los efectos sobre el transporte a nivel
mitocondrial llevamos a cabo estudios en células permeabilizadas. La
presentacion de Ca’* (10 pM) a células A10 transfectadas con aecuorina
mitocondrial y permeabilizadas indujo un incremento de la [Ca?"]mi. Este efecto
fue inhibido por el desacoplante mitocondrial (FCCP) y también por los AINEs
salicilato, ibuprofeno e indometacina. Por tanto, estos resultados demuestran
que los AINEs despolarizan la mitocondria e inhiben la captaciéon de Ca®*
mitocondrial lo que, de acuerdo con el papel relevante de la captacién de Ca®*
por la mitocondria en el mantenimiento de SOCE sugiere que los AINEs no
inhiben SOCE actuando directamente sobre el canal implicado en SOCE sino por
su accion sobre flujos de Ca*" a nivel subcelular. Por tanto concluimos que los
canales de Ca®* y las mitocondrias que los controlan contribuyen decisivamente
a la proliferacion en las células de musculo liso vascular A10 y a los efectos
anti-proliferativos de los AINEs.

Una vez llevados a cabo los estudios anteriores en células A10 quisimos
confirmar los resultados y las conclusiones obtenidas en un modelo de musculo
liso vascular mas proximo a los desérdenes proliferativos del lecho vascular
donde poder validar el papel esencial de SOCE en la proliferaciéon del masculo
liso vascular y en la inhibicion por AINEs. Por ello decidimos investigar las vias
de entrada de Ca*" y su papel en la proliferacién en las células de musculo liso
vascular de arteria coronaria humana, por ser éste un territorio vascular
relacionado con un alto indice de patologia obstructiva y elevada morbilidad y
mortalidad. En primer lugar demostramos que en células procedentes musculo
liso vascular aislado de arteria coronaria humana mantenidas en cultivo
primario la proliferacién celular era inhibida en ausencia de Ca®* en el medio
extracelular. Al contrario que en las células A10, la retirada del Ca** extracelular
abolia completamente la proliferacion celular, no observandose ningun
componente de proliferacién independiente de Ca®* extracelular. Mediante
imagen de fluorescencia confirmamos asi mismo la presencia tanto de SOCE
como de VOCE en estas células. La inhibicion de SOCE con 2-APB inhibia la
proliferacion celular mientras que nifedipina, una dihidropiridina que inhibe
VOCE no afectd a la proliferacion celular en absoluto. Asi pues la proliferacion
de las células de musculo liso de arteria coronaria es muy dependiente de la
entrada de Ca®" por canales operados por depésitos pero totalmente
independiente de la entrada de Ca®** operados por voltaje, al menos aquellos
sensibles a dihidropiridinas que serian los mayoritarios en estas células. Es
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interesante darse cuenta que 2-APB inhibi6 en este caso completamente la
proliferacion celular mientras que en las células A10 con un componente
proliferativo independiente de Ca®* extracelular la inhibicién por 2-APB fue sélo
parcial.

Para caracterizar mejor SOCE en estas células llevamos a cabo
experimentos de registro de corrientes por la técnica de “Patch-clamp” en su
configuracion de “whole cell”. Para ello utilizamos una nueva metodologia de
registro basada en un sistema de “Patch-clamp” planar o automatico que
permite aumentar la eficiencia de la obtencion de sellos de alta resistencia
requeridos para el registro de corrientes de pequefia magnitud. El vaciamiento
de los depésitos intracelulares de Ca®* por incubacién con EGTA intracelular
permitié observar la aparicion de una pequefa corriente de entrada de cationes
con una cinética y una relacion 1/V compatible con una corriente operada por
depdsitos. Esta corriente fue inhibida de modo significativo por 2-APB.

Estudios previos han demostrado que las células de musculo liso de
diferentes territorios vasculares tanto en animales como en humanos pueden
sufrir un cambio fenotipico hacia un estado proliferativo, y que la proliferacion
de estas células contribuye a la oclusion de los vasos (Beech, D.J. 2007; Berra-
Romani, R. et al. 2008; House, S.J. et al. 2008). En nuestro caso, las células de
musculo liso de arteria coronaria humana que fueron recibidas de una fuente
comercial en pase 3 estaban proliferando en cultivo pero al cabo de un niamero
suficiente de pases mostraban un cambio fenotipico hacia un fenotipo
quiescente, con lo que quisimos investigar si ese cambio conllevaria diferencias
relevantes en la homeostasis del Ca*" entre ambos fenotipos. Puesto que la
proliferacion de estas células dependia de SOCE, decidimos investigar si el
cambio en la proliferacién podria deberse a cambios en las vias de entrada de
calcio. Ademas, puesto que el cambio funcional era considerablemente abrupto,
podria considerarse éste como un cambio fenotipico desde un fenotipo
proliferativo a otro quiescente o no proliferativo que podria reflejar, en modo
reverso, el cambio fenotipico caracteristico de los vasos dafiados.

Nuestros resultados muestran que las células proliferativas presentaban
una considerable SOCE que disminuia draméticamente en las células no
proliferativas. Por el contrario, VOCE que era minoritario en las células
proliferativas llegaba a ser dominante en las células quiescentes. A nivel
electrofisiolégico determinamos que la disminucion de SOCE estaba asociada a
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una disminucién significativa de la densidad de corriente inducida por el
vaciamiento de depdsitos. Estos datos confirman el papel de SOCE y la
corriente observada en la proliferacion de las células de musculo liso de arteria
coronaria humana y sugieren ademas que el cambio fenotipico podria deberse a
cambios en la actividad y/o expresion de los canales implicados en SOCE y
VOCE.

Para investigar la posibilidad anterior directamente estudiamos la
expresion de Orail y Stiml, componentes moleculares del canal capacitativo en
otros tipos celulares asi como la de la subunidad a;. del canal Cavl.2, el canal
de Ca®" dependiente de voltaje sensible a dihidropiridinas mayoritario en
mausculo liso vascular. En nuestras manos, sin embargo, no encontramos
diferencias notables en los niveles relativos de ARNmM de los genes
anteriormente mencionados. Sin embargo, a nivel de proteinas, encontramos
que Stiml (pero no Orail) que era elevado en células las proliferativas
disminuia en las células quiescentes. Por el contrario, la subunidad a;. del canal
Cavl.2, aumentaba significativamente en las células quiescentes. Estos cambios
son consistentes con las diferencias de SOCE y VOCE en las células
proliferativas y no proliferativas. Nuestros resultados coinciden parcialmente
con los cambios fenotipicos observados previamente cuando se han comparado
células de musculo liso vascular de diferentes territorios (Berra-Romani, R. et al.
2008; House, S.J. et al. 2008; Zhang, W. et al. 2011). Sin embargo, nosotros
no hemos observado diferencias a nivel de ARNm. Las discrepancias podrian
deberse a diferencias entre los diferentes territorios vasculares estudiados o a
posibles diferencias entre ratas y seres humanos. También podrian deberse a
qgue el cambio fenotipico estudiado en este trabajo no refleja enteramente el
que sucede /n vivo. En cualquier caso, los resultados obtenidos son, de nuevo,
consistentes con un papel relevante de SOCE y Stiml en el control de la
proliferacion celular en las células de musculo liso de arteria coronaria humana
y otras células de musculo liso vascular (Takahashi, Y. et al. 2007; Aubart, F.C.
et al. 2009; Guo, R.W. et al. 2009; Ng, L.C. et al. 2009).

La remodelacion de las vias de entrada de Ca** durante la
transformacion fenotipica podria tener consecuencias interesantes en la
fisiologia de las células ademas de originar cambios relevantes en el manejo del
Ca*" a nivel subcelular. Para investigar esta posibilidad estudiamos posibles
diferencias en la captacién mitocondrial de Ca*" en las células proliferativas y
las no proliferativas. Los resultados muestran que SOCE, pero no VOCE es
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capaz de inducir captacién mitocondrial de Ca**. De este modo las células de
musculo liso de arteria coronaria con fenotipo proliferativo recuerdan a las A10
ya que presentan un SOCE dominante y un VOCE minoritario donde SOCE pero
no VOCE induce captaciéon mitocondrial de Ca®*. Sin embargo, las células
quiescentes se caracterizan porque SOCE es minoritario mientras que VOCE es
dominante. Consistentemente VOCE, pero no SOCE, induce captacion
mitocondrial de Ca®* en las células quiescentes. Puesto que el papel del Ca®* en
la mitocondria es la activacién de diversas enzimas implicadas en el ciclo de
Krebs, la entrada de Ca®* a la mitocondria aumenta la respiracién mitocondrial
y la sintesis de ATP. Este proceso permite el acoplamiento entre la estimulacion
celular y el aumento de la sintesis de ATP para atender las nuevas demandas
energéticas de las células activadas. Por ello, podria deducirse que en las
células proliferativas la sintesis de ATP esta acoplada a sefiales proliferativas
mediadas por SOCE. Sin embargo, en las células quiescentes, la sintesis de ATP
estaria mas acoplada a sefiales eléctricas capaces de inducir la activacién de
canales de Ca** dependientes de voltaje y contraccién muscular.

Otra consideracién necesaria es que las diferencias en la captacion de
Ca”* mitocondrial inducida por SOCE entre las células proliferativas (captan) y
las no proliferativas (no captan) podria contribuir a la disminuciéon de SOCE. El
motivo es que, como se ha demostrado anteriormente, SOCE esta regulado por
la mitocondria de modo que un gran SOCE esta favorecido por la captacion de
Ca** mitocondrial. Sin embargo, si SOCE disminuyera digamos que por un
descenso de Stiml hasta un punto en que las mitocondrias no sienten su
actividad, la falta de captacion de Ca** mitocondrial disminuirfa aun mas SOCE.
Por otra parte, el control mitocondrial de la entrada de Ca®* en estas células
seria también esencial para la inhibicion por AINEs.

Por todo lo anterior, finalmente investigamos los efectos
antiproliferativos de los anti-inflamatorios no esteroideos y el papel de SOCE y
la mitocondria en las células de musculo liso de arteria coronaria humana.
Nuestros resultados muestran que SOCE en las células es inhibido de un modo
reversible por desacoplantes mitocondriales como FCCP de un modo reversible.
Igualmente, los diversos AINEs testados inhibieron significativamente tanto
SOCE como la proliferacion y la migracion celular en las células de musculo liso
de arteria coronaria humana, un proceso que también se inhibe de modo
significativo tanto en ausencia de Ca** extracelular como en presencia de 2-APB,
el antagonista clasico de SOCE. Estos resultados sugieren que el mecanismo
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antiproliferativo y antimigratorio de los AINEs es, de nuevo, la inhibicion de
SOCE. Aunque no hemos podido llevar a cabo el estudio de los efectos de los
AINEs sobre corrientes en células de musculo liso vascular, hemos de suponer
gue el mecanismo por el que los AINEs inhiben SOCE seria similar al descrito en
células RBL, es decir, un mecanismo indirecto, mediado por los efectos de estos
compuestos sobre la captacion de Ca®* mitocondrial. Consistente con esta
hipotesis, la inhibicion de SOCE por los AINEs solo resultd evidente en las
células coronarias con fenotipo proliferativo donde SOCE induce captacién de
Ca** mitocondrial. Sin embargo, en células quiescentes donde SOCE es menor e
incapaz de inducir captacién de Ca®* por las mitocondrias SOCE no se inhibe en
presencia de AINEs. De este modo, los AINEs inhiben SOCE de un modo
dependiente de mitocondrias y de una manera especifica de fenotipo. Si estos
resultados se confirmasen, cabria suponer que los AINEs podrian inhibir SOCE
especificamente en aquellas células que tornasen a un fenotipo proliferativo sin
afectar a la entrada de Ca®* de las células diferenciadas.

En resumen, nuestros resultados indican que la entrada capacitativa de
Ca** o SOCE vy, por tanto, las proteinas posiblemente implicadas en su actividad
Stim1 y Orail asi como las mitocondrias son esenciales en la proliferacion de las
células de musculo liso vascular, incluyendo las células de arteria coronaria
humana. Ademas, su inhibicion dependiente de mitocondria permitiria explicar
los efectos anti-proliferativos de una serie de anti-inflamatorios no esteroideos
incluyendo analogos estructurales sin actividad anti-inflamatoria. Estos
resultados podrian explicar los efectos saludables de ciertos AINEs en varios
modelos de restenosis y aterosclerosis (Reis, E.D. et al. 2000; Weber, A. et al.
2000; Brooks, G. et al. 2003). Nuestros resultados podrian tener repercusiones
clinicas si se considerase el uso sistémico de derivados de AINEs sin actividad
anti-inflamatoria como R-flurbiprofeno. Recientemente existe cierta controversia
porque los stents pretratados con compuestos fuertemente antiproliferativos
como rapamicina que han disminuido notablemente la restenosis presentan
ciertos problemas de trombosis que llevan al tratamiento de por vida con
antitrombiticos. Por otra parte, el desarrollo de antagonistas especificos de los
canales implicados en SOCE podria permitir mejores tratamientos para prevenir
y tratar las enfermedades proliferativas del lecho vascular.
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1. Las células de aorta de rata A10 presentan entrada de calcio
operada por depésitos (SOCE) y, en menor medida, entrada de Ca*" operada
por voltaje. SOCE es sensible a La**, 2APB y BTP2, podria estar mediado por las
proteinas Stiml y Orail, estd regulado por la mitocondria y su inhibicion
previene, aunque no abole, la proliferacién de las células A10.

2. Diversos anti-inflamatorios no esteorideos (AINEs) incluyendo
salicilato, ibuprofeno, sulindac, indometacina y el enantiomero R-flubiprofeno
inhiben la proliferacion y SOCE (pero no VOCE) en las células A10. El
mecanismo de accién no seria la inhibicién directa del canal de Ca** implicado
(como sugieren los experimentos con células RBL), sino secundario a la
despolarizacién mitocondrial y la inhibicién de la captacién de Ca*" por la
mitocondria, lo que impide que retirada de Ca®* por la mitocondria favorezca la
activacion sostenida de SOCE.

3. Las células de musculo liso de arteria coronaria humana (hCASMCs)
en cultivo primario muestran un cambio fenotipico desde un estado proliferativo
a otro no proliferativo, asociado con una profunda remodelacién de las vias de
entrada de Ca®" y sus componentes moleculares. Este proceso podria simular el
cambio fenotipico caracteristico del mduasculo liso vascular dafiado que
contribuye a los procesos de restenosis y arteriosclerosis.

4. En el fenotipo proliferativo, la via de entrada mayoritaria de Ca**
es SOCE, esta posiblemente mediada por Stiml y Orail, su activacion induce
captacién de Ca?* mitocondrial y su inhibicién abole la proliferacién de las
células coronarias. VOCE es minoritario, no induce captacion mitocondrial de
Ca”*y su inhibicién no afecta a la proliferacion celular.

5. En el fenotipo no proliferativo, SOCE disminuye y no induce
captaciéon mitocondrial de Ca®*, entonces la via mayoritaria de entrada de Ca**
es VOCE que ahora ya induce captacién mitocondrial de Ca®*. El cambio podria
estar medidado por el aumento de la expresion de canales de calcio
dependientes de voltaje y la inhibicion de la expresion de Stim1.

6. Los anti-inflamatorios no esteroideos inhiben SOCE en las células

con fenotipo proliferativo (pero no en las células con fenotipo no proliferativo),
asi como la migracion y proliferacion de las células de musculo liso de arteria
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coronaria humana. La inhibicion podria explicarse por los efectos de estos
farmacos sobre la mitocondria y el papel diferencial que la mitocondria podria
tener en el control de SOCE en células con fenotipo proliferativo y no
proliferativo.

7. Nuestros resultados podrian explicar los efectos antiproliferativos y
beneficiosos descritos para los AINEs en diversos desordenes proliferativos del
lecho vascular como la restenosis y la arteriosclerosis.

8. SOCE, sus componentes moleculares Stiml y Orail y la

mitocondria, podrian ser considerados como posibles nuevas dianas en la
prevencion y el tratamiento de los desérdenes proliferativos del lecho vascular.
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