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RESUMEN

Las células endoteliales constituyen una barrera de permeabilidad entre la sangre y el intersticio.
Normalmente en las células endoteliales de los capilares ocurre el intercambio de gases y
pequefias moléculas, sin embargo, en la inflamacién ocurre una hiperpermeabilidad a
macromoléculas principalmente a nivel de células endoteliales de vénulas postcapilares.
Agentes inflamatorios como Histamina o PAF producen la hiperpermeabilidad mediante el
incremento en la concentracion de calcio intracelular [Ca?*]i. El aumento de calcio (Ca®*) se
produce por su liberacion desde los reservorios intracelulares del reticulo a través del aumento
de IP3, pero esto no explica la mantencién de la sefial en el tiempo lo que sugiere que la entrada
de Ca®* desde el medio extracelular también participa activamente en este proceso. Dentro de
los mecanismos propuestos estan los hemicanales formados por conexina y canales de panexina,
que podrian participar en la entrada directa de Ca?* o de manera indirecta a través de la liberacion
de ATP y activacion de receptores purinérgicos. Otro componente importante es la produccion
de éxido nitrico (NO), por la activacion de la isoforma endotelial de la enzima 6xido nitrico
sintasa (eNOS). En ese contexto, se ha estudiado que el incremento de la hiperpermeabilidad
por NO, ocurre a partir de la activacion de la eNOS, y su subsecuente traslocacion al citosol que
conduce a la S-nitrosilacion de proteinas componentes de las uniones adherentes. Por otro lado,
también un mecanismo dependiente de voltaje podria participar en el aumento de Ca?* asociado
a la hiperpermeabilidad. Estudios en la red vascular de mejilla de hamster demostraron la
participacion de canales de calcio dependientes de voltaje (Cay) en el aumento de la
hiperpermeabilidad. Si bien el trabajo no explica la apertura de estos canales Cay, podria ser a

través de la participacion de canales de sodio dependientes de voltaje (Nay), sin embargo, solo



se han descrito estos canales en vena safena mediante estudios electrofisioldgicos, por lo tanto,
se desconoce la participacion de los canales Nay en hiperpermeabilidad. Hasta la fecha adn no
se han integrado todos los componentes mencionados en un mecanismo que explique la
hiperpermeabilidad en vénulas postcapilares, es asi que la hipotesis de esta tesis propone que
“el aumento de Ca?* inducido por PAF es mediado por la activacion de canales de Nay y una
posterior activacion de la eNOS. Esto incrementa la produccion de NO, que a través de la s-
nitrosilacion de hemicanales formados por conexina y/o canales formados por panexina induce
su apertura, permitiendo la entrada directa de Ca?* o de manera indirecta a través de la liberacion
de ATP, lo cual permite la mantencion de la respuesta a lo largo del tiempo.” Los objetivos
generales son: 1) Evaluar si los hemicanales formados por conexinas y los canales de panexinas
participan en el aumento de Ca?* asociado a la hiperpermeabilidad inducida por PAF; 2) Evaluar
si la produccion de NO contribuye al aumento de Ca?* inducido por PAF a través de la apertura
de hemicanales de conexinas y canales de panexinas; 3) Evaluar si los canales de Na*
dependientes de voltaje (Nay) estan involucrados en el aumento de Ca2* inducido por PAF; 4)
Evaluar la participacion de hemicanales de conexina, canales de panexina y canales Nav en la
respuesta de hiperpermeabilidad inducida por PAF. La estrategia experimental involucré la
realizacion de cultivo selectivo de células endoteliales provenientes de vénulas postcapilares en
mesenterio de rata donde se realizdé medicion de calcio intracelular, captacion de colorante etidio
en presenciay ausencia de inhibidores de conexinas, panexina 1, eNOS y canales Nay. También
se midid la liberacion de ATP, variacion de potencial por electrofisiologia en presencia y
ausencia de inhibidores de canales Nay y la formacion de poros en monocapa de este cultivo con
Microscopia de Fuerza Atémica. También se realizd preparacion de la red vascular intacta de

mesenterio de rata y se realizé medicion de captacién de colorante etidio en presenciay ausencia



de inhibidores de conexinas y panexina 1. Los resultados mostraron que PAF induce un
incremento en la captacion de etidio en vénulas intactas y en cultivos de células endoteliales de
vénulas postcapilares, lo cual se asocia a un rapido incremento de la [Ca?*]; y a la formacion de
poros. Tanto la captacion de etidio como el aumento de la [Ca®*]i estimulado por PAF, se
bloqueo al tratar con los péptidos inhibidores de conexinas 3**Gap27 o “*Gap26 y el péptido
inhibidor de panexina 1, %Panx, sin embargo, el tratamiento con PPADS solo atenué parte del
incremento de la [Ca2*];y no afecto la captacion de etidio, sugiriendo que es un evento posterior
a la apertura de hemicanales formados por conexina o canales formados por panexina. PAF
también produjo un incremento en la liberacion de ATP, que fue inhibido al tratar con “*Gap26
0 1%anx y produjo la S-nitrosilacion mediada por NO de conexina 43. Consistente con esto, el
blogueo de la produccién de NO con LNA produjo una inhibicién en la captacion de etidio y en
el aumento de la [Ca®]i. Ademas, se observd que PAF produce la generacion de espigas
despolarizantes en el potencial de membrana de células endoteliales de vénulas postcapilares y
que el tratamiento con TTX bloquea las sefiales despolarizantes y el aumento de la [Ca?*]'.
Consistente con lo anterior, el tratamiento con Lamotrigina, un inhibidor de los canales Nay1.2,
practicamente abolié la respuesta de Ca®* inducida por PAF. Finalmente, el tratamiento con
37.43Gap27 o TTX, bloqued la formacion de poros inducida por PAF. Los resultados de esta tesis
sugieren que la estimulacién de las células endoteliales de vénulas postcapilares con PAF
aumenta la [Ca?*]i a través de la apertura de canales Nav1.2, activacion de la enzima eNOS y
produccién de NO que lleva a la S-nitrosilacion de la Cx43 y la apertura de hemicanales
formados por esta conexina, y por otro mecanismo, la apertura de canales formados por Panx-

1, donde ambos componentes, permitirian la entrada directa de Ca®* y de manera indirecta



mediante la liberacion de ATP con la subsecuente activacion de receptores purinérgicos, este

mecanismo permitiria la mantencion de la respuesta de hiperpermeabilidad en el tiempo.



ABSTRACT

Endothelial cells constitute a permeability barrier between blood and tissue interstitium.
However, inflammatory agents such as Histamine or PAF, evoke an increase in endothelial cell
permeability to macromolecules in post-capillary venules (hyperpermeability), which leads to
edema. Hyperpermeability is associated with an increment in intracellular calcium concentration
([Ca*]i) of endothelial cells, which is initiated by calcium (Ca?") mobilization from the
intracellular stores, the development of hyperpermeability along the time depends on Ca?* influx
from the extracellular space. However, the mechanisms involved in this process have not been
clearly identified. Connexin-based hemichannels and Pannexin-1-formed channels may
participate in the response by allowing direct Ca?* influx and by the activation of a purinergic-
dependent signaling through ATP release. In addition, Nitric oxide (NO) production, by
activation of endothelial isoform nitric oxide synthase (eNOS) is involved in hiperpermebility
response too. Hence, it has been studied that NO mediated-hyperpermeability occurs from
eNOS activation, and its subsequent translocation to cytosol that leads to NO mediated adherent
junctions proteins S-nitrosylation. On the other hand, a voltage dependent mechanism could also
participate in Ca?'-dependent increase hyperpermeability. Hamster cheek pouch studies
demonstrated voltage-gated calcium channels (Cav) participation in hyperpermeability
response. In spite of this work doesn’t explain Cav channels opening, it could be through
voltage-gated sodium channels (Nav) opening. However, these channels have only been
described in electrophysiological studies of saphenous vein, therefore, Nav channels

participation in hyperpermeability remains unclear.



Based on this background, it was proposed that “increase of [Ca?*]; associated to the PAF-
induced hyperpermeability is mediated by Nav channels opening and subsequent eNOS
activation and NO production, which leads to connexin hemichannels and pannexin channels
activation by NO-mediated S-nitrosylation and allowing direct Ca®* influx or by the activation
of a purinergic-dependent signaling through ATP release”. The general objectives were: 1) To
determine if connexin hemichannels or pannexin channels participates in [Ca?*]i increase
associated to PAF; 2) To evaluate if NO production contribute to [Ca*]i increase associated to
PAF; 3) To determine if Nav channels opening participates in [Ca®']i increase associated to
PAF; 4) To evaluate if connexin hemichannels, pannexin channels or Nav channels opening
participates in PAF-induced hyperpermeability. These objectives were developed mainly in
primary cultures of mesenteric endothelial cells of postcapillary venules in the rat mesentery,
were intracellular calcium measurement and ethidium uptake was performed in the presence and
absence of connexin, panexin 1, eNOS and Nav channels inhibitors. ATP release,
electrophysiology analysis in the presence and absence of Nav channel inhibitors, and
monolayer pore formation with Atomic Force Microscopy were also measured these primary
cultures. Rat mesenteric vascular beds was also carried out and measurement of uptake of

ethidium dye was performed in the presence and absence of connexin and panexin 1 inhibitors.

PAF induced an increase in ethidium uptake in intact venules and in EC-V, which was associated
with a rapid rise of [Ca®*];. Both the hemichannel activation and Ca?* signaling were abolished
by treatment with connexin blocking peptides 3"*3Gap27 or “*Gap26 and by application of the
pannexin-1 blocking peptide °Panx or the purinergic receptor blocker PPADS. PAF also
induced a “*Gap26- and !°Panx-sensitive ATP release and evoked a NO-mediated S-

nitrosylation of Cx43. Consistent with this, NO production inhibition with NG-nitro-L-arginine



blunted the PAF-induced ethidium uptake and Ca?* signaling. Furthermore, it was observed that
PAF produces depolarizing spikes generation in membrane potential of endothelial cells of
postcapillary venules and TTX treatment blocks depolarizing signals and [Ca?*]i increase. In
addition, treatment with Nav1.2 channel inhibitor Lamotrigine abolished the PAF-induced Ca?*

response. Finally, *"*Gap27 or TTX blocked PAF-initiated pore formation.

Finally, these results indicate that Nav1.2 channels opening, activation of the eNOS enzyme and
production of NO leads to Cx43 hemichannel activation by NO-mediated S-nitrosylation and
subsequent pannexinl channel opening which are essential for the increase in [Ca?']; associated
to PAF-induced hyperpermeability. These channels may allow direct Ca?* influx or lead to

purinergic receptor activation through ATP release.



INTRODUCCION

La funcion principal del sistema circulatorio es mantener un ambiente adecuado en los tejidos,
lo que se traduce en la distribucion de sustancias esenciales y la eliminacion de subproductos
metabolicos. Este sistema también participa en mecanismos homeostaticos como la regulacion
de la temperatura corporal (Crouch et al., 2017) y el mantenimiento del equilibrio de fluidos
(Yesiltepe et al., 2017). El sistema circulatorio esta constituido por el corazén, grandes vasos
sanguineos, que permiten la distribucién y retorno sanguineo (Feihl, Francois, Liaudet &
Waeber, 2009), y la microcirculacion, que es donde ocurre el intercambio de agua, gases como
oxigeno, nutrientes y desechos (Feihl, Francois, Liaudet & Waeber, 2009; Secomb & Pries,
2011). La microcirculacién involucra vasos sanguineos de tamafio pequefio que conforman un
sistema de arteriolas (didmetro < ~100 um) y vénulas interconectadas por una red de capilares,
esto puede variar en términos de morfologia o regulacion fina, dependiendo de las necesidades
particulares de cada tejido (Secomb & Pries, 2011). Las arteriolas se encargan de la distribucion
del flujo sanguineo y estan constituidas por una capa de células endoteliales y una capa de
células musculares lisas (Lillo et al., 2012; Segal, 2005), que va discontinuandose
progresivamente hasta desaparecer completamente a nivel de los capilares, los cuales a su vez
permiten el intercambio funcional entre la sangre y los tejidos. Finalmente en las vénulas, que
permiten el retorno sanguineo, se reorganiza la capa de células musculares lisas a medida que

van aumentando su calibre (Aird, 2007a)
1. Hiperpermeabilidad.

En condiciones normales, el intercambio de solutos ocurre en los capilares por difusion de

moléculas pequefas y gases, y en menor medida de proteinas plasmaticas, usualmente menores



de ~60 kDa, mientras que la permeabilidad a grandes moléculas es fuertemente restringida y
regulada (Nagy et al., 2006). Este traspaso de grandes moléculas suele iniciarse en procesos
inflamatorios donde es principalmente regulado en las vénulas postcapilares, que en condiciones
normales, mantienen la integridad de la barrera endotelial mediante la estabilizacion de las
comunicaciones intercelulares compuestas principalmente por uniones adherentes, como la
Caderina endotelial vascular (VE-cadherina) (F. R.E. Curry & Adamson, 2013). La
estabilizacion de la barrera es regulado por una pequefia GTPasa llamada Rac-1 (Spindler et al.,
2010) cuya sefalizacién se produce por accion directa o indirecta de cCAMP (Roger H. Adamson
et al., 2010; Baumer et al., 2009; F. R.E. Curry & Adamson, 2013) y por mediadores como la
esfingosina 1-fostato (Roger H. Adamson et al., 2010) prostaglandina E2 (Birukova et al., 2007),

entre otros.

Sin embargo, la exposicion a factores pro-inflamatorios, como por ejemplo: bradicinina,
histamina, factor activador de plaquetas (PAF) y factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) entre otros (R. H. Adamson et al., 2003a; Ashina et al., 2015; Kim et al., 2000) produce
un aumento de la permeabilidad a macromoléculas (> 60 kDa) en las vénulas postcapilares, lo
cual se denomina Hiperpermeabilidad. Esto se traduce en un traspaso rapido o extravasacion de
macromoléculas, como albimina (peso molecular ~ 69 kDa), desde la sangre al intersticio de
los tejidos, con el consecuente flujo osmotico de agua. Este proceso, generalmente se evidencia
por la formacion de verdaderos “huecos 0 grietas” entre las células endoteliales postvenulares
por la apertura transiente de comunicaciones intercelulares como las uniones adherentes, lo que

se denomina permeabilidad paracelular (Claesson-Welsh, 2015).
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Las uniones adherentes corresponden a una familia de proteinas denominadas cateninas que
forman un complejo integrado por la proteina transmembrana especifica de las células
endoteliales, VE-cadherina y cateninas citoplasmaticas, como p120, $-catenina, plakoglobinay
a-catenina, siendo éstas uUltimas las que mantienen su anclaje al citoesqueleto. La porcion
extracelular de la VVE-cadherina le permite asociarse con la porcion extracelular de la VE-
cadherina de la célula adyacente y de esta manera mantener la union entre las células
endoteliales (Dejana et al., 1999) Se ha estudiado la participacion de VE-cadherina y las otras
cateninas en el mecanismo de la respuesta de hiperpermeabilidad (Corada et al., 1999; Gavard
& Gutkind, 2006; Konstantoulaki et al., 2003; Marin et al., 2012; Orsenigo et al., 2012). Por
otro lado, otras proteinas que forman complejos de uniones intercelulares como las uniones
estrechas también participan en la respuesta de hiperpermeabilidad, pero en territorios
especificos, como por ejemplo, la barrera hematoencefalica (Jia et al., 2013; Matter & Balda,
2003; Tietz & Engelhardt, 2015). Una hipétesis sobre el mecanismo que lleva al aumento en la
permeabilidad paracelular estd relacionado a que las uniones adherentes estan conectadas a
filamentos de actina por las cateninas a, B,y y p120, y por medio de estas conexiones, las fuerzas
retractiles del citoesqueleto influyen fuertemente en las uniones célula — célula. Se ha estudiado
que la retraccion de los filamentos de actina puede relacionarse a un mecanismo dependiente de
la isoforma endotelial de la quinasa de miosina de cadena ligera (MLCK), y cuya activacion
puede relacionarse a maltiples eventos de sefializacion como aumento de calcio (Ca®*)
intracelular, activacion de la proteina quinasa C (PKC) y vias de sefializacion relacionadas a
oxido nitrico (NO) (Schnittler et al., 2014; Shen, Qiang, Wu, Mack H, Yuan, 2009; Vouret-
Craviari et al., 1998). Sin embargo, este mecanismo de hiperpermeabilidad se determiné

utilizando el agente inflamatorio trombina en cultivo de células endoteliales de vena de cordon
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umbilical (HUVEC) y en la linea inmortalizada EA.hy926, siendo células que no
necesariamente representan todo lo que ocurre a nivel fisiolégico (Shen et al., 2010; Vouret-
Craviari et al., 1998), ademas, una posible interaccion entre la desestabilizacion de la uniones
adherentes y retraccion de filamentos de actina, aln no esté clara, por lo que, también se sugiere

que estos mecanismos actdan de manera paralela (Schnittler et al., 2014; Tiruppathi et al., 2006).

Se debe notar que la hiperpermeabilidad también se puede producir por medio del transporte de
macromoléculas a través de la membrana luminal hacia la basolateral, lo cual corresponderia a
un proceso que se conoce como permeabilidad transcelular, el mecanismo més estudiado es el
que ocurre por medio de vesiculas o vacuolas denominados Organelos vesiculo-vacuolar o por
su sigla en inglés VVVO (Dvorak & Feng, 2001). Se ha estudiado que las VVVO consisten en
vacuolas fenestradas de caveolas y que se forman rapidamente frente al estimulo del Factor de
crecimiento endotelial vascular o VEGF. Si bien, hay trabajos descriptivos de deteccion de su
estructura en otros modelos, como en endotelio venular de un modelo animal de inflamacion
alérgica ocular, su visualizacion es limitada técnicamente ya que s6lo se han observado por
microscopia electrénica. Ademas, hay pocos estudios que describen su relevancia funcional
siendo la mayoria relacionados a modelos de tumores, como la formacion de VVO en la
hiperpermeabilidad en Gliomas por VEGF (Lin et al., 2008; Nagy et al., 2006; Vasile et al.,

1999).

Cabe mencionar, que la mayoria de los agentes inflamatorios que se han usado en el estudio de
la hiperpermeabilidad como VEGF, histamina, bradicinina; y otras moléculas como ion6foros
de Ca®** y ATP, no son estimulos especificos para el lado venular de la red vascular, sino que

también producen vasodilatacion en el lado arterial, lo cual contribuye al aumento de la
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hiperpermeabilidad por el incremento en la presion hidrostatica (F. E. Curry, 1992). Sin
embargo, la vasodilatacidn arteriolar no es un requisito para que ocurra este proceso, ya que el
factor activador de plaquetas (PAF), un lipido polar endogeno, que produce una intensa
respuesta de hiperpermeabilidad, es vasoconstrictor a nivel arteriolar, lo que descarta por una
parte, el componente de presion hidrostatica en su efecto y lo hace un estimulo més selectivo

por las células endoteliales postvenulares (Dillon et al., 1988)

El PAF, como su nombre lo indica, fue descubierto mientras se estudiaba la interaccion entre
plaquetas y leucocitos, (Hanahan, 1986) asimismo, este potente mediador lipidico es sintetizado
en variados tipos celulares como neutréfilos, basoéfilos, plaquetas y células endoteliales (Chao
& Olson, 1993; Prescott et al., 2000) y a su vez tiene efectos en células endoteliales, plaquetas,
neutréfilos, monocitos y en tejidos como corazén, pulmon, rifidn, entre otros. (Chao & Olson,
1993; Shukla, 1992). Las respuestas activadas por PAF son mediadas por su receptor, que posee
7 dominios transmembrana asociados a una proteina G (Chao & Olson, 1993; Hyland et al.,
2018; Prescott et al., 2000). Ademas de sus efectos mencionados anteriormente, también se ha
estudiado en mesenterio de raton que el efecto de extravasacion e hiperpermeabilidad de PAF
es a través de la sefalizacion por MAPK, y en mesenterio de rata se ha estudiado que PAF
produce hiperpermeabilidad por mecanismos relacionadas a CAMP e independiente a fuerzas
retractiles (R. Adamson et al., 2007; R. H. Adamson et al., 2003b; Kim et al., 2000; Yu et al.,

2005).
2. La Hiperpermeabilidad depende de calcio.

La hiperpermeabilidad depende de un incremento en la concentracion de Ca®* intracelular

([Ca*]i) en las células endoteliales de las vénulas postcapilares (Glass et al., 2005; He et al.,



13

1990; Lum et al., 1992). En términos generales, el aumento de la [Ca®']i se inicia por la
activacion de una via de transduccion dependiente de la fosfolipasa C (PLC), la cual lleva a la
produccion de Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 se une a su receptor que
esta ubicado en el reticulo endoplasmico, lo cual da como resultado la liberacion de Ca?* desde
estos almacenes intracelulares hacia el citoplasma (Kelly et al., 1998; Lum et al., 1992;
Tiruppathi et al., 2002). Esta via de sefializacion se ha descrito evaluando, principalmente, la
respuesta a agentes pro-inflamatorios como histamina (Paltauf-Doburzynska et al., 2000),
trombina (Sandoval et al., 2001), VEGF (Bates & Curry, 1997; Pocock et al., 2000) ATP
(Pocock et al., 2000), PAF (Zhu & He, 2005), en conjunto con el vaciamiento los almacenes
intracelulares de Ca?* inhibiendo la SERCA con tapsigargina (Paltauf-Doburzynska et al., 2000;
Pocock et al., 2000) y el efecto de inhibidores de PLC (Kim et al., 2000; Y. Yuan et al., 1993a).
Aunqgue ciertamente la liberacion de Ca?* desde los almacenes intracelulares participa en la
respuesta de hiperpermeabilidad, el aumento de la [Ca?*]i se mantiene en el tiempo durante
periodos prolongados de estimulacion (Bates & Curry, 1997; He et al., 1990), a su vez,
experimentos en células endoteliales de microvasculatura pulmonar que muestran la inhibicién
de la permeabilidad al remover el Ca?* con tapsigargina, esta inhibicion se revierte al agregar
Ca?* extracelular lo que sugiere que el aumento de la [Ca®']i proveniente de los almacenes
intracelulares no es suficiente para mantener la respuesta de permeabilidad el Ca?*i no es
suficiente para la disrupcion de la barrera (Kelly et al., 1998) lo cual sugiere que la entrada de

Ca?* desde el medio extracelular también participa activamente en este proceso.

Dentro de los primeros mecanismos propuestos esta la entrada capacitativa de Ca®* o dicho de
otro modo, los denominados Canales de Ca?* operados por dep6sitos (canales SOC) (Cioffi &

Stevens, 2006; Moccia, 2012; Prakriya & Lewis, 2015), y como su nombre indica, son activados
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por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca?* (Prakriya & Lewis, 2015). La
activacion de estos canales SOC es altamente dindmica y requiere la interaccion directa de dos
tipos de proteinas, la STIM1 que se encuentra en la membrana del reticulo y acta como sensor
de Ca?, y la Orail que comprende la unidad formadora del canal en la membrana plasmatica
de la célula endotelial (J. P. Yuan et al., 2009). Los estudios que relacionan los canales SOC con
la hiperpermeabilidad estan basados principalmente por la inhibicion con Tapsigargina de la
ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmatico (SERCA) (Cioffi & Stevens, 2006); sin embargo,
se ha descrito que la hiperpermeabilidad inducida por Trombina en células endoteliales de la
vena del cordén umbilical humano (HUVEC) es independiente de Orail (Shinde et al., 2014) y
en otros estudios se han utilizado lineas celulares de arteriolas de pulmdn (Kelly et al., 1998) lo
que no responde fielmente a un modelo de permeabilidad, ya que estas lineas celulares no
corresponden a una venular y su funcidn fisiologica es mas bien arteriolar. Otro mecanismo
propuesto para describir la entrada de Ca**extracelular corresponde a la familia de canales
receptores de potencial transitorio (canales TRP), que son canales permeables a cationes como
Ca?*, destacando entre ellos a los TRP canonicos (TRPC) (Fitz Roy E. Curry & Glass, 2006;
Gees et al., 2010; Moccia, 2012; Owsianik et al., 2006). En este contexto, se ha descrito que
bradicinina y trombina producen un aumento de la permeabilidad en células endoteliales de
cerebro mediante un aumento de [Ca?*]i, y esta respuesta es atenuada en presencia LOE908, un
inhibidor de TRPC (Brown et al., 2008). Asimismo, en células endoteliales de pulmon de
ratones knock out TRPC4”" se demostr6 que hay pérdida en la formacion de fibras de estrés y
retraccion de las células al atenuarse la entrada de Ca?* inducida por Trombina (Tiruppathi et

al., 2002) y en pulmones aislados y perfundidos se describi6 que la estimulacion con PAF activa
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canales TRPCG para la entrada de Ca?* y subsiguiente aumento de permeabilidad (Samapati et

al., 2012)

Ademas de los mecanismos descritos anteriormente, existe el mediado por ATP, que si bien es
conocido como el nucleétido involucrado en el metabolismo energético, también es una potente
molécula de sefializacién (Lohman et al., 2012) que activa un aumento en la permeabilidad y
[Ca?*]i en células endoteliales postvenulares (Pocock et al., 2000). La sefializacion de ATP para
el aumento de la [Ca?']; involucra a los receptores purinérgicos, que se dividen en P1 o de
adenosina 'y P> o de ATP, y estos ultimos a su vez se subdividen en P2Y y P2X. Por una parte,
los P.Y son receptores metabotropicos asociados a proteina G y gatillan sefiales relacionadas a
IP; y aumento de [Ca?']i. En células endoteliales arteriales se ha descrito que se expresan los
receptores P2Y1, P2Y> y P2Y 11 (Burnstock, 2017; L. Wang et al., 2002), pero no se ha descrito
la expresién de estos receptores en células endoteliales postvenulares. Si se ha estudiado en
células endoteliales de arteria de rata, que al utilizar un agonista especifico de receptores P2, se
produce un aumento en la extravasacién de macromoléculas como FITC-dextrano a través del
aumento de la [Ca®*]; (Tanaka et al., 2003). Por otro lado, los P2X, son receptores ionotrdpicos,
es decir, son canales i6nicos que se abren en respuesta a la unién del ligando, en este caso ATP,
y por esta via pueden producir un aumento de [Ca?*];i (Kaczmarek-Hajek et al., 2012). En células
endoteliales arteriales y en HUVEC se ha descrito que se expresan receptores P2X4, pero en
celulas endoteliales postvenulares ain no se ha determinado que receptores P2X se expresan
(Burnstock, 2017; L. Wang et al., 2002). En un estudio realizado en diferentes cultivos de células
endoteliales, provenientes de vena umbilical (HUVEC), aorta (HAEC), arteria de pulmon
(HPAEC) y microvasculatura de pulmon (HMVEC), se evidencio que los receptores P2X4

participan en el aumento de calcio inducido por ATP (K Yamamoto et al., 2000).
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Actualmente, se encuentran muchos estudios que relacionan la participacion de hemicanales
formados por conexinas (Cxs) y canales formados por panexinas (Panxs) en la comunicacién
celular y particularmente en dinamicas de Ca®* (De Bock et al., 2011; Godecke et al., 2012;
Kaneko et al., 2015; Parthasarathi et al., 2006; Pinheiro et al., 2013). La apertura de estos canales
se podria estimular por un aumento de la [Ca?*];, la entrada directa de Ca?* por el canal y a
través de la sefalizacion de Ca?" mediada por la liberacion de ATP (Xavier F. Figueroa &
Duling, 2009; Saez et al., 2003; Séez et al., 2005). Las conexinas son una familia de proteinas
transmembrana que participan en la formacion de uniones en hendidura, mas conocidas como
gap junctions, las cuales comunican el citoplasma de dos células adyacentes. Seis conexinas
oligomerizan para formar una estructura hexamérica con un poro central, denominado
hemicanal o conexon. Los hemicanales pueden permanecer como canal propiamente tal o
conectarse con otro hemicanal de una célula adyacente para conformar la union en hendidura o
gap junction (Xavier F. Figueroa & Duling, 2009; Saez et al., 2003). En mamiferos, se han
descrito al menos 20 isoformas de conexinas, denominadas de acuerdo a su tamafio aproximado
(en KDa) (Willecke et al., 2002), en el endotelio arterial se expresan mayormente las isoformas
Cx37, Cx40 y Cx43 (Johnstone et al., 2009). Por otro lado, las panexinas son proteinas
transmembrana con una estructura similar a las conexinas, pero con poca homologia. Las
panexinas también oligomerizan para formar canales similares a los hemicanales formados por
conexinas, pero, al parecer, no forman gap junctions. Se han descrito 3 isoformas de panexinas
(Panx1, Panx2 y Panx3), pero la que se expresa mas consistentemente en el endotelio arterial es
Panx1 (Barbe et al., 2006; Bond & Naus, 2014). Es importante notar que si bien se ha
caracterizado la expresion de las Cx37, Cx40 y Cx43 en células endoteliales de vena cava

(Craneal, toraxica y abdominal) en ratas (Inai & Shibata, 2009), no se ha caracterizado la
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expresion de conexinas y panexinas en las células endoteliales postvenulares. Los hemicanales
formados por conexinas y los canales formados por panexinas, no son solo simples poros de
comunicacion de orden pasivo, sino méas bien pueden cumplir funciones especificas y se ha
descrito que permiten el paso de moléculas de sefializacion como cAMP, IP3, ATP y 6xido
nitrico (NO) y iones como Ca?*, entre otros (Xavier F. Figueroa & Duling, 2009; Johnstone et
al., 2009); por ejemplo, se ha descrito que hemicanales formados por conexinas participan en el
aumento de la [Ca*]i en células endoteliales de cerebro de rata al ser estimuladas con el agente
inflamatorio Bradicinina, algo similar se estudio en células endoteliales de microvasculatura
cerebral, donde se determind que tanto canales de panexina como hemicanales de conexina 43
podrian participar en las dindmicas de Ca?* que llevan a un aumento de la permeabilidad en la
barrera hematoencefalica (De Bock et al., 2011; Kaneko et al., 2015). Ademas, los canales
formados por conexinas o panexinas pueden participar en el aumento de [Ca®']; a través de la
liberacion de ATP; por ejemplo, se ha descrito que, en fibroblastos, bradicinina induce
liberacion de ATP via activacion de hemicanales de conexinas y canales de panexinas
promoviendo un aumento de la [Ca®']i por la activacion del receptor P2Y12 (Pinheiro et al.,
2013). Asimismo, se ha estudiado en miocitos y en células endoteliales de la barrera
hematoencefalica de cerdo que la localizacion de las gap junctions compuestas por Cx43
dependen de la interaccion con la Zona ocludens 1 (ZO-1), una proteina de las uniones estrechas
(Palatinus et al., 2011), lo cual sugiere que la colocalizacion de Cx43 con Z0O-1, claudina 5 y
ocludina, se relaciona a que las gap gunction podrian contribuir con las tight junction en la
estabilizacion de la barrera endotelial (Nagasawa et al., 2006). Dentro del contexto de

inflamacion, se ha descrito que tanto conexinas como panexinas participan en la adhesion de
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leucocitos al endotelio (Veliz et al., 2008) y la posterior migracion de estos leucocitos (Lohman

etal., 2015a).
3. Oxido Nitrico en Hiperpermeabilidad.

Se describid que la respuesta de hiperpermeabilidad inducida por agentes proinflamatorios
depende de un aumento de NO (Hatakeyama et al., 2006). EI NO es una molécula de
sefializacion versatil y de vida media corta (menos de 4 segundos), que es sintetizada a partir
del aminoécido L-arginina por la isoforma endotelial de la enzima Oxido Nitrico Sintasa (eNOS)
(Qian & Fulton, 2013; Vallance & Chan, 2001). Agentes proinflamatorios como PAF,
Histamina y VEGF incrementan la respuesta de hiperpermeabilidad y la produccién de NO
contribuye en ello, a través de la activacion de eNOS probablemente por la unién al complejo
calmodulina-Ca?*, fosforilacion o via de sefializacion relacionada a PKC o Akt (Durén et al.,
2010; Qian & Fulton, 2013; Xiao et al., 2011), activacion de Guanilato ciclasa y el subsecuente
aumento de la produccion de cGMP (Jeon et al., 2001; Lal et al., 2001; Y. Yuan et al., 1993b).
Sin embargo, NO también puede realizar modificaciones postraduccionales en las proteinas,
proceso denominado S-nitrosilacion (Iwakiri et al., 2006). En ese contexto, también, se ha
propuesto otro mecanismo por el cual NO incrementa la hiperpermeabilidad, y es a partir de la
activacion de la eNOS, y su subsecuente traslocacion al citosol (Durén et al., 2010; F. Sanchez
etal., 2008; F. A. Sanchez et al., 2011), para que el NO producido modifique por S-nitrosilacién
proteinas componentes de las uniones adherentes (Marin et al., 2012). Por otro lado, cabe
mencionar que se ha descrito que NO también podria causar un incremento en la [Ca?*]i en las
células endoteliales de porcino (Berkels et al., 2000). Este resultado apoya la idea que el NO

participa en la respuesta de hiperpermeabilidad, pero adicionalmente sugiere que junto con
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afectar la permeabilidad a través de una modificacion post-traduccional de proteinas de union
adherente (Marin et al., 2012), también podria activar una via de sefializacién que contribuye al
aumento de Ca®'i. En concordancia con esto, se ha descrito que el NO activa hemicanales
formados por conexinas, 37, 40 0 43 (Lillo et al., 2012), lo cual al menos en el caso de la Cx43
se asocia con la S-nitrosilacion de esta proteina (Retamal et al., 2006), también se ha descrito
la asociacion de Cx37 con eNOS en una linea de células endoteliales de raton (Pfenniger et al.,
2010). Adicionalmente, se demostré que junto con activar a los hemicanales de conexina, el
NO, preferencialmente, atraviesa la membrana plasmatica a través de estos canales o difunde de
una célula a otra, via gap junctions (Xavier F. Figueroa et al., 2013). Por otro lado, también se
ha descrito que el NO podria S-nitrosilar canales de Panx-1 en células endoteliales de aorta, pero
la consecuencia funcional de este proceso aun es controversial (Lin et al., 2008; Lohman et al.,
2012). Ademaés, cabe mencionar que alin no se ha evaluado la posible expresion, regulacion y
funcion de conexinas en vénulas postcapilares. En esta tesis se propone que un aumento inicial
de la [Ca®*]i lleva a un aumento en la produccion de NO que, a su vez, induce la apertura de
hemicanales de conexinas y/o canales de panexinas a través de la S-nitrosilacion de estas
proteinas. La activacion de los hemicanales de conexinas y canales de panexinas contribuiria al
incremento de [Ca?']; ya sea permitiendo la entrada directa de Ca?*, o a través de la liberacion
de ATP. Sin embargo, la propuesta mencionada anteriormente, no parece ser la Gnica respuesta

al mecanismo de entrada de Ca?* extracelular.
4. Mecanismo dependiente de voltaje en Hiperpermeabilidad.

En un estudio en que se midié hiperpermeabilidad en mejilla de hamster se encontr6 que

Nifedipina, un inhibidor de canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cay), atenud la
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hiperpermeabilidad inducida por PAF, lo que sugiere que un mecanismo dependiente de voltaje
podria participar en el aumento de Ca?* asociado a la hiperpermeabilidad (Oshiro et al., 1995).
La presencia de un mecanismo dependiente de voltaje en las células endoteliales no es insolito.
Yaen los primeros estudios de mecanismos de permeabilidad en vénulas aisladas y capilares de
rana se proponia que la despolarizacion de las células endoteliales podria inducir la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje y subsecuente entrada de Ca?" extracelular (He &
Curry, 1991; R. S. Zhang & Huxley, 1992). Mas recientemente, se mostrd que la estimulacion
eléctrica de arteriolas de cremaster de ratdn provoca una activacion secuencial de canales de
Na* dependientes de voltaje (Nay) y canales Cay, que resulta en un aumento de la [Ca?*]i y,
subsecuentemente, vasodilatacion (X. F. Figueroa et al., 2007). La activacion de canales Nay
podria ayudar a explicar el mecanismo de activacion de los Cay en el trabajo de Oshiro. Si bien
se habia descrito la presencia de Nay en células endoteliales de arterias pulmonares y HUVEC
(Gordienko & Tsukahara, 1994), no existe evidencia de su expresion en vénulas post-capilares.
Consistente con la presencia de Nav en venas, en células endoteliales de vena safena se
caracterizo por medio de estudios electrofisioldgicos la expresion de canales Nay, demostrando
que eran funcionales (Gosling et al., 1998). Estos antecedentes sugieren que un mecanismo
dependiente de voltaje puede contribuir a la entrada de Ca?* extracelular a las células
endoteliales. Sin embargo, no se ha descrito la participacion de los canales Nay en

hiperpermeabilidad.

Los canales Nay estan constituidos por una subunidad alfa que forma el canal y entre una a
cuatro subunidades beta (B1, B2, B3 y B4) que son regulatorias. Por otra parte, las subunidades
B1y B3 estan asociadas a la subunidad a en forma no covalente, mientras que la subunidad 32

y B4 forman puentes disulfuro con la subunidad a (Clare et al., 2000; Vacher et al., 2008).
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Existen 10 genes de subunidades a que codifican las proteinas, Nay1.1 a Nay1.9, y una atipica
Nax de los canales de Nay, que se expresan en diferentes tejidos excitables (Namadurai et al.,
2015; Verkhratsky & Steinhduser, 2000). Los Nay1.1, 1.2, 1.3y 1.6 son los principales canales
de Na* expresados en el sistema nervioso central. Por otra parte los canales Nay 1.7, 1.8 y 1.9
se expresan en el sistema nervioso periférico. En los tejidos musculares también hay una
expresion diferenciada de canales de Na*. En el musculo esquelético, el Nay1.4 es el tnico canal
detectado hasta el momento, mientras que en el tejido cardiaco se expresa el Nayl.5,
especificamente entre las células musculares cardiacas en los discos intercalares (Vacher et al.,
2008). Hasta la fecha no se conoce una funcion especifica del décimo canal de Na* conocido

como Nax, el cual se expresa tanto en el hipotdlamo como en los astrocitos.

Si bien la propuesta de esta tesis no involucra dilucidar el mecanismo de activacion de los
canales Nay, estos canales se podrian activar por medio de la apertura de los canales TRP
inducida por los agentes pro-inflamatorios en vénulas, lo cual despolarizaria la membrana,
llevando el potencial de membrana al umbral de activacion de los canales Nay (Vincent & A.J.

Duncton, 2011).

En su conjunto, los antecedentes descritos sugieren que los canales Nay podrian participar en la
respuesta de hiperpermeabilidad que se produce en las células endoteliales de vénulas
postcapilares, por lo que la propuesta podria representar un nuevo mecanismo involucrado en

hiperpermeabilidad.
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HIPOTESIS

“La sefial de Ca?* asociada a la respuesta de hiperpermeabilidad inducida por PAF se
inicia por un aumento en la produccién de NO mediado por la activacion de canales de
Na* dependientes de voltaje (Nav), lo cual contribuye a la apertura de hemicanales de
conexina y/o canales de panexina através de la S-nitrosilacion de estos canales, activando,
de esta manera, la entrada directa de Ca?* o de manera indirecta a través de la liberacién

de ATP.”
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OBJETIVOS

1. Evaluar si los hemicanales formados por conexinas y los canales formados por
panexinas participan en el aumento de Ca?* asociado a la hiperpermeabilidad inducida
por PAF.

a. Determinar la expresion de hemicanales de conexina y canales de panexina en
ceélulas endoteliales venulares.

b. Determinar si hemicanales de conexinas y canales de panexinas participan en el
aumento de Ca?*i inducido por PAF en células endoteliales venulares.

c. Determinar si hemicanales de conexina y canales de panexinas participan en el
aumento de Ca?* inducido por PAF en células endoteliales venulares a través de la
liberacion de ATP .

2. Evaluar si la produccion de NO contribuye al aumento de Ca?* inducido por PAF a
traves de la apertura de hemicanales formados por conexinas y canales formados por
panexinas.

a. Determinar si el NO contribuye al aumento del Ca%"i inducido por PAF en células
endoteliales venulares.

b. Determinar si el NO gatilla la apertura inducida por PAF de hemicanales de
conexinas y canales de panexinas en células endoteliales venulares.

c. Determinar si el NO gatilla la apertura inducida por PAF de hemicanales de
conexinas y canales de panexina en células endoteliales venulares a través de la S-

nitrosilacion de estas proteinas (Cxs: 37, 40 0 43 y Panx-1).
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3. Evaluar si los canales de Na* dependientes de voltaje (Nav) estan involucrados en el
aumento de Ca?* inducido por PAF.

a. Determinar la expresion de los canales Nay en células endoteliales venulares.

b. Evaluar si PAF activa una despolarizacion del potencial de membrana dependiente
de la activacion de canales Nay en células endoteliales venulares.

c. Determinar si los canales Nay participan en el aumento de Ca?* inducido por PAF
en células endoteliales venulares.

4. Evaluar la participacion de hemicanales de conexina, canales de panexina y canales
Nav en los cambios estructurales asociados a la respuesta de hiperpermeabilidad
inducida por PAF.

a. Determinar si la apertura de los hemicanales de conexina y canales de panexina
participan en los cambios estructurales asociados a la respuesta de
hiperpermeabilidad inducida por PAF.

b. Determinar si la activacion de los canales Nay participa en los cambios estructurales

asociados a la respuesta de hiperpermeabilidad inducida por PAF.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales.

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley adultas de 200-230g de peso, criadas y mantenidas
en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. Las ratas tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum. Los animales se utilizaron para la
preparacion de la red vascular mesentérica intacta (Método 3.2), cultivos primarios de células
endoteliales de vénulas postcapilares (Método 3.3), extractos para western blot (Método 3.4) y
cortes para inmunofluorescencia (Método 3.5). Todos los protocolos experimentales se
aprobaron por la comision de bioética de la universidad y estan de acuerdo con los estandares

internacionales para el uso de animales de laboratorio.
2. Preparacion de la red vascular mesentérica intacta de rata.

Las ratas se anestesiaron con ketamina (clorhidrato de ketamina 111,56mg/ml, Ilium) y Xilacina
(clorhidrato de xilacina 23,3mg/ml, Centrovet) en proporcion 90 y 10 mg/kg, respectivamente.
Se expuso la arteria mesentérica superior por medio de una incision en la linea media de la pared
abdominal, la cual se canulé con un tubo de polietileno P-50 (Intramedic, USA) y se perfundio
a un flujo constante de 0,8 mL/min con una solucidn estéril de tampdn Tyrode-Bicarbonato
(composicion (mM): NaCl 118; KCI 5,4; CaCl; 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3 23,8 y
glucosa 11,1) calentada a 37°C y burbujeada continuamente con una mezcla de 5% CO2 / 95%
O,, para obtener un pH 7,35 - 7,45. Una vez canulada la arteria mesentérica superior, se aisld la
parte del mesenterio conectado a la porcion del tubo digestivo correspondiente al duodeno y
primer tercio del ileon. Las ratas se sacrificaron rapidamente por exsanguinacion, mediante el

corte de la aorta abdominal. El lumen de la porcion de tubo digestivo aislado junto a la red
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mesentérica se limpié mediante la perfusion de tampdn Tyrode-Bicarbonato. La red vascular
aislada intacta junto al tubo digestivo se colocd en una cdmara de perfusion, donde se dejo
estabilizar por un periodo de 30 minutos antes de comenzar los experimentos. Para los
experimentos, los vasos sanguineos se identificaron en campo claro. Por lo general, las arterias
de resistencia y vénulas post-capilares se encuentran pareadas (Figura 1B), las arterias
mantienen su forma tubular caracteristica por el grosor de su pared, esto se observa en las
imagenes por inmunohistoquimica y en las de mesenterio intacto, ambos ubicados a la izquierda
en lafigura 1Ay 1B respectivamente, y se diferencian de las vénulas porque éstas ultimas tienen
una pared mas delgada y se encuentran colapsadas, lo que las hace ver més transllcidas o
brillante a luz clara (Iméagenes de inmunohistoquimica y de mesenterio intacto ubicadas a la

derecha en la figura 1A y 1B respectivamente).



Figura 1. Vénulas post-capilares y arterias de resistencia en la red vascular intacta
de mesenterio de rata. A Imagenes de arteria de resistencia (a) a la izquierda y vénula
post-capilar (v) a la derecha por inmunohistoquimica para eNOS, que muestra la
estructura de las paredes de ambos vasos. B. Imégenes representativas obtenidas en
campo claro donde se observa una arteria de resistencia (a) y en imagen de la derecha se
observa la disposicion de los vasos sanguineos y una apreciacion de las diferencias entre
arteria de resistencia (a) y vénula postcapilar (v)

27
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3. Cultivo de células endoteliales de vénulas postcapilares de mesenterio de rata.

Los mesenterios se aislaron como lo descrito en el procedimiento anterior (punto 3.2) y la red
vascular se separo del tubo digestivo durante la perfusion continua con una solucion estéril de
tampdn Tyrode con antibi6ticos (Anfotericina y Streptomicina), ajustada a pH = 7,4 y mantenida
a temperatura ambiente (22°). La red vascular se fijo mediante alfileres a una superficie de
Sylgard® en el fondo de una placa petri y se removio el tejido adiposo para identificar las
arteriolas y vénulas, los cuales se aislaron y mantuvieron por separado en una solucion tampén
Tyrode-antibidtico. Los segmentos aislados se colocaron en tubos eppendorf estériles con 1mL
de Tyrode-antibidtico + BSA 0,1% + colagenasa | (2mg), se lavaron y se sembraron en placas
de 30mm (Thermo scientific Biolite, cédigo 130181) o en covers de 12mm (Heyn, cddigo
0111520) con medio M199 (Gibco, codigo 31100-035) suplementado con suplemento de
crecimiento de células endoteliales (ECGS: Endothelial cell growth supplement from bovine
pituitary, BioReagent, Sigma codigo EO0760-15MG), antibi6ticos, antifngicos
(Penicilina/Estreptomicina/Fungizona, Gibco, codigo 15240) y 20% suero fetal bovino). Las

células se cultivaron por 4 dias a 37°C en una atmasfera de 5% CO2-95% aire con una humedad

relativa cercana al 100%, para que alcancen un 70% de confluencia.

4. Electroforesis y Western blot.

Para la determinacion de los niveles de proteinas, se prepararon en buffer de lisis (composicion
PBS /triton X-100/cocktail inhibidores de proteasas Sigma Aldrich, P8340-1ML) los extractos
de vénulas postcapilares aisladas y cultivos primarios de celulas endoteliales de venulas
postcapilares. Las veénulas postcapilares se homogenizaron mecanicamente en frio.

Posteriormente, los homogenizados se centrifugaron a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Se
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rescataron los sobrenadantes y se cuantifico el contenido de proteinas totales a través del método
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo Bradford BioRad (Bio-Rad Laboratories,
cdédigo 500-0006). Luego, se mezclaron las muestras con buffer Laemmli 4X (composicion en
mM: Tris base 10; EDTA 1; y dodecil sulfato de sodio (SDS) 2,5%; B-mercaptoetanol 5%; azul
de bromofenol una punta de espatula, glicerol 40%) y se incubaron por 5 minutos en un bafio
de agua hirviendo, para denaturar las proteinas. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su
utilizacion para western blot. Para la separacion de proteinas por electroforesis se cargaron entre
60 a 80 pg de proteinas en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE
entre 10y 12%), utilizando el marcador estandar de peso molecular Dual color (Bio-Rad, cddigo
1610374). Luego, las proteinas se transfirieron a membranas de polivinilideno difluoruro
(PVDF, Thermo Scientific, codigo 88518), las cuales se bloquearon con leche descremada 5%
en PBS por 1 hora a Temperatura ambiente y, posteriormente, se incubaron por 1 hora a
temperatura ambiente con alguno de los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx37
(Monoclonal generado en raton, Alpha Diagnostic, cddigo CX37A11-A), anti-Cx40 (Policlonal,
generado en conejo, Chemicon, codigo AB1726), anti-Cx43 (Monoclonal generado en raton,
BD Transduction LaboratoriesTM, cddigo 610062), anti-Panx-1 (Policlonal generado en
conejo, Sigma-Aldrich, codigo AV42783-50UG), anti-eNOS (Monoclonal generado en ratén,
BD Transduction LaboratoriesTM, codigo 610298), anti-Nay1.2 (Policlonal generado en conejo,
Alomone Labs, cdédigo ASC-002), anti-Nay1.5 (Policlonal generado en conejo, Alomone Labs,
cédigo ASC-005) y anti-Nay1.6 (Policlonal generado en conejo, Alomone Labs, codigo ASC-
009) con el potenciador de sefial HIKARI solucion A (Nacalai Tesque, cddigo 02270-81). Las
membranas se sometieron a 6 lavados de 10 minutos cada uno con buffer Tris-Tween salino pH

7,5 (TTBS, composicion: Tris base 20 mM; Tween-20 0,3%; NaCl 138 mM), y luego se
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incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa
(Thermo Scientific, codigo 32460) o con el anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa
(Thermo Scientific, codigo 32430), preparado con el potenciador de sefial HIKARI solucion A
y solucion B (Nacalai Tesque, cddigo 02270-81) y se realizaron 6 lavados de 10 minutos cada
uno con buffer Tris-Tween salino pH 7,5, para posteriormente detectar las proteinas con el kit

de quimioluminiscencia SuperSignal® West Femto (Thermo Fisher, codigo 34095).
5. Inmunofluorescencia.

Para la inmunofluorescencia en tejido, ratas machos Sprague Dawley 230-250 g de peso, se
anestesiaron con una mezcla de ketamina y xilacina (i.p. 90 y 10 mg/kg, respectivamente) y se
perfundid por el ventriculo izquierdo con 200 mL de PBS a 37°C, para luego continuar la
perfusion con 200 mL de solucién Bouin (composicién: &cido picrico saturado, formaldehido al
37% y acido acético glacial 100%, en relacion 15:5:1). Se realizé una incisién en la auricula
derecha para permitir la salida del perfusado. A continuacion, se aislé el mesenterio y se dejo
por 24 horas en solucion de fijacion Bouin a temperatura ambiente. Posteriormente, se inicié un
protocolo de inclusion, poniendo el tejido en una solucién de alcohol 60%, alcohol 80%, alcohol
| 95% vy alcohol Il 95% por 30 minutos cada vez a temperatura ambiente; alcohol 1 100%,
alcohol 11 100%, xilol I, xilol 1l por 1 hora cada vez a temperatura ambiente. Continuando con
un protocolo de inclusion, poniendo el tejido en xilol 11 por 15 minutos en estufa a 60°C, luego
el tejido se traspasé a un recipiente con Paraplast Plus® | (Leica Microsystems, codigo
39602004) por 1 hora a 60°C, Paraplast Il a temperatura ambiente por 24 horas. Luego, el tejido
se deja a 60°C hasta disolucion del Paraplast I, para posteriormente traspasarlo a Paraplast 111

por 3 horas a 60°C, y armar el taco con Paraplast fresco, el cual se dejo solidificar a temperatura
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ambiente por 24 horas. El taco con el tejido se coloco en la prensa del microtomo, y se
obtuvieron cortes de 7 y 10 um, como se estimé apropiado, los cuales se colocaron en un bafio
termoregulado a 45°C y se recogieron en portaobjetos silanizados, para luego secarlos por 24
horas a 37°C. Los cortes obtenidos se sometieron a un protocolo de hidratacién en una solucion
de xilol I, xilol 11, alcohol | 100%, y alcohol 11 100%, por 10 minutos cada vez en agitacion
suave dentro de una cubeta Hellendhal; luego alcohol 95%, alcohol 80%, alcohol 60% por 5
minutos cada vez. Posteriormente, los cortes se bloquean con una solucién de albimina de suero
de bovino (BSA) al 3% en PBS por 1 hora a temperatura ambiente y agitacion suave, luego se
incubo con alguno de los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx37 (Monoclonal generado en
raton, Alpha Diagnostic, cddigo CX37A11-A), anti-Cx40 (Policlonal, generado en conejo,
Chemicon, codigo AB1726), anti-Cx43 (Monoclonal generado en raton, BD Transduction
LaboratoriesTM, cédigo 610062), anti-Panx-1 (Policlonal generado en conejo, Sigma-Aldrich,
cédigo AV42783-50UG), anti-eNOS (Monoclonal generado en raton, BD Transduction
LaboratoriesTM, cddigo 610298), anti-Nay1.2 (Policlonal generado en conejo, Alomone Labs,
cédigo ASC-002), anti-Nay1.5 (Policlonal generado en conejo, Alomone Labs, cddigo ASC-
005) y anti-Nay1.6 (Policlonal generado en conejo, Alomone Labs, cddigo ASC-009) por 12
horas a 4°C en una cdmara humeda. Se remueve el anticuerpo primario mediante tres lavados
de 5 minutos cada uno con buffer de inmunohistoquimica pH 7,6 (IHQ, composicién en mM:
Na2HPO4 11; KH2PO4 3,5; NaCl 121; Tris base 41; NaN3 3,1). Posteriormente, se incubaron
las muestras con el anticuerpo secundario ALEXA Fluor® 568 de cabra anti-lgG de conejo
(Invitrogen Molecular Probes, codigo A11011) o el anti-IgG de ratén (Invitrogen Molecular
Probes, cddigo A11004), por 1 hora a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados de 5

minutos cada uno con buffer de inmunohistoquimica y se agregdé 30 pL de medio de montaje
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para fluorescencia Fluoromont-G (Electron Microscopy Sciences, cddigo 17984-25).. Las
muestras se analizan con microscopio Olympus BX41, acoplado a una cdmara ProgRes C5 cool

Jenoptik y el programa ProgRes Capture Pro 2.7.7 Jenoptik.

Para la inmunofluorescencia de células, se utilizaron cultivos primarios de células endoteliales
de vénulas postcapilares, crecidos en cubreobjetos de 12 mm hasta una confluencia de
aproximadamente 80%. Las células se fijaron por 30 minutos en Paraformaldehido 4%
preparado en PBS y se permeabilizaron por 30 minutos a temperatura ambiente usando un
Tampon PBS con Triton X-100 al 0,1% . Luego, se bloqued por 30 minutos con albumina de
suero bovino al 3% en PBS y se incub6 con alguno de los anticuerpos primarios: anti-Cx37
(Monoclonal generado en raton, Alpha Diagnostic, cédigo CX37A11-A), anti-Cx40 (Policlonal,
generado en conejo, Chemicon, cédigo AB1726), anti-Cx43 (Monoclonal generado en ratén,
BD Transduction LaboratoriesTM, cddigo 610062), anti-Panx-1 (Policlonal generado en
conejo, Sigma-Aldrich, codigo AV42783-50UG), anti-eNOS (Monoclonal generado en ratén,
BD Transduction LaboratoriesTM, cédigo 610298), anti-eNOS (Policlonal generado en conejo,
BD Transduction Laboratories TM, cddigo 610298), anti-S-Nitroso-Cystein (SON-Cys,
policlonal generado en conejo, Sigma-Aldrich, cddigo N5411), anti-Nay1.2 (Policlonal
generado en conejo, Alomone Labs, cédigo ASC-002), anti-Nay1.5 (Policlonal generado en
conejo, Alomone Labs, cédigo ASC-005) y anti-Nay1.6 (Policlonal generado en conejo,
Alomone Labs, codigo ASC-009) a 4°C por toda la noche. Se removio el anticuerpo primario
como fue descrito para los cortes de tejido y se incubd el anticuerpo secundario ALEXA Fluor®
568 de cabra anti-1gG de conejo (Invitrogen Molecular Probes, codigo A11011) o anti-IgG de
raton (Invitrogen Molecular Probes, codigo A11004) por 1 hora a temperatura ambiente.

Después de lavar el anticuerpo secundario, se tifieron los nucleos con DAPI (4 ',6-diamino-2-



33

fenilindol Sigma Aldrich, codigo D9542-1MG) y se utiliz6 como medio de montaje, Dako®
(Dako Fluorescent Mounting Medium, codigo S3023). Las muestras se visualizaron usando un
microscopio Olympus BX41 acoplado a una cdmara ProgRes C5 cool Jenoptik, y el programa
ProgRes Capture Pro 2.7.7 Jenoptik. Todas las imégenes se analizaron con el programa ImageJ

(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

6. Proximity Ligation Assay (PLA)

Para los ensayos de ligacion por proximidad, se utilizaron cultivos primarios de células
endoteliales de vénulas postcapilares crecidas en cubreobjetos de 12 mm hasta una confluencia
de aproximadamente 80%. Las células se fijaron por 30 minutos en Paraformaldehido 4%
preparado en PBS y se permeabilizaron por 30 minutos a temperatura ambiente con Tampon
PBS con Triton X-100 al 0,1%. Luego, se bloguearon las muestras por 30 minutos a 37°C con
la solucion incluida en el kit Duolink ® In Situ Detection Reagents Orange (Sigma-Aldrich,
codigo DUO92007-100RXN), se incubaron por toda la noche a 4°C con alguno de los siguientes
anticuerpos primarios anti-Cx43 (Monoclonal generado en raton, BD Transduction
LaboratoriesTM, codigo 610062), anti-Panx-1 (Policlonal generado en conejo, Sigma-Aldrich,
codigo AV42783-50UG), anti-eNOS (Monoclonal generado en ratén, BD Transduction
LaboratoriesTM, cddigo 610298), anti-eNOS (Policlonal generado en conejo, BD Transduction
Laboratories TM, cddigo 610298), anti-S-Nitroso-Cystein (SON-Cys, policlonal generado en
conejo, Sigma-Aldrich, codigo N5411) que se acuerdo a su origen se incubaron en el Duolink®
In Situ PLA® Probe Anti-Mouse PLUS, (Sigma-Aldrich, codigo DUO92001-100RXN) o el
Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-Rabbit MINUS (Sigma-Aldrich, cédigo DU092005-

100RXN) diluido en la solucion “Antibody Diluent” del kit Duolink ®. Posterior a la
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incubacidn, los cubreobjetos con las células se lavaron 4 veces por 5 minutos con el Tampon de
lavado A del kit Duolink ® (Duolink® Wash Buffer A Sigma-Aldrich, codigo 82046).
Posteriormente, se procede a la incubacion de los anticuerpos secundarios con los reactivos
provistos en el kit de reaccion Duolink® In Situ Detection Reagents Orange (Sigma-Aldrich,
cédigo DU0O92007-100RXN), y se realizaron lavados consecutivos con el Tampén de lavado A
del kit Duolink ® (Duolink® Wash Buffer A Sigma-Aldrich, codigo 82046) y tampdn de lavado
B Duolink® Wash Buffer B ( Sigma-Aldrich, c6digo 82048), de acuerdo al protocolo sugerido
por el fabricante. La tincion de nucleos y montaje se realizaron siguiendo las mismas
instrucciones del punto 3.5. Las muestras se analizaron usando un microscopio confocal Nikon

eclipse Ti, acoplado al programa NIS Elements nd2 (Nikon).

7. Cambios en la [Ca?*]i en células endoteliales de vénulas postcapilares mesentéricas de

rata.

Los cambios en los niveles de Ca?* intracelular se analizaron en cultivos primarios de células
endoteliales de vénulas postcapilares utilizando el indicador de Ca®* libre Fluo-4-AM (Life
Technologies, cddigo F23917). Las células se sembraron en cubreobjetos de 12 mm y crecieron
hasta alcanzar una confluencia aproximada de 80%, se lavaron con un tampo6n Tyrode-MOPS
(composicion (mM): NaCl 118; KCI 5,4; CaClz 2,5; MgSOs4 1,2; KH2PO4 1,2; glucosa 11,1,
MOPS 5). Luego, se incubaron con Fluo-4AM 10uM por 1 hora en oscuridad a 36°C para cargar
el indicador Fluo-4 (longitud de onda de excitacion: 470-490 nm; longitud de onda de emision;
515 nm), se lavaron las células 3 veces con la solucién tampOn y se dejaron estabilizar a 36°C
por aproximadamente 15 minutos. Los cambios en la sefial fluorescente se analizaron en tiempo

real cada 3s. Se registraron 30 s en condiciones basales y luego 2 min durante la estimulacion.
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Las células endoteliales de vénulas postcapilares se estimularon con PAF (10 nM) (Platelet
Activating Factor o PAF, B-Acetyl-y-O-alkyl-L-a-phosphatidylcholine Sigma codigo P7568-
1MG) o SNAP (300 nM) (S-Nitroso-N-Acetil-D, L-Penicilamina o SNAP, Calbioquem, codigo
487910) en condiciones control o en presencia de los péptidos blogueadores *"*3Gap27 (200
uM) (GenScript, codigo U7432DG260-1), **Gap26 (200 uM) (GeneScript, codigo
U7432DG260-3), %Panx (60 uM) (GenScript, codigo U4928CD070-1) o con los inhibidores
farmacolégicos PPADS (100 uM) (Tocris, codigo 0605), N®-nitro-L-arginina o L-NA (100 pM)
(Sigma, cddigo N5501-5G), TTX (1 uM) (Affix Scientific, codigo AF3015), 1,4 anhidro TTX
(1,5 uM) (Alomone Labs, codigo T-560), Lamotrigina (300 uM) (Alomone Labs, codigo L205).
La sefial fluorescente se analizd usando un microscopio (Olympus, BX50BI, Tokio, Japdn),
acoplado a una camara Retiga (intensificada 1394, Qimaging) y el programa IPLab 3.7
(Scanalytics, Inc). Las imagenes se analizaron con el programa ImageJ (U. S. National Institutes

of Health, Bethesda, Maryland, USA).

8. Actividad de hemicanales en vénulas postcapilares intactas de la red vascular de

mesenterio de rata.

La actividad de hemicanales se detecto a través del ensayo de captacién de bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich, Cédigo E8751-5G) a través de la perfusion del colorante en los vasos intactos.
La membrana celular es impermeable al etidio y s6lo puede ingresar a la célula si se abre una
via transmembrana como la apertura de hemicanales formados por Cxs o canales formados por
panexinas. Una vez que ingresa el colorante a la célula se intercala en el DNA y emite

fluorescencia (longitud de onda de excitacion: 530-550 nm; longitud de onda emision: 590 nm),
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la cual, por tanto, es proporcional a la actividad de los hemicanales de conexinas y canales de

panexinas.

En la preparacion de mesenterio intacto, se perfundié el buffer Tyrode-bicarbonato con 5 uM
de bromuro de etidio (BrEt) en presencia de PAF (10 nM) (B-Acetyl-y-O-alkyl-L-a-
phosphatidylcholine Sigma, cddigo P7568-1MG) o ATP (10 uM) (Adenosine 5’-Triphosphate
lisodium salt hydrate Sigma, cddigo A2383-1G) por 10 minutos en condiciones control O
después de la aplicacion previa por 5 minutos de **Gap26 (200 uM) (GeneScript, codigo
U7432DG260-3) 0 1%Panx (60 uM) (GenScript, codigo U4928CD070-1). La actividad basal de
los hemicanales formados por Cxs y los canales formados por Panxs se evalla mediante la
perfusion de BrEt 5 uM por 10 minutos solo. Posteriormente, se remueve el exceso de BrEt
mediante la perfusion de la solucidon tampdn Tyrode- bicarbonato por 15 minutos y se registra
la sefial fluorescente del etidio en vénulas y arterias utilizando un microscopio de fluorescencia
(Olympus, BX50BI, Tokio, Japén) y una camara Retiga (intensificada 1394, Qimaging)
acoplada al programa IPLab 3.7 (Scanalytics, Inc), en campo claro para identificar los vasos y
la sefial fluorescente de EtBr para evaluar el grado de captacion del colorante. Las imagenes son
analizadas con el programa ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,

USA).
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9. Actividad de hemicanales en células endoteliales de vénulas postcapilares de mesenterio

de rata.

Los ensayos de captacion de bromuro de etidio se realizaron en cultivos primarios de células
endoteliales de vénulas postcapilares crecidas en cubreobjetos de 12 mm a una confluencia
aproximada del 80%, a través de un protocolo experimental similar al descrito en el punto

anterior (3.8).

Las células se lavaron con buffer Tyrode MOPS (4-Morpholinepropanesulfonic acid) con
glucosa (composicion en mM: NaCl 118; KCI 5,4; CaCl2 2,5; KH2P0O4 1,2; MgS04 1,2; MOPS
10; glucosa 11), ajustado a pH 7,4. Las células se incubaron por 10 a 15 minutos con BrEt 5uM
a 36°C se estimulan con PAF 10 nM (Platelet Activating Factor o PAF, p-Acetyl-y-O-alkyl-L-
a-phosphatidylcholine Sigma codigo P7568-1MG) en condiciones control o en presencia de los
péptidos bloqueadores ¥'*3Gap27 (200 uM) (GenScript, codigo U7432DG260-1), “*Gap26 (200
uM) (GeneScript, codigo U7432DG260-3), 1°Panx (60 pM) (GenScript, codigo U4928CDO70-
1) o con los inhibidores farmacoldgicos PPADS (100 uM) (Tocris, codigo 0605), NS-nitro-L-
arginina o L-NA (100 uM) (Sigma, codigo N5501-5G). El cambio de la sefial fluorescente de
EtBr se analizd en tiempo real cada 30 s. Se registraron 2 min basales y 6 min durante la
estimulacion. Finalmente, las células se visualizaron usando un microscopio de fluorescencia
(Olympus, BX50BI, Tokio, Japén) y una camara Retiga (intensificada 1394, Qimaging),
acoplada al programa IPLab 3.7 (Scanalytics, Inc). Las imagenes se analizaron con el programa

ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
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10. Medicion de cambios en el Potencial de membrana de vénulas postcapilares de

mesenterio de rata.

Para evaluar el efecto de PAF sobre el potencial de membrana de las células endoteliales de
venay el rol de los canales Nav, se empal6 una célula con un microelectrodo de vidrio lleno con
KCI 3 M (resistencia de la micropipeta: 20-50Q) y conectado a un amplificador. La preparacion
se conectd a tierra con un electrodo de referencia colocado en el efluente de la solucion. El
microelectrodo se posiciono sobre la célula en un angulo de 45-60° y se avanz6 cuidadosamente
usando un micromanipulador electrénico (Burleigh TS-5000-150, NY) para empalar una célula.
Se usoé el siguiente criterio para determinar un empalamiento exitoso: una rapida desviacion
negativa del potencial, un potencial de membrana estable por al menos 30 s y una desviacion
positiva del potencial al sacar la micropipeta. Las células se estimularon con PAF (10nM) (B-
Acetyl-y-O-alkyl-L-a-phosphatidylcholine Sigma coédigo P7568-1MG) o ATP (10 uM)
(Adenosine 5’-Triphosphate lisodium salt hydrate Sigma, cédigo A2383-1G) en condiciones
control o en presencia de TTX (1 uM) (Affix Scientific, codigo AF3015) o PPADS (100 uM)

(Tocris, cédigo 0605).

11. Medicion de ATP en células endoteliales de vénulas postcapilares de mesenterio de

rata.

La liberacion de ATP se evalud a través de su deteccion en el medio de los cultivos primarios
de las células endoteliales de vénulas post-capilares por medio del ensayo de bioluminiscencia
luciferina-luciferasa usando el kit de medicion de ATP (Life Technologies, codigo A22066),

que se basa en la siguiente reaccion:
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Luciferina + ATP Mg? Oxiluciferina + AMP +

o

+ 0O, Luciferasa' Pirofosfato + CO; + luz

donde la emision de bioluminiscencia es proporcional a la concentracion de ATP. La reaccién
se realizo de acuerdo a las instrucciones del fabricante, la sefial luminiscente se detecto con un
lumindémetro Turner TD-20e y la concentracion de ATP se calculé interpolando las mediciones
en una curva de calibrado con concentraciones entre 0,01 y 10 nM de ATP a temperatura
ambiente. Previo a la medicion, las células endoteliales de vénulas postcapilares se estimularon
con PAF 10 nM (B-Acetyl-y-O-alkyl-L-a-phosphatidylcholine Sigma codigo P7568-1MG) en
condiciones control o en presencia de los bloqueadores *Gap26 (200uM) (GeneScript, codigo

U7432DG260-3) y °Panx (60uM) (GenScript, codigo U4928CD070-1).

12. Analisis de la formacion de poros en monocapas de células endoteliales de vénulas

postcapilares con Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La formacidn de poros involucra un cambio en la dimensién o acortamiento, y, por lo tanto, en
la altura celular (z). Por lo tanto, se realiz6 un mapeo de la altura celular a través de AFM en
cultivos primarios de células endoteliales de vénulas postcapilares crecidas en cubreobjetos de
12 mm hasta una confluencia aproximada de 80%. Las células endoteliales se lavaron con un
tampon y luego se colocaron en una camara para su analisis por AFM. Las células se
mantuvieron en tampdn Tyrode-MOPS a 20°C, se realiz6 un primer escaneo por AFM y luego
se estimulé con PAF 10nM (B-Acetyl-y-O-alkyl-L-a-phosphatidylcholine Sigma cddigo P7568-
1MG) en condiciones control o en presencia de los bloqueadores *"*3Gap27 200uM (GenScript,
codigo U7432DG260-1) o TTX 1 uM (Affix Scientific, codigo AF3015). Posterior a eso, se

realizaron al menos 8 escaneos méas que se traducen en 8 iméagenes. Las imagenes de AFM se
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tomaron con las células sumergidas en tampdn a temperatura ambiente utilizando un Bruker-
AXS FastScan Dimension AFM instrument. El andlisis de las imagenes se realiz6 utilizando el

programa Nanoscope analysis 1.5.

13. Andlisis estadisticos

Los resultados se presentaron como la media £ error estdndar. Las comparaciones entre dos
grupos experimentales se realizaron mediante el test de t-student (pareado o no pareado). Las
comparaciones maltiples entre grupos se analizan mediante ANOVA de una o dos vias y la
prueba post hoc Bonferroni. Las diferencias se consideran significativas con un valor de p <

0,05. Todos los analisis estadisticos se realizan utilizando el programa GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

1. Activacion de Hemicanales formados por conexina y canales formados por panexina-1

en la respuesta a PAF.

Como primera aproximacion se estudio la apertura de hemicanales formados por conexina y
canales formados por panexina mediante la medicion de la captacion de etidio por las células de
la pared de los vasos en una preparacion ex vivo de mesenterio intacto. En la figura 2A se
muestra la sefial fluorescente de etidio en vénulas y arteriolas en condiciones control y después
de la estimulacion con PAF o ATP. Se puede apreciar que tanto la estimulacion por 15 minutos
con PAF 10nM o ATP 10uM provocaron un aumento en la captacion de etidio (Figura 2A 'y
2B); sin embargo, la respuesta a la estimulacion con PAF se observo solamente en vénulas
postcapilares de la red mesentérica, lo que confirma que PAF es un estimulo especifico para las
células endoteliales venulares. La incubacion por 15 minutos con el péptido inhibidor especifico
de la Cx43, el *Gap26 (200 pM), o de la Panx-1, el °Panx (60 puM), bloqueo la captacion de
colorante estimulada por PAF. La cuantificacion del aumento inducido por PAF en la sefial
fluorescente de etidio se presenta en la Figura 2C. Estos resultados indican que la estimulacion
con PAF induce la apertura de hemicanales formados por conexina 43 y canales formados por

panexina 1 en vénulas intactas de la red vascular mesentérica.
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Figura 2. Apertura de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por
Panx-1 en vasos intactos de mesenterio estimulados con PAF. A, Imdagenes
representativas de la captacion de etidio observada antes y después de la estimulacion con
PAF o ATP. También se muestra el efecto del tratamiento con el péptido inhibidor de

Cx43, 43Gap26 o el péptido bloqueador de Panx-1, Panx. B, Cuantificacion de la
captacion de etidio inducida por PAF o ATP en vénulas y arteriolas aisladas. C,
Cuantificacion de la captacion de etidio observada en vénulas aisladas en respuesta a la

. ., . ) e 43
estimulacion con PAF en condiciones control y en presencia de los inhibidores Gap26

10 . N o .
o Panx. Los cambios en la sefial fluorescente de etidio se expresan en unidades
arbitrarias (UA). *, P < 0,05 vs control

43
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Con el fin de estudiar directamente la respuesta activada por PAF en el endotelio de las vénulas
postcapilares sin interferencia de otros tipos celulares, se desarrollé una técnica para realizar
cultivos de celulas endoteliales venulares de la microvasculatura mesentérica. De esta manera,
se logro obtener cultivos primarios especificos de células endoteliales de vénulas postcapilares
(CEV) y de células endoteliales de arterias de resistencia (CEA) de mesenterio de rata. En la
figura 3A se muestran imagenes representativas de campo claro de la monocapa de cultivos
primarios de CEA y CEV, donde se puede distinguir que las CEA presentan una morfologia
mas alargada que las CEV, esto se confirma al medir la distancia referente a la longitud y ancho

tanto de las CEV y CEA, como se muestra en el gréafico de la figura 3B.

Por otro lado, los resultados de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para eNOS
demuestran que esta proteina se expresa en ambos vasos sanguineos y confirma sus diferencias
morfologicas (figura 4A y 4B), en particular, en la figura 4B, la inmunofluorescencia de eNOS
en rojo muestra que la pared de las arterias de resistencia es mas gruesa y la autofluorescencia
en verde de la lamina elastica interna muestra que se encuentra mas desarrollada. En cambio, al
observar la inmunofluorescencia de eNOS en rojo muestra que la pared de las vénulas post-
capilares es mas delgada y la autofluorescencia en verde de la lamina elastica interna muestra
que es mas difusa y al parecer discontinua. El anlisis de inmunofluorescencia en la figura 4E,
muestra la expresion de eNOS y caveolina 1 en ambos cultivos demostrando que mantienen sus

caracteristicas morfoldgicas.

La expresion de Cav 1 es mas periférica en CEA que en CEV, sugiriendo que en CEA estas
proteinas se encuentran principalmente en la membrana plasmatica. Por el contrario, en CEV la

eNOS se observa mayormente formando una estructura semilunar asociada al nucleo, lo cual
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sugiere que predomina la expresion en Golgi de la eNOS en estas céelulas. Ademas, consistente
con la respuesta observada en la red mesentérica intacta, la estimulacion con ATP indujo un
aumento en la [Ca?*]i tanto en CEA como en CEV (Figura 5A), mientras que solo las CEA
respondieron a ACh (Figura 5B) y s6lo las CEV a PAF (Figura 5C), lo cual es consistente con
la diferenciacion funcional del endotelio arterial y venular, validando el uso de las CEV en el

estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta de las vénulas postcapilares a PAF.
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas de los cultivos de células endoteliales
provenientes de vénulas post-capilares (CEV) y arterias de resistencia (CEA). A,
Iméagenes en campo claro de las CEV y de las CEA B, Analisis de la longitud y ancho de
las CEV y las CEA. *, P < 0,05 CEV vs CEA
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas de los arterias de resistencia y vénulas
postcapilares y en cultivos de células endoteliales provenientes de vénulas post-
capilares (CEV) y arterias de resistencia (CEA). A, Inmunohistoquimica para eNOS en
cortes de mesenterio que muestran una arteria de resistencia (a) y en una vénula post-
capilar. B, Imagen ampliada de A que muestra mas detalle de la diferencia de ambos vasos
sanguineos. C, Inmunofluorescencia para eNOS en cortes de mesenterio que muestran una
arteria de resistencia (a) y una vénula post-capilar. D, Imagen ampliada de C que muestra
mas detalle de la diferencia de ambos vasos sanguineos. E, Imagenes representativas del
analisis por inmunofluorescencia de la distribucion celular de eNOS y Caveolina 1 (Cavl)
en CEV y CEA.
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Figura 5. Caracterizacion funcional de los cultivos de celulas endoteliales
provenientes de arterias de resistencia y vénulas post-capilares. Curso temporal de

los cambios en la [Caz+]i observados en en CEV y CEA en respuesta a la estimulacion

con ATP 10 uM(A), ACh 1 uM (B) o PAF 10 nM (C).
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Luego de la estandarizacion del cultivo de las CEV, se evalud la expresion de las conexinas
tipicamente descritas en el endotelio vascular (i.e. Cxs: 37, 40 y 43) y panexina 1 tanto en
vénulas aisladas como en células endoteliales de vénulas postcapilares ambas provenientes de
mesenterio de rata. Se detecto la expresion de Cx 37, Cx40, Cx43 y Panx 1 tanto en las vénulas
aisladas como en CEV mediante Western blot (Figura 6A). Por otro lado, el andlisis por
inmunofluorescencia mostré que tanto las Cxs 37, 40 y 43 y Panx1 se expresan en el endotelio
de las vénulas aisladas (Figuras 6B) y, en particular, la expresion de las conexinas en CEV
presentd una sefial puntilinea en las zonas de aposicion celular (Figura 6C). Estos resultados
confirman que la Cx37, la Cx40, la Cx43y la panexina 1 se expresan en las células endoteliales

de vénulas postcapilares.
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Figura 6. Expresion de conexinas y Panx-1 en la células endoteliales de vénulas. A,
Inmunoblots representativos de la expresion de la Cx37, Cx40, Cx43 y Panx-1 en vénulas
intactas (V) y cultivos primarios de células endoteliales de vénulas post capilares (CEV). B
and C, Analisis por inmunofluorescencia de la expresion de Cx37, Cx40, Cx43 y Panx-1 en
vénulas intactas (B) y en CEV (C).
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Consistente con la apertura de hemicanales de conexinas y canales de panexinas observada en
veénulas intactas (Figura 2), la estimulacién con PAF 10 nM también aumentd la captacion de
etidio a lo largo del tiempo en CEV (Figura 7A y 7B). El tratamiento con los péptidos
bloqueadores de las conexinas 37 y 43, 3*Gap27, y de Panx-1, 1°Panx, inhibi6 casi por
completo la captacion de etidio, confirmando que la captacion del colorante se produjo por
medio de la apertura de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por Panx-1 (Figura

7AYy 7B).
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Figura 7. PAF induce la apertura de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por
Panx-1 en células endoteliales de vénulas postcapilares (CEV). A, Curso temporal del aumento
en la captacion de etidio inducida por PAF en las CEV en condiciones control y en presencia de los

10
péptidos inhibidores de conexinas, 37’43Gap27 0 43Gap26 o el péptido bloqueador de Panx-1, Panx.
Los cambios en la sefial fluorescente de etidio se expresan en unidades arbitrarias (UA). B, Andlisis
del aumento en la tasa de captacion de etidio inducida por PAF en condiciones control y después del

tratamiento con 37’43Gap27, 43Gap26 o ’Panx. En B *, P <0,05 vs basal.
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2. Aumento de la [Ca?*]i activada por PAF.

Los hemicanales formados por Cx43 y los canales formados por Panx-1 son permeables a Ca?".
Por lo tanto, se analizd la participacion de estos canales en la sefial de Ca?* que media la
respuesta pro-inflamatoria activada por PAF. La estimulacion con PAF produjo un aumento
bifasico en la [Ca?*]i, en donde se puede observar un primer incremento rapido que alcanzé un
maximo durante los primeros 10 segundos de la respuesta y que después de estabilizarse por
unos pocos segundos fue seguido por un segundo aumento de mayor magnitud que llegé a su
maximo a los ~50 s, resultando en un incremento muy reproducible (Figura 8A). Este aumento
en la [Ca?*]i dependié principalmente de la entrada de Ca?* desde el medio extracelular, ya que
la remocion del Ca?* de la solucion del bafio (Ca?*-free) produjo una muy fuerte reduccion en
ambas fases de la respuesta inducida por la estimulacion con PAF (Figuras 8B y 8C). Estos
resultados confirman que ademas de la participacion de Ca?* desde los almacenes intracelulares

hay una importante contribucion de Ca?* extracelular en la respuesta activada por PAF.



55

>

PAF 10 nM

w

AlCa™], (FIF,)

1-
-40 0 40 80 120
Tiempo (S)
B C
[ Jcontrol, n=8
10nM PAF > 3; Bl c2" -free, n=5
—O— Control, n=5 & T
:L\o 3. —@— Ca”'-free, n=8 gl'/
E ctln—'T 2-
= s
+
N(‘U 2- [
O o 14
&l E
1 & —= *
y i ! ' = 9 .3 e
-40 0 40 80 120 Fase 1 Fase 2
Tiempo (S)

Figura 8. El aumento en la [Caer]i inducido por PAF en células endoteliales de vénulas

postcapilares (CEV) depende de Ca”" extracellular. A. Analisis del curso temporal de los
cambios en la [CaZJr]i inducidos por PAF en las CEV. En este andlisis se agruparon todos los
controles de las distintas series experimentales, lo cual demuestra la alta reproducibilidad de
la respuesta. Notar que el aumento en la [Caz+]i presenta dos fases. B, Curso temporal del

2. ) .. .
aumento en la [Ca ], inducido por PAF en condiciones control y despues de remover el Ca®*

de la solucién extracelular (Ca**-free). C, Anélisis del incremento méximo de la sefial de Ca**

en cada una de las fases observadas en respuesta a la estimulacion con PAF. * P < 0,05 vs
control.
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Consistente con la participacion de los hemicanales formados por conexinas y los canales
formados por Panx-1 en la respuesta activada por PAF, el bloqueo de estos canales inhibi6 la
sefial de Ca?* inducida por PAF. El tratamiento con el péptido 3"*3Gap27 o el péptido “*Gap26
inhibié ambas fases del aumento de Ca?* intracelular (Figura 9A y 9B), mientras la incubacion
previa con el péptido °Panx bloque6 completamente la primera fase de la respuesta, pero solo

redujo la segunda fase del aumento de Ca®* en aproximadamente un 75% (Figura 9C y 9D).

El andlisis del aumento maximo de Ca** muestra que tanto los péptidos blogqueadores de
conexinas como panexinas inhiben significativamente ambas fases del aumento en la [Ca?'];
inducido por PAF (Figura 9A y 9C), esto sugiere que los hemicanales formados por Cx43 y los
canales formados por Panx-1 podrian proveer una via directa para la entrada de Ca®" en

respuesta a PAF.
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Figura 9. La seiial de Ca”" activada por PAF en las células endoteliales de vénulas
postcapilares (CEV) depende de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por

2+
Panx-1. A, C, Curso temporal del aumento en la [Ca ], observado en las CEV en respuesta a
PAF en condiciones control y después del tratamiento con los péptidos inhibidores de conexinas,

37’43Gap27 0 43Gap26 (A) o el péptido bloqueador de Panx-1, “Panx (C). B, D, Analisis del
incremento maximo de la sefial de Ca?" en las dos fases de la respuesta inducida por PAF en

ausencia (Control) y en presencia de 37’43Gap27, 43Gap26 B)o Panx (D). *, P<0,05 vs control.
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3. La liberacion de ATP contribuye a la sefial de Ca?* activada por PAF.

La apertura de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por Panx-1 podria permitir
la liberacion de ATP'y, por lo tanto, con el fin de estudiar la contribucién de una via purinérgica
en el aumento de la [Ca?*]i activado por PAF, se evalud en primera instancia si la respuesta a
PAF se asocia con la liberacién de ATP. Los resultados muestran que la estimulacion con PAF
produce un aumento en la liberacion de ATP, la cual se inhibe casi por completo en presencia
de 3Gap26 o °Panx (Figura 10). Ademas, se determino si la liberacion de ATP contribuye al
aumento de la [Ca®*]; a través de la activacion de receptores purinérgicos y, consistente con esta
nocion, el tratamiento con PPADS, un bloqueador de receptores purinérgicos, inhibio el
aumento de la [Ca']; activado por PAF (Figura 11A). Sin embargo, esta inhibicion se restringid
a solo una fase de la respuesta, ya que en presencia de PPADS se observo un incremento en la
fase 1 de la sefial de Ca** y un blogueo casi completo de la fase 2 (Figura 11B).
Consecuentemente, se evalud si la activacion de receptores purinérgicos se relaciona con la
apertura de los hemicanales formados por conexinas y los canales formados por panexinas. Los
resultados muestran que al medir la captacion de colorante en CEV estimuladas por PAF, el
tratamiento con PPADS no disminuyd la captacion de etidio (Figura 11C) y esto se confirmé al
analizar la tasa de captacion (Figura 11D). Esto sugiere que ATP participa como una via
indirecta de aumento en la [Ca*]; a través de la liberacion de ATP por hemicanales de conexina

o canales de panexina y luego la activacion de receptores purinérgicos.
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Figura 10. Liberacion de ATP inducida por PAF células endoteliales de vénulas
postcapilares (CEV). Aumento en la concentracion extracelular de ATP observado en respuesta
a la estimulacion de las CEV con PAF en condiciones control y en presencia de los péptidos

inhibidores 43Gap26 0 10Panx. #P < 0,05 vs el vehiculo ; * P < 0,05 vs el control.
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Figura 11. La activacion de receptors purinérgicos contribuye al aumento de la [Caz+]i
inducido por PAF en células endoteliales de vénulas postcapilares (CEV). A, Curso
temporal de los cambios en la [Caz+]i observados en las CEV en respuesta a PAF en condiciones

control y en presencia del bloqueador de receptores purinérgicos PPADS. B, Anélisis del
incremento maximo de la sefial de Ca** en las dos fases de la respuesta inducida por PAF en
ausencia (Control) y en presencia de PPADS. *, P < 0,05 vs control. C, Curso temporal del
aumento en la captacion de etidio inducida por PAF en condiciones control y después del
tratamiento con PPADS. Los cambios en la sefial fluorescente de etidio se expresan en unidades
arbitrarias (U.A.). D, Andlisis del aumento en la tasa de captacion de etidio inducida por PAF
en condiciones control y en presencia de PPADS. *, P < 0,05 vs Control; #, P < 0,05 vs Basal
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4. Participacion del 6xido nitrico en la sefial de Ca?* activada por PAF.

Como la actividad de los hemicanales de Cx43 y los canales de Panx-1 podria ser regulada por
NO, se realizd la medicion de Ca?* intracelular en presencia del inhibidor farmacoldgico L-NA,
lo cual provocd una disminucion en el aumento en la [Ca?*]; estimulado por PAF (Figura 12A)

y al analizar los maximos de Ca?* el bloqueo es significativo en ambas fases (Figura 12B).

Para confirmar que el NO contribuye al aumento de Ca?* a través de la regulacion de la actividad
de los hemicanales de Cx43 y canales de Panx-1, se analizo la captacion de colorante en CEV,
en donde se observo que el tratamiento con L-NA atenu6 el aumento de la captacion de etidio
inducida por PAF (figura 12C y 12D). Estos resultados sugieren que el componente del aumento
en la [Ca?"]i dependiente de NO podria estar mediado por la apertura de hemicanales formados

por Cx43 y canales formados por Panx-1.
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Figura 12. El 6xido nitrico (NO) participa en la activacion de la sefal de Ca”" inducida
por PAF en células endoteliales de vénulas postcapilares (CEV). A, Curso temporal de los

cambios en la [CaZJr]i inducidos por PAF en las CEV en condiciones control y después del

bloqueo de la produccion de NO con L-NA 100 pM. B, Analisis del incremento maximo de la
sefial de Ca’" en las dos fases de la respuesta inducida por PAF en ausencia (Control) y en
presencia deL-NA. C, Curso temporal del aumento en la captacion de etidio inducido por PAF
en las CEV en ausencia (Control) y presencia de L-NA. Los cambios en la sefial fluorescente
de etidio se expresan en unidades arbitrarias (U.A.). D, Andlisis del aumento en la tasa de
captacion de etidio inducida por PAF en condiciones control y en presencia de L-NA. *, P <
0,05 vs Control; #, P < 0,05 vs Basal
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Consistente con la participacion de Cx43 y Panx-1 en el componente dependiente de NO del
incremento de Ca?* inducido por PAF, en la figura 13, la estimulacion con el donador de NO
SNAP indujo un aumento en la [Ca?*]i, que fue completamente bloqueado por los péptidos

inhibidores “*Gap26 y *°Panx.
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. 43 =
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&
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Figura 13. Seiial de Ca?" indicida por éxido nitrico (NO) en células endoteliales de
vénulas postcapilares (CEV). Curso temporal de los cambios en la [Caer]i observados
en respuesta a la estimulacion con el donador de NO SNAP en condiciones control y en
presencia del péptido inhibidor de hemicanales formados por Cx43, el 43Galp26, o el

péptido bloqueador de canales formados por Panx-1, el “Panx. * P <0,05 vs Curva
Control.
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Para relacionar la via directa de entrada de Ca?*, posiblemente a través de NO, con la via
indirecta de entrada de Ca?*, a través de la liberacion de ATP, se midi6 la captacion de colorante
estimulada por PAF en presencia de L-NA mas el péptido “*Gap26 y L-NA mas °Panx. Ambos
resultados mostraron que hay una disminucion de la captacion de colorante levemente mas
pronunciada al tratamiento de L-NA por si solo (Figura 14A y 14B). Al medir el aumento de la
[Ca2*]i por PAF incubados previamente con L-NA mas PPADS muestran que hay una inhibicion
casi completa de la respuesta de Ca®* en ambas fases. Estos resultados sugieren que ambas vias
de entrada de Ca?" son secuenciales y actan a través de hemicanales formados por Cx43 y

Panx-1.
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Figura 14. Participacion del oxido nitrico y los receptores purinérgicos en la sefal de

Ca”" activada por PAF en las células endoteliales de vénulas postcapilares (CEV). A.
Curso temporal del aumento en la captacion de etidio inducido por PAF en las CEV en
condiciones control y después del tratamiento con L-NA sola o en combinacion con

43 10 . - o .
Gap26 o Panx. Los cambios en la sefial fluorescente de etidio se expresan en unidades

arbitrarias (UA). B, Curso temporal de los cambios en la [Ca2+]i observados en las CEV
en respuesta a PAF 10 nM en ausencia (Control) o presencia de LNA, PPADS o L-NA
junto con PPADS. # P < 0,05 vs Curva Control sin basal; *, P < 0,05 vs Curva Control.
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5. NO induce la S-nitrosilacién de conexina 43.

Luego se estudio si la produccion de NO contribuye a la activacion de hemicanales de conexina
0 canales de panexina a través de la S-nitrosilacion de conexinas y/o panexinas. Como una
primera aproximacion experimental, se evalud por inmunofluorescencia el cambio global en los
niveles de S-nitrosilacion de proteinas en células endoteliales de vénulas post-capilares luego
de la estimulacion con PAF por 1 minuto. Los resultados en la figura 15 muestran que
efectivamente ocurre un notorio aumento de la sefial de proteinas nitrosiladas al estimular con
PAF, el cual fue inhibido por el tratamiento con L-NA, confirmando la contribucion del NO a

esta modificacion.
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Figura 15. PAF aumenta la S-nitrosilacion de proteinas en células endoteliales de
vénulas post-capilares (CEV). A, Imdégenes representativas del andlisis por
inmunofluorescencia de la S-nitrosilacion de proteinas observada en CEV en respuesta a la
estimulacion con PAF en condiciones control (sin estimulo) y después del tratamiento por
45 minutos con L-NA. Ademas, también se muestra el efecto del vehiculo del PAF. B,
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de los experimentos mostrados en A. Los
cambios en la sefial fluorescente se expresan en unidades arbitrarias (A.U.). *, P < 0,05 vs
vehiculo
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Consecuente con el resultado anterior, se estudi6 la relacion espacial de laeNOS con la conexina
43 y panexina 1, ya que la modificacion por S-nitrosilacion se produce cerca de la fuente de
produccion de NO, donde su concentracion es mayor. Para ello, la técnica de Proximity ligation
assay (PLA) permite detectar si dos proteinas se encuentran a una distancia igual o menor a
20nM, por lo cual, si se usan los anticuerpos apropiados, también permite reconocer
modificaciones postraduccionales. Los resultados de la figura 16 muestran que la estimulacion
con PAF produce un aumento de la sefial de PLA para conexina 43 con eNOS, pero, no para
panexina 1 con eNOS, sugiriendo que la respuesta activada por PAF lleva a que se genere una
asociacion espacial entre Cx43 y eNOS que podria favorecer la activacion de la Cx43 por S-
nitrosilacion. Por lo tanto, se evalud directamente la S-nitrosilacion de la Cx43 por medio de la
técnica de PLA. Consistente con los resultados anteriores, PAF produjo un incremento en los
niveles de S-nitrosilacion de Cx43 (Figura 17). Estos resultados son compatibles con la
propuesta que un aumento inicial de NO gatillado por PAF activa la entrada de Ca?" través de

la apertura inducida por S-nitrosilacion de hemicanales formados por Cx43.
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Figura 16. PAF induce un aumento en la asociacion especial de eNOS con Cx43 en
células endoteliales de vénulas post-capilares (CEV). Ay C, Iméagenes representativas del
andlisis por el Ensayo de Ligacion por Proximidad de la asociacion espacial de eNOS con
Cx43 (A) o Panx-1 (C) en CEV después de la estimulacion con PAF por 1 min o con su
vehiculo. La sefial fluorescente roja indica que las proteinas analizadas se encuentran a una
proximidad menor de 20 nm. B y D, Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de los
experimentos mostrados en A y C. Los cambios en la sefial fluorescente se expresan en
unidades arbitrarias (AU). Los numeros entre paréntesis indican el valor de n. *, P <0,05 vs
vehiculo
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Figura 17. PAF induce la S-nitrosilacion de Cx43 en células endoteliales de vénulas post-
capilares (CEV). A, Imagenes representativas del analisis por el Ensayo de Ligacion por
Proximidad de la S-nitrosilacion de Cx43 observada en las CEV en respuesta a la
estimulacion con PAF por 1 min en condiciones control y en presencia L-NA, un inhibidor
de la produccion de NO. También se muestra el efecto de la aplicacion del vehiculo del PAF.
Los cambios en la sefial fluorescente se expresan en unidades arbitrarias (AU). B,
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de los experimentos mostrados en A. Los
numeros dentro de las barras indican el valor de n. *, P < 0,05 vs vehiculo
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6. Cambios estructurales asociados a la hiperpermeabilidad inducida por PAF en células

endoteliales de vénulas postcapilares depende de hemicanales de conexina.

En base a los resultados anteriormente expuestos, se estudio si los hemicanales formados por
Cx43 podrian participar en los cambios estructurales asociados a la hiperpermeabilidad inducida
por PAF. Para ello, se estudié la formacion de poros o espacios (“gaps”) intercelulares en los
sitios de unién de células endoteliales de vénulas post-capilares a través de un anélisis
morfolégico por Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM). En los resultados (Figura 18) se
muestran imagenes representativas del barrido y medicion de la altura de dos células adyacentes
antes y después de la estimulacion con PAF. Como esperado, se observd que PAF indujo la
formacion de espacios intercelulares, consistentes con los cambios estructurales asociados a la
hiperpermeabilidad. Ademas, el tratamiento con 3" “3Gap27 bloqued la formacién de estos

espacios, confirmando la participacion de los hemicanales formados por Cx43 en este proceso.
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Figura 18. La formacion de poros intercelulares en respuesta a PAF depende de
hemicanales formados por conexina 43. Imdagenes representativas del analisis por
Microscopia de Fuerza Atémica de los cambios morfologicos inducidos por PAF en las
células endoteliales de vénulas post-capilares en condiciones control (A) y en presencia del
péptido 37’43Gap27 (B). * indica la region en que se formaron poros internedoteliales en
respuesta a PAF. Los circulos con linea punteada delimitan el area de aposicion celular. En
Ay B se muestran dos células identificadas como 1 y 2. La escala a la derecha de las
imagenes representa la altura de las células.
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7. La respuesta activada por PAF se asocia con una variacion en el potencial de membrana

en células endoteliales de vénulas postcapilares.

Se ha observado que la respuesta inducida por PAF es sensible al bloqueo de canales de Ca?*
dependientes de voltaje (Oshiro et al., 1995) lo cual sugiere que un mecanismo dependiente de
voltaje podria estar involucrado en la sefializacion iniciada por PAF. Por lo tanto, se analizé la
participacion de los canales de Na* dependientes de voltaje (Nay) en la respuesta a PAF. El
resultado de la figura 19A y 19B muestra, en primer lugar, que el potencial en reposo de las
células endoteliales es de aproximadamente -40 mV, y que la estimulacion con PAF gatilla la
generacion de espigas despolarizantes en el potencial de membrana. El tratamiento con el
inhibidor de canales de Na* dependientes de voltaje (Nay), TTX (1 uM), bloqueé completamente
la generacion de estas “espigas”, confirmando la participacion de canales Nay en la respuesta.
Ademas, la concentracidn utilizada de TTX sugiere que los canales involucrados pertenecerian
a las isoformas de canales Nay sensibles a TTX. En este contexto, se ha detectado previamente
que en las células endoteliales arteriolares se expresan los canales Nay1.2 y Nay1.6 y Nay1.9
(Figueroa, 2007) y que en las células HUVEC los canales Nav1.5 y Nay1.7 (Andrikopoulos,
2010), por lo que mediante la técnica inmunofluorescencia se evalud la expresion de estas
proteinas en las células endoteliales de vénulas postcapilares. Los resultados confirman la
expresion de los canales Nay1.2 y Nay1.6 en el endotelio de las vénulas postcapilares y en los
cultivos de células endoteliales de vénulas postcapilares (Figura 21A y 21B). Por otro lado, en
la figura 20A se observa que la estimulacion con ATP no provoca las espigas despolarizantes y
la adicion de PAF gatilla la variacion de potencial a pesar de la presencia de ATP. Junto con
esto, el tratamiento con PPADS no interfiere en la variacion de potencial generada por PAF

(Figura 18B), lo que confirma que la posible participacion de ATP y activacion de receptores
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purinérgicos en el proceso de hiperpermeabilidad son posteriores a la apertura de canales de

Nay.
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Figura 19. PAF induce la oscilacion del potencial de membrana en células endoteliales
de vénulas post-capilares (CEV). A, Registro representativo de las variaciones en el
potencial de membrana de las CEV en respuesta a la estimulacion con PAF en condiciones
control o en presencia detetrodotoxina (TTX). B, Andlisis de la frecuencia de los picos de
despolarizacion inducidos por PAF en ausencia (Control) o presencia de TTX. *, P < 0,05
vs Control
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Figura 20. Las oscilaciones en el potencial de membrana inducido por PAF en células
endoteliales de vénulas post-capilares (CEV) es independiente de la sefializacion de
ATP. A, Registro representativo del potencial de membrana de las CEV en respuesta a ATP
solo y subsecuentemente a ATP junto con PAF. B, Registro representativo de las
variaciones en el potencial de membrana de las CEV inducidas por PAF en presencia de
PPADS.



Figura 21. Expresion de canales de Na’ dependientes de voltaje (Na,) en las células

endoteliales de vénulas post-capilares. Analisis por inmunofluorescencia de la
expresion en cultivos primarios de células endoteliales de vénulas post-capilares (A) y
en vénulas mesentéricas intactas (B) de las isoformas de los canales Na 1.2y Na, 1.6.
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8. Los canales de Na* dependientes de voltaje participan en la sefial de Ca?* y en los
cambios estructurales asociados a la hiperpermeabilidad inducida por PAF en células

endoteliales de vénulas postcapilares.

Para confirmar la participacion de los canales de Na™ dependientes de voltaje sensibles a TTX
en la respuesta inducida por PAF, se analizaron los cambios en la [Ca?*]i. El tratamiento con
TTX 1uM inhibi6 el aumento en la [Ca?*]i activado por PAF (Figura 22A y 22B), confirmando

la participacion de estos canales en la respuesta.

Con el fin de identificar la isoforma de canal Nay involucrada, se evaluo el efecto de
bloqueadores especificos de los canales Nay1.2 o Nay1.6 sobre el aumento de la [Ca®"]i. El
blogqueo de los canales Nay1.6 con 4,9 anhidro TTX no afecto la sefial de Ca?* iniciada por PAF
(Figura 22C y 22D), pero, notablemente, el tratamiento con Lamotrigina, un inhibidor de los
canales Nay1.2, practicamente abolio la respuesta. Este resultado se evidencia claramente tanto
en el curso temporal (Figura 22C) como en el andlisis del aumento maximo de la respuesta
(Figura 22D), lo cual sugiere que los canales Nay1.2 participan en la sefial de Ca?* asociada a la

respuesta de hiperpermeabilidad iniciada por PAF.
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Figura 22. La sefial de Ca’" activada por PAF depende de la activacion del canal

Na,1.2. Ay C, Curso temporal del aumento en la [Ca%]i inducido por PAF en condiciones
control y en presencia de TTX (A), 1,4-anhidro-TTX (C), un inhibidor f de los canales
Na 1.6, y de lamotrigina (C), un bloqueador de los canales Na 1.2. B y D, Anilisis del

incremento maximo de la sefial de Ca** en las dos fases de la respuesta inducida por PAF
en ausencia (Control) y en presencia de TTX (B), 4,9-anhidro-TTX (D) y Lamotrigina

(D). *, P < 0,05 vs control.
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Finalmente, se analizé por AFM si los canales de Na* dependientes de voltaje participan en los
cambios estructurales asociados a la hiperpermeabilidad inducida por PAF (Figura 23). Las
imagenes representativas del barrido y medicion de la altura de dos células adyacentes muestran
una clara formacion de espacios intercelulares en respuesta a la estimulacion con PAF, lo cual
fue inhibido por el tratamiento con TTX 1uM (Figura 23B). En presencia de TTX se observo
mas bien la aparicion de fibras de estrés que impiden la “ruptura” de la unién intercelular,
confirmando la participacion de los canales Nav en los cambios estructurales asociados a la

respuesta de hiperpermeabilidad por PAF.
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Figura 23. La formacion de poros intercelulares en respuesta a PAF depende de canales
Na, . Imagenes representativas del analisis por Microscopia de Fuerza Atomica de los cambios

morfolégicos inducidos por PAF en los cultivos primarios de células endoteliales de vénulas
post-capilares en condiciones control (A) y en presencia de TTX 1 uM (B). * indica la region
en que se formaron poros internedoteliales en respuesta a PAF. Los circulos con linea punteada
delimitan el 4rea de aposicion celular. En A y B se muestran dos células identificadas como 1
y 2. La escala a la derecha de las imagenes representa la altura de las células.
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DISCUSION

La vision del endotelio como una barrera estable que permite el intercambio selectivo de
nutrientes, agua y proteinas plasmaticas contrasta con su papel ampliamente conocido en el
proceso inflamatorio (Fitz Roy E. Curry & Adamson, 2010; Levick & Michel, 2010). A pesar
de que se ha estudiado la hiperpermeabilidad desde la segunda mitad del siglo XX, aln sigue en
discusién el mecanismo por el cual se produce. Variados grupos de estudio han llegado al
consenso que la hiperpermeabilidad es un fenémeno complejo, y que puede ser explicada desde
vias paracelulares como la formacion de gaps o “espacios” producidos por la retraccion del
citoesqueleto a través de la interaccion actina-miosina o por la desestabilizacion de las uniones
adherentes entre las celulas endoteliales, por vias transcelulares, a través de organelos vesiculo-
vacuolares (VVO), por alteraciéon del glicocélix, un componente de la barrera endotelial, y
también por la interaccion con otras células, como la liberacion de agentes proinflamatorios,
trampas extracelulares 0 NETs y ROS por los neutréfilos o por la participacion de células
adyacentes como los pericitos (R. H. Adamson et al., 2003a; Alphonsus & Rodseth, 2014;
Armulik et al., 2010; Harding et al., 2019; Jamieson et al., 2019; Ma et al., 2019; Rigor et al.,
2013; Van Hinsbergh & Van Nieuw Amerongen, 2002; Villasefior et al., 2017). A pesar de las
diversas opciones, un elemento central de sefializacion de la hiperpermeabilidad es el aumento
de la [Ca?"];, producida por agentes inflamatorios, y si bien la via de IP3 es la que se encuentra
mas estudiada, atin sigue en discusion la o las vias que permitan la entrada directa de Ca?* desde
el medio extracelular (Bates & Curry, 1997; Brailoiu, Eugen, Shipsky, Megan, Yan, Guang,
Abood, Mary E., Brailoiu, 2017; Brailoiu et al., 2018; Chetham et al., 1999; F. E. Curry, 1992;

He et al., 1990; Kugelmann et al., 2018; Pocock et al., 2000; Samapati et al., 2012; Sarker et al.,
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1998; Suresh et al., 2015; Tauseef et al., 2016; Thakore & Earley, 2019; Townsley, 2018; Wu

et al., 2005; Zhou et al., 2016; Zou et al., 2015).

Dentro del contexto de la hiperpermeabilidad se ha descrito la posible interaccién de los canales
intercelulares formados por conexinas, las gap junctions, con las uniones estrechas (Nagasawa
et al., 2006; J. Zhang et al., 2018) y uniones adherentes (Kandasamy et al., 2015; Liu et al.,
2015). Asimismo, también se ha estudiado la participacion de los hemicanales formados por
conexinas y los canales formados por panexinas en la migracion de leucocitos (Lohman et al.,
2015b; Veliz et al., 2008; Vliagoftis et al., 2014) y, ademas, en la sefializacion de Ca?* observada
en las células endoteliales de la barrera hematoencefalica y pulmones (De Bock et al., 2011;
Kaneko et al., 2015). Sin embargo, estos territorios son mas bien particulares y no representan

necesariamente lo que ocurre a nivel periférico.

El aumento de la captacion de colorante en la red vascular intacta de mesenterio estimulada con
PAF muestra que la respuesta activada por PAF involucra un incremento asociado a la
permeabilidad de la membrana plasmatica como el producido por los hemicanales formados por
conexina y canales formados por panexina, y el tratamiento con los péptidos inhibidores
31:43Gap27, *Ga26 y °Panx confirmo la participacion de hemicanales formados por Cx43 y
canales formados por Panx-1 en este proceso (Figura 2). Cabe destacar que la captacion de
colorante estimulada por PAF se observd exclusivamente en las vénulas postcapilares. En
relacién con lo anterior, al evaluar la captacion de colorante inducida por ATP, que es un
agonista ampliamente estudiado en ambos territorios vasculares, arterias y vénulas, se observo
que efectivamente tanto en arterias como en vénulas postcapilares se activan hemicanales de

conexinay panexina (Figura 2). Los resultados indican que hay una respuesta heterogénea entre



84

el endotelio arterial versus el endotelio de las vénulas postcapilares, pero, como la pared de los
vaso estd compuesta de diversos tipos celulares, para poder estudiar en forma especifica la
sefializacion de Ca?* en el endotelio de las vénulas postcapilares, se desarrollé una técnica para
obtener cultivos primarios de células endoteliales que pertenezcan exclusivamente a este
territorio vascular, y, ademas, a este mismo tejido, es decir, el mesenterio de rata. La obtencidn
del cultivo primario fue exitosa y ademas se logro obtener cultivos de células endoteliales de
arterias de resistencia, por lo que se realizé una comparacién general para caracterizar estos
cultivos primarios. En primer lugar, se encontré que las células endoteliales de vénulas
postcapilares muestran una menor longitud que las células endoteliales de arterias y no es un
hecho aislado (Figura 3A y 3B), ya que es consistente con lo observado en el estudio
comparativo de la distribucion y localizacion de la molécula de adhesiéon intercelular 1 (ICAM-
1) en arteriolas y vénulas aisladas de cremaster de raton, al detectar la expresion de ICAM-1 en
la superficie del endotelio de ambos vasos sanguineos, se observo que la longitud de las células
endoteliales de las arteriolas era relativamente mayor a las células endoteliales de vénulas
(Sumagin, Ronen, Sarelius, 2006). Del mismo modo, al evaluar la expresion de eNOS y
caveolina 1 en estos cultivos primarios, la aparente diferencia en la distribucion de ambas
proteinas puede relacionarse a sus funciones diferenciales (Figura 4E). En efecto, se ha descrito
en cultivos de células endoteliales de vénulas y arteriolas de mesenterio de rata, que tanto la
expresion como actividad de eNOS es mayor en el endotelio venular (Wagner et al., 2001),
también se ha investigado la interaccion de eNOS y Cav-1 ya que ambas se pueden ubicar
espacialmente en caveolas, se ha descrito que la internalizacion de eNOS por caveolas, e
interaccion con Cav-1, regula la hiperpermeabilidad estimulada por PAF, ademas, en células

endoteliales de aorta de bovino, se estudi6 que insulina regula la localizacion de eNOS y Cav-1



85

en la membrana y por tanto la produccién de NO (Chen et al., 2018; F. S&nchez et al., 2008; H.

Wang et al., 2009).

También se evalud la respuesta funcional de los cultivos primarios midiendo calcio intracelular.
ATP produjo un aumento de la [Ca?*]; tanto en CEV como en CEA (Figura 5A), lo cual se
relaciona a sus multiples efectos que tiene en arterias y venas (He & Curry, 1993; Lohman et
al., 2012; Mcknight & Curry, 2002; Kimiko Yamamoto et al., 2018). Por su parte, acetilcolina,
es un conocido vasodilatador dependiente de endotelio (Xavier F. Figueroa et al., 2002;
Manicam et al., 2016; Tallini et al., 2007), por lo tanto, se esperaba que provocara el aumento
de la [Ca?*]i sobre las células endoteliales de arterias solamente (Figura 5B), y ya sabemos que
PAF so6lo tiene un efecto sobre las vénulas postcapilares (R. H. Adamson et al., 2003a; Brailoiu
et al., 2018; Samapati et al., 2012), de acuerdo a lo observado en los resultados de esta tesis
(Figura 5C). Por lo tanto, los resultados obtenidos confirman la pureza de los cultivos de células
endoteliales de arterias y vénulas postcapilares. Asimismo, se destaca que los resultados
corroboran la respuesta observada en vasos intactos y demuestran que los cultivos primarios de
células endoteliales de vénulas mesentéricas son un buen modelo experimental para estudiar la
respuesta activada por PAF. Las células endoteliales son versétiles y se han realizado variadas
revisiones con respecto a su heterogeneidad (Aird, 2007a, 2007b; McCarron et al., 2017, 2019;
Page et al., 1992); sin embargo, poca es la importancia que se ha brindado cuando se estudian
las respuestas especificas de los vasos sanguineos dentro de su contexto fisiologico. En
consecuencia, al establecer un procedimiento para el desarrollo de cultivos primarios de células
endoteliales de vénulas postcapilares permite realizar estudios més fehacientes con respecto a
la respuesta de Ca?* e hiperpermeabilidad y, por lo tanto, todos los resultados posteriores de esta

tesis se obtuvieron usando este modelo experimental.
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Se analiz6 la expresion de conexinas y panexina en el cultivo de células endoteliales de vénulas
postcapilares y se determind que, al igual que las vénulas intactas del mesenterio, expresan las
conexinas 37, 40 y 43 y panexina 1 (Figura 6). En la literatura, hay antecedentes que indican
que las células endoteliales arteriolares expresan conexinas 37, 40 y 43 y panexina 1 (Johnstone
et al., 2009), pero, en el lado venular, s6lo se ha estudiado la expresion de estas conexinas en
células endoteliales de la vena cava (Chang et al., 2010), en las valvulas de venas en ratén
(Munger et al., 2016) y en celulas endoteliales de grandes venas, como la vena cava en su
seccion abdominal y torécica (Inai & Shibata, 2009). Con respecto a panexina 1, hay menos
registros de su expresion en venas, pero se ha estudiado su participacién en HUVEC y en células
endoteliales de vena safena de ratones (Lohman et al.,, 2015a) y también en la barrera
hematoencefalica (Kaneko et al., 2015). Los resultados observados en esta tesis demuestran que
tanto las conexinas 37, 40 y 43 como panexina 1 se expresan en células endoteliales de vénulas
postcapilares de un territorio vascular periférico como el mesenterio y ademas confirma que las
células endoteliales no varian su perfil de expresion al ser aisladas del mesenterio, lo que realza
la utilidad de los cultivos primarios de células endoteliales de vénulas postcapilares como

modelo experimental.

A continuacion, se evaluo la activacion de los hemicanales de conexina y canales de panexina
en las células endoteliales de vénulas postcapilares en respuesta a PAF, lo cual se confirmé
usando los péptidos inhibidores *"*Gap27, “*Ga26 y °Panx, de acuerdo a lo observado
previamente en el mesenterio aislado (Figura 7). La utilizacion de péptidos inhibidores de
conexinas son una herramienta muy eficaz, ya que son secuencias que presentan afinidad
especifica por regiones cercanas al poro de cada isoforma en particular (Li et al., 2015; N. Wang

et al., 2012). Sin embargo, el tiempo de tratamiento es clave, ya que periodos largos de
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incubacion, més de 1 hora, llevan al bloqueo de los canales gap junction ademés de los
hemicanales, mientras que tiempos cortos, como 15 minutos, permiten la inhibicion de s6lo los
hemicanales (De Bock et al., 2011; Li et al., 2015; N. Wang et al., 2012). Por otro lado, el
péptido °Panx esta ampliamente estudiado como un inhibidor de Panx-1 (Boucher et al., 2018;

Murali et al., 2017; Pinheiro et al., 2013; Timdteo et al., 2014).

Como siguiente paso, se estudio los mecanismos involucrados en la respuesta de Ca?* inducida
por PAF. Los resultados mostraron que el aumento de la [Ca?*]; estimulada por PAF presenta
dos componentes o fases, la cual, en una primera interpretacion, puede sugerir que el primer
componente, de menor amplitud, proviene de la liberacion de Ca®" desde los reservorios
intracelulares. Sin embargo, la remocion del Ca®* de la solucion extracelular inhibié casi por
completo el aumento en la [Ca®*];, lo que destaca la participacion en la respuesta de la entrada

de Ca®* desde el medio extracelular (Figura 8).

Consistente con la captacion de colorante inducida por PAF, la incubacion por 15 minutos de
los péptidos inhibidores 3"*3Gap27 y “3Ga26 inhibi6 ambas fases de la sefial de Ca?",
confirmando que la participacion de los hemicanales formados por Cx43 en el aumento de la
[Ca?*]; activada por PAF en las células endoteliales de vénulas postcapilares. Notablemente, un
resultado similar se observo con la aplicacion de °Panx (Figura 9). En la literatura se ha descrito
la participacion de hemicanales de conexina 43 en la sefial de Ca?* en la barrera
hematoencefalica y en pulmones (De Bock et al., 2011; Parthasarathi et al., 2006), donde se
propusieron mecanismos relacionados a la entrada directa de Ca*. Por otro lado, el aumento de
la entrada de Ca?* también puede ser inducida por un mecanismo indirecto, relacionado a la

liberacion de ATP y subsecuente activacion de receptores purinérgicos. En relacién con lo
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anterior, se ha estudiado la participacion de canales formados por Panx-1 en la liberacién de
ATP en oocitos, algo similar se estudio en HUVEC, ya que, al ser estimuladas con Trombina
habia liberacion de ATP por canales formados por Panx-1 y también en células endoteliales de
vénulas postcapilares de ratones en el contexto de la migracion transendotelial leucocitaria (Bao
et al., 2004; Godecke et al., 2012; Lohman et al., 2015a). En lo que respecta a los hemicanales
formados por conexinas, en células endoteliales de cornea, se observo que un leve aumento de
Ca2" intracelular activa la apertura de hemicanales formados por Cx43 y posterior liberacion de
ATP, promoviendo mas entrada de Ca?* por la activacion de receptores purinérgicos (Gomes et

al., 2005), algo similar se observé previamente en astrocitos (Stout et al., 2002).

En linea con lo anterior, en esta tesis se evalud la liberacion de ATP y activacion de receptores
purinérgicos. Consistente con la participacion de una via purinérgica en la respuesta, se encontro
que la estimulacion con PAF produce la liberacion de ATP en las células endoteliales de vénulas
postcapilares a través de la apertura de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por
Panx-1 (Figura 10). Ademas, la inhibicion de los receptores purinérgicos metabotropicos y
ionotrépicos con PPADS (100uM) bloqued la segunda fase del aumento de la [Ca?*];, indicando
que esta fase depende de la activacion de los receptores purinérgicos (Figura 11A y 11B). Por
otro lado, el tratamiento con PPADS no afectd la captacion de colorante iniciada por PAF
(Figura 11C y 11D), lo cual confirma que la liberacion de ATP a través de la apertura de
hemicanales formados por Cx43 y canales formados por Panx1 ocurre antes de la activacion de
receptores purinérgicos. En suma, el aumento de Ca?* mediado por PAF consta de una primera
fase que depende de la entrada directa de Ca?* a través de los hemicanales formados por Cx43

y los canales formados por Panx-1 y una segunda fase que depende de la liberacion de ATP a
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través de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por Panx-1y posterior activacion

de receptores purinérgicos.

En relacion a lo anterior, la produccion de NO por la eNOS participa en el aumento de
permeabilidad de la barrera endotelial (Hatakeyama et al., 2006; Ramirez et al., 1995). Ademas,
se encontré que, en células endoteliales de microvasculatura de cerebro, el aumento de la
hiperpermeabilidad inducido por PAF se asocia con la formacion de NO (Brailoiu et al., 2018).
Junto con esto, también se ha propuesto que el NO podria llevar a un aumento de
hiperpermeabilidad a través de la S-nitrosilacion y consecuente activacion, de proteinas
relacionadas a las uniones intercelulares como p120 y B-catenina (Marin et al., 2012), VE-
caderina (Guequén et al., 2016) y proteinas focales como la fosfoproteina estimulada por

vasodilatador (VASP) (Zamorano et al., 2017).

En el contexto de esta tesis, es interesante notar que el NO también puede llevar a la activacion
de hemicanales formados por Cx43 a través de la S-nitrosilacion de esta Cx. Por lo tanto, como
primera aproximacion, se estudi6 la contribucién de NO en el aumento de la [Ca?*]i en las
células endoteliales de vénulas postcapilares estimuladas por PAF. Los resultados de esta tesis
demuestran que la inhibicion de la eNOS con L-NA bloguea ambos componentes del aumento
de la sefial de Ca?* estimulada por PAF (Figura 12A y 12B). Por otro lado, los resultados de
captacion de colorante demuestran que la contribucion de NO en la sefial de Ca?* depende de la
activacion de hemicanales formados por conexinas y canales formados por panexina (Figura
12C y 12D), como se evidencia al aplicar L-NA junto con el péptido “*Gap26 o °Panx (Figura
14A). Coherente con lo anterior, al utilizar SNAP en concentraciones dentro del rango

fisioldgico (300nM) (Figura 13), se demuestra que NO genera un aumento de la [Ca?*]i en
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celulas endoteliales de vena, lo cual es consistente con lo observado en células endoteliales de
aorta de porcino (Berkels et al., 2000). Ademas, estos resultados confirman que el NO
contribuye en el aumento de la [Ca®']i a través de la activacion de hemicanales formados por
conexina y canales formados por panexina, probablemente en la primera fase del aumento de
Ca2* estimulado por PAF, la cual corresponderia por tanto a la entrada directa de Ca?* a través
de estos canales. Como fue mencionado anteriormente, un posible mecanismo de activacion que
relacione NO y los hemicanales formados por Cx43 y los canales formados por Panx1 podria
ser la S-nitrosilacion. Dentro de este contexto, se ha descrito que NO induce la S-nitrosilacion
de conexinas y panexinas. Por una parte, se ha demostrado que la S-nitrosilacion de Cx43 ocurre
en astrocitos (Retamal et al., 2006), en gap junctions formadas por Cx43 que median la
comunicacion endotelio-células musculares lisas (Straub, Adam C., Billaud, Marie, Johnstone,
Scott R., Best, Angela K., Yemen, Sean, Dwyer, Scott T., Looft-Wilson, Robin, Lysiak, Jeffery
J., Gaston, Ben, Lisa, Palmer, Isakson, 2011), y en el precondicionamiento isquémico que
produce un aumento en la S-nitrosilacion de hemicanales de Cx43 en el sarcolema mitocondrial
(Sunetal., 2015). Por otra parte, el efecto de la S-nitrosilacion en canales formados por panexina
es controversial. Si bien hay estudios que demuestran que la mutacion de cisteinas (C282W 'y
C346S) en canales formados por panexina 1 transfectados en oocitos y en células N2A generan
un canal constitutivamente abierto (Bunse et al., 2010; Prochnow et al., 2009), también se ha
mostrado que la S-nitrosilacion de panexina 1 en células HEK293T y en células endoteliales de

aorta de raton, inhibe tanto la corriente como la liberacion de ATP (Lohman et al., 2012).

Los resultados de esta tesis demuestran que la estimulacion de células endoteliales de venulas
postcapilares con PAF produce un aumento en la S-nitrosilacion de proteinas (Figura 15).

Asimismo, los resultados que muestran la cercania entre eNOS y Cx43, pero no entre eNOS y
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Panx 1, nos sugiere que, a diferencia de Panxl, la Cx43 se encuentra en una ubicacion
preferencial para ser activada por S-nitrosilacion (Figura 16). Esto se confirmd al evaluar
directamente la S-nitrosilacion de Cx43 por PLA (Figura 17), demostrando que el aumento de
NO inducido por PAF produce la S-nitrosilacion de hemicanales formados por Cx43 'y, por lo
tanto, podria ser el mecanismo que explica la primera fase de aumento de la [Ca?*]i. Si bien,
estos resultados no permiten confirmar la S-nitrosilacion de Panx1, no se descarta la presencia
de otra modificacion, como la fosforilacion, que produzca la apertura de canales formados por

Panx1.

En concordancia a lo anterior, en la segunda fase del aumento en la [Ca?*]i podria estar
implicado la liberacion de ATP a través de hemicanales formados por conexinas o canales
formados por panexina 1y posterior activacion de receptores purinérgicos (Arkhipov & Pavlov,
2019; Wellmann et al., 2018). Al estudiar el aumento de la [Ca*']i en presencia de L-NA y
PPADS (Figura 14B), los resultados muestran una inhibicion casi por completo de la respuesta,
lo que confirma que hay una fase dependiente de NO, la cual permitiria una entrada directa de
Ca?* a través de S-nitrosilacion de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por
Panx-1y otra fase dependiente de la activacion de una via purinérgica por la liberacion de ATP
mediada por la activacion de hemicanales formados por Cx43 y canales formados por Panx-1,

produciendo el segundo componente de la sefializacion de Ca?*.

La participacion de un mecanismo dependiente de voltaje en las células endoteliales ha sido
poco documentada, y los resultados de esta tesis demuestran que canales Nay estan involucrados

en la respuesta asociada a la hiperpermeabilidad de las células endoteliales de vénulas
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postcapilares. La aplicacion de PAF produjo una oscilacion del potencial de membrana de las
células endoteliales de vénulas postcapilares, la cual puede ser atribuida a la activacion de
canales Nay, por la sensibilidad de esta respuesta a TTX (Figura 19). En concordancia con esto,
se confirmd la expresion de los canales sensibles a TTX Nay1.2 y Nay1.6 en cultivos de células
endoteliales de vénulas postcapilares y vénulas postcapilares intactas de mesenterio de rata
(Figura 21). Al parecer, la activacion de estos canales es un evento inicial de la respuesta
inducida por PAF, ya que este efecto de PAF no fue reproducido por ATP y ni ATP o PPADS
alteraron la accion de PAF sobre el potencial de membrana de las células endoteliales de vénulas
postcapilares (Figura 20). Estos resultados apoyan lo descrito por Gosling, que demuestran la
expresion de canales Nav resistentes a TTX en vena safena y son consistentes con la variacion
del potencial de membrana descrita en células endoteliales de microvasculatura de cerebro al

ser estimuladas con PAF (Brailoiu et al., 2018).

Consistente con la participacion de canales Nay en la respuesta asociada a la hiperpermeabilidad,
el tratamiento con TTX inhibié ambas fases del aumento en la [Ca?*]; activado por PAF en las
células endoteliales de vénulas postcapilares (Figura 22A 'y 22B). Asimismo, el bloqueo de los
canales Nay1.2 con lamotrigina, pero no de los canales Nav1.6 con 4,9 anhidrotetrodotoxina,
previno el aumento en la [Ca®']i observado en respuesta a PAF (Figura 22C y 22D), lo cual
indica que esta isoforma de los canales Nav es la responsable de gatillar la sefializacion asociada

a la hiperpermeabilidad iniciada por PAF.

La participacion de canales Nav en la respuesta asociada a la hiperpermeabilidad es consistente
con la presencia de un mecanismo dependiente de voltaje como el descrito por Oshiro, et al,

1995, quienes propusieron que canales de Ca?* dependientes de voltaje estan involucrados en la
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Hiperpermeabilidad inducida por PAF en mejilla de hamster. Ademaés, un mecanismo similar se
describio también en células endoteliales de microvasculatura cerebral, donde el tratamiento con
nifedipina, un bloqueador de canales de Ca* tipo L, inhibié el aumento en la [Ca?*]i observado
en respuesta a la estimulacion con PAF (Brailoiu et al., 2018). En este contexto, los canales Nay
se podrian acoplar a la activacién de canales Cay a traves de un mecanismo similar al propuesto
por (X. F. Figueroa et al., 2007) para la vasodilatacién inducida por la estimulacion eléctrica de
arteriolas de la microcirculacion del musculo cremaster de raton. Sin embargo, una corriente de
entrada de Na* también podria llevar a un aumento en la [Ca?*]; a través de la activacion del
modo reverso del intercambiador Na*/Ca?* (NCX), como se describié que ocurre en la
astrogliosis (Pappalardo, Laura W., Samad, Omar A., Black, Joel A., Waxman, 2014), en
esclerosis multiple (Alrashdi et al., 2019) y en la vasodilatacion inducida por ACh de arterias
de resistencia mesentéricas (Lillo et al., 2018). En el contexto de hiperpermeabilidad, el
incremento de la permeabilidad a Dextrano-FITC observado en una monocapa de celulas
HUVEC en respuesta a trombina disminuy6 notoriamente en presencia de SEA0400, un
inhibidor especifico del modo reverso del NCX, indicando que la entrada de Ca?* mediada por
la activacion del modo reverso de este intercambiador contribuye a la respuesta de
hiperpermeabilidad (Andrikopoulos et al., 2015). En conjunto, estos resultados indican que los
canales Nay1.2 estdn involucrados en el inicio de la respuesta activada por PAF y que el
acoplamiento de estos canales con el aumento de la [Ca?']i podria ser un interesante campo de

estudio para futuras investigaciones.
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El aumento de la [Ca?*]i en células endoteliales de vénulas postcapilares produce la respuesta
de Hiperpermeabilidad a través del desensamblaje de las uniones adherentes y rearreglos en el
citoesqueleto (Sandoval et al., 2001). Por lo tanto, era importante evaluar si la activacion de los
hemicanales formados por Cx43 y canales de Na* dependientes de voltaje en el aumento de la
[Ca2*]i, se asocia con la respuesta de hiperpermeabilidad iniciada por PAF. Para ello, se estudio
la formacion de poros o espacios (“gaps”) intercelulares en los sitios de union de las células
endoteliales de vénulas post-capilares a través de un anélisis morfolégico por Microscopia de
Fuerza Atomica (AFM). Las imagenes de barrido y altura de dos células adyacentes
confirmaron que efectivamente PAF aumenta la formacion de poros, y, como esperado, el

tratamiento con 3"43Gap27 o TTX previnieron esta respuesta (Figuras 18 y 23).

Por mucho tiempo, se ha estudiado la formacion de poros entre células endoteliales como el
mecanismo de transporte paracelular responsable del aumento de la permeabilidad a fluidos y
macromoléculas (Jiang et al., 2008; Kugelmann et al., 2018; Rippe & Haraldsson, 1994), los
resultados obtenidos a través del andlisis con AFM permiten dar una primera aproximacion a un
estudio méas detallado de las propiedades viscoelasticas de la region inter-endotelial y como
cambia esa estructura frente a agentes proinflamatorios, ademas del analisis del tamafio del

poro y la morfologia del mismo (Chiou et al., 2013).
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CONCLUSION

Los resultados de esta tesis sugieren fuertemente que la estimulacion de las células endoteliales
de vénulas postcapilares con PAF aumenta la [Ca?']; a través de la apertura de canales Nay1.2,
los cuales, posiblemente, se acoplan a la activacion del modo reverso del NCX o canales Cay,
permitiendo una primera entrada de Ca?* que activa la enzima eNOS. La produccion de NO
resultante podria llevar a la S-nitrosilacion de la Cx43 y la apertura de hemicanales formados
por esta conexina, y por otro mecanismo, la apertura de canales formados por Panx-1, donde
ambos podrian contribuir a la respuesta, por un lado, permitiendo la entrada directa de Ca?* a
través de estos canales y, por otro lado, indirectamente mediante la liberacién de ATP con la
subsecuente activacion de receptores purinérgicos, lo cual podria ser muy relevante para la

mantencion de la respuesta asociada a la hiperpermeabilidad en el tiempo (Figura 24).
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Figura 24. Modelo del mecanismo de entrada de Ca?". la estimulacion de las células
endoteliales de vénulas postcapilares por PAF (1), aumenta la [Ca®'];, a través de la apertura
de canales Nay 1.2 (2), los cuales, posiblemente activan la via inversa del NCX o canales Cay
(3), permitiendo una primera entrada de Ca®" que activa la enzima eNOS, provocando la s-
nitrosilacion (4) y apertura de algunos hemicanales formados por Cx43 (5), permitiendo una
entrada directa de Ca’?" y la liberacion de ATP (9). La entrada directa de Ca®" induce la
apertura de canales formados por Panx-1 (7), permite la liberacion de ATP (8), para la
subsecuente activacion de receptores purinérgicos (9) y entrada Ca>* (10), todo con el fin de
mantener la respuesta de hiperpermeabilidad (Leyenda: PAF-R: receptor de PAF; HC-Cx43:
Hemicanales formados por Cx43; C-Panxl: canales formados por Panx-1; P>R: receptor
purinérgico tipo 2).
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