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RESUMEN

La regulacion de la presion arterial y de la distribucion del flujo sanguineo depende del control
del grado de contraccion del musculo liso (i.e. tono vasomotor) que recubre las arterias de
resistencia. Ademas del musculo liso, la pared de estos vasos estd compuesta por una capa de
células endoteliales, las cuales controlan el tono vasomotor mediante la liberacién de agentes
vasodilatadores, principalmente, el 6xido nitrico (NO) y el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF). Las células de la pared vascular estan conectadas entre si por canales
intercelulares formados por conexinas, los cuales transmiten el NO y el EDHF a las células
musculares lisas adyacentes y permiten la coordinacion de la funcion vascular. Las conexinas
también forman hemicanales, los cuales conectan el compartimiento intracelular con el
espacio extracelular. La panexina-1 (Panx-1) forma canales estructuralmente similares a los
hemicanales formados por las conexinas. Interesantemente, la activaciéon de ambos, los
hemicanales formados por conexinas o los canales de Panx-1, ha sido ampliamente asociada a
procesos inflamatorios y a disfuncion celular. Las arterias de resistencia estan inervadas por
fibras sensoriales sensibles a capsaicina que liberan el péptido relacionado al gen de la
calcitonina (CGRP) durante condiciones inflamatorias. Notablemente la inflamacion conduce
a la reduccion de la vasodilatacion dependiente del NO y del EDHF; no obstante, los

mecanismos que median este fenomeno se desconocen. Basado en estos antecedentes, la



XXii

hipotesis de este trabajo es que el CGRP induce la activacion de los canales de Panx-1 en el
endotelio vascular, lo cual conduce a la pérdida de la sefalizacion del NO y a la inhibicion del
acoplamiento intercelular mediado por uniones comunicantes. Los objetivos generales son: 1)
determinar si la liberacion de CGRP desde los terminales sensoriales perivasculares regula la
vasodilatacion dependiente de NO en las arterias de resistencia; 2) determinar si los canales de
panexinas y/o los hemicanales formados por conexinas participan en la disfuncion endotelial
inducida por CGRP; 3) dilucidar el mecanismo de activacion de los canales de panexinas y/o
de los hemicanales formados por conexinas inducido por CGRP; 4) analizar si la activacion de
los nervios sensoriales perivasculares regula la comunicacion intercelular en las arterias de
resistencia. Para abordar estos objetivos, se utilizo la red arterial mesentérica de rata, aislada y
perfundida. En esta preparacion, se indujo la liberacion de CGRP desde los nervios sensoriales
perivasculares mediante la perfusion de capsaicina (1 uM), durante 20 min. Antes y/o después
de este tratamiento, se evalud la vasodilatacion inducida por acetilicolina (ACh, 0,01 — 10
uM), un vasodilatador dependiente del endotelio; se determind la produccion de NO; se
cuantifico la expresion de proteinas mediante Western blot; y se analizd, mediante captacion
de etidio o amarillo de lucifer, los cambios en la permeabilidad de la membrana a través de
canales tales como los constituidos por panexinas o los hemicanales formados por conexinas.
Finalmente, se analizd la comunicacion intercelular mediante un ensayo de acoplamiento a
colorante. El tratamiento con capsaicina no afectd la magnitud de la respuesta vasodilatadora
inducida por ACh. No obstante, en los mesenterios estimulados con capsaicina, la
vasodilatacion dependiente de NO fue inhibida de manera progresiva a lo largo del tiempo,
mientras que una respuesta vasodilatadora sensible a indometacina compenso la pérdida del

componente de NO. Ademas, el tratamiento con capsaicina incrementd la produccién de
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superoxido, redujo los niveles basales de la fosforilacion de la eNOS en serina 1177 (P-
eNOS**"!"7) ¢ inhibi6 la produccion de NO inducida por ACh. El bloqueo del receptor CGRP-
1 con CGRPg 37 previno la inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO y la reduccion
de los niveles de P-eNOS*"'77. La estimulacién con capsaicina o CGRP indujo un aumento
en la captacion de etidio en las arterias mesentéricas, lo cual no fue prevenido por lantano
(inhibidor de hemicanales de conexinas) ni PPADS (antagonista de receptores purinérgicos
P2), pero si por probenecid (inhibidor de los canales de Panx-1), CGRPg3;, KT-5720
(inhibidor de la PKA) y L-NA (bloqueador de la produccion de NO). Una hora después de la
estimulacion con capsaicina o CGRP, se detectdé una captacion similar de etidio la cual fue
prevenida cuando la estimulacion se hizo en presencia de CGRPs3; o probenecid. La
captacion de etidio observada 1 h después del tratamiento con capsaicina fue inhibida
parcialmente por ambos, probenecid o lantano. La captacion del colorante amarillo de lucifer
inducida por capsaicina o CGRP se detectd principalmente en células orientadas de forma
paralela con respecto al eje longitudinal del vaso. El bloqueo de los canales de Panx-1 con
probenecid o 10panx, previno la inhibicién de la vasodilatacion dependiente de NO, la

., . 1
reduccién de los niveles de P-eNQSS!!77

y la inhibicion de la produccion de NO causada por
capsaicina. Ademds, el tratamiento con capsaicina o CGRP inhibié la difusion del etidio
mediada por uniones comunicantes en la pared vascular. Los resultados de este trabajo
sugieren que la activacion de los nervios sensoriales perivasculares conduce a la liberacion de
CGRP desde los terminales sensoriales y a la activacion de los receptores CGRP-1. La
activacion de los receptores CGRP-1 conlleva a la activacién prolongada de los canales de

Panx-1 en el endotelio vascular mediante la via PKA-NO. La apertura de los canales de Panx-

1 conduce a la inhibiciéon de la produccion del NO. Adicionalmente, la activacion de los
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nervios sensoriales perivasculares sensibles a capsaicina, a través de la liberacion de CGRP,
también conduce a la inhibicion del acoplamiento intercelular a través de uniones
comunicantes. Estos resultados apuntan a los nervios sensoriales perivasculares, el receptor de
CGRP-1 y los canales de Panx-1 como potenciales blancos terapéuticos en estados patologicos
que conlleven a la activacion de las fibras sensoriales y a disfuncion endotelial como por

ejemplo, la inflamacion.
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ABSTRACT

Regulation of blood pressure and blood flow distribution depends on controlling the degree of
smooth muscle contraction (i.e. vasomotor tone) in resistance arteries. In addition to smooth
muscle cells, the vessel wall is composed of a layer of endothelial cells, which control the
vasomotor tone by releasing vasodilator agents, mainly, nitric oxide (NO) and the
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). The cells of the vascular wall are
connected by intercellular channels (i.e. gap junctions) formed by connexins, which transmit
NO and EDHF to neighboring smooth muscle cells and allow coordination of vascular
function. Connexins also form hemichannels, which connect the intracellular compartment
with the extracellular space. Pannexin-1 (Panx-1) form channels structurally related to
connexin-formed hemichannels. Interestingly, activation of both, connexin-formed
hemichannels or Panx-1 channels has been widely associated with inflammatory processes and
cellular dysfunction. Resistance arteries are innervated by capsaicin-sensitive sensory nerves
that release calcitonin gene-related peptide (CGRP) during inflammatory conditions. Notably,
inflammation leads to a reduced NO- and EDHF-dependent vasodilation; however, the
mechanisms that mediate this phenomenon are still unknown. Based on this background, the
hypothesis of this study is that CGRP induces the activation of Panx-1 channels in the vascular

endothelium, which leads to the loss of NO signaling and the inhibition of gap junction-
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mediated intercellular coupling. The objectives are: 1) to determine whether the release of
CGRP from perivascular sensory terminals regulates NO-dependent vasodilation in resistance
arteries; 2) to determine whether pannexin channels and/or connexin-formed hemichannels are
involved in endothelial dysfunction induced by CGRP; 3) to elucidate the mechanism of
activation of pannexin channels and/or connexin-formed hemichannels induced by CGRP; 4)
to analyze whether activation of perivascular sensory nerves regulates intercellular
communication in resistance arteries. To address these objectives, the rat mesenteric arterial
bed, isolated and perfused was used. In this preparation, the activation of perivascular sensory
nerves was induced by perfusion of capsaicin (1 uM) for 20 min. Before and/or after this
treatment, vasodilation induced by acetylcholine (ACh, 0.01 — 10 uM), an endothelium-
dependent vasodilator, was evaluated; NO production was determined; protein expression was
quantified by Western blot; and the changes in membrane permeability through channels such
as those formed by pannexins or connexin-formed hemichannels was analyzed by ethidium or
lucifer yellow uptake. Finally, the intercellular communication through a dye coupling assay
was analyzed. Capsaicin treatment did not affect the magnitude of the ACh-induced
vasodilator response. However, in mesenteries stimulated with capsaicin NO-dependent
vasodilation was gradually inhibited along the time, while a vasodilator component sensitive
to indomethacin compensated the loss of NO. Furthermore, treatment with capsaicin increased
superoxide production, decreased the level of phosphorylation of eNOS at serine 1177 (P-
eNOS**'"") and inhibited NO production induced by ACh. Blockade of CGRP-1 receptors
with CGRPs.3;7 prevented both, the inhibition of NO-dependent vasodilation and the reduction
of P-eNOS**™!"" levels. Stimulation with capsaicin or CGRP induced an increase in the

ethidium uptake in mesenteric arteries, which was not prevented by lanthanum (connexin-
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formed hemichannel inhibitor) or PPADS (P2 purinergic receptor antagonist), but by
probenecid (Panx-1 channel inhibitor), CGRPg.37, KT-5720 (PKA inhibitor) and L-NA (NO
production blocker). One hour after stimulation with capsaicin or CGRP, a similar ethidium
uptake was detected, which was prevented when stimulation was done in presence of CGRPs.
37 or probenecid. The ethidium uptake observed 1 hour after capsaicin treatment was partially
inhibited by both, probenecid or lanthanum. Lucifer yellow uptake induced by capsaicin or
CGRP was detected mainly in those cells oriented parallel to the longitudinal axis of the
vessel. Blockade of Panx-1 channels with probenecid or '°panx prevented the inhibition of
NO-dependent vasodilation, the reduced levels of P-eNOS*"'"" and the inhibition of NO
production caused by capsaicin. In addition, treatment with capsaicin or CGRP inhibited the
gap junction-mediated ethidium diffusion in the vessel wall. The results of this work suggest
that activation of perivascular sensory nerves leads to the release of CGRP from sensory
terminals and the activation of CGRP-1 receptors. The activation of CGRP-1 receptors leads
to the prolonged activation of Panx-1 channels in the vascular endothelium by a PKA/NO-
dependent pathway. Panx-1 channel opening leads to inhibition of the NO production. In
addition, activation of perivascular capsaicin-sensitive sensory nerves, through the release of
CGRP, also leads to the inhibition of gap junction-mediated intercellular coupling. These
results apoint to the perivascular sensory nerves, the CGRP-1 receptor and Panx-1 channels as
potential therapeutic targets in disease states involving activation of sensory fibers and

endothelial dysfunction such as, inflammation.



INTRODUCCION

El sistema cardiovascular, en términos generales, estd compuesto por dos estructuras: el
corazdn, y los vasos sanguineos. El corazén bombea la sangre y los vasos sanguineos la
distribuyen a todos los tejidos del cuerpo, los cuales requieren de un suministro continuo de
nutrientes y O, y de la remocién de sus desechos metabodlicos. Los vasos sanguineos forman
una extensa red vascular, la cual se encarga de transportar la sangre desde el corazon hacia los
tejidos y llevarla de vuelta desde los tejidos hasta el corazén. La red vascular esta compuesta
por arterias, capilares y venas. Las arterias llevan la sangre hacia los tejidos; los capilares
permiten el intercambio de solutos (nutrientes, gases y productos de desecho celular) con los
tejidos, y las venas, conducen la sangre de vuelta al corazéon. Contrario a lo que se pensaba
hace varios afios atrds, los vasos sanguineos no son tubos rigidos limitados Unicamente a la
conduccion de la sangre en una forma pre-determinada, sino que son estructuras complejas y
dindmicas, que cumplen muchas funciones, tales como la regulacion de la distribucion de la
sangre hacia los tejidos, capacitancia (almacenaje de sangre a alta y baja presion), control de la
permeabilidad post-capilar, etc. La distribucioén del flujo sanguineo depende de la resistencia
al flujo de la sangre, la cual, a su vez, radica en las arteriolas y arterias de pequefio calibre (<
300 um de didmetro interno). Los cambios del diametro interno de estos vasos, conocidos

como arterias de resistencia, determinan el flujo sanguineo de acuerdo a las necesidades



metabolicas del tejido, donde una vasodilatacion (disminucion de la resistencia al flujo)
conlleva a un aumento del flujo y una vasoconstriccion (aumento de la resistencia al flujo) a
una disminucion del flujo. De esta manera, las arterias de resistencia también controlan la
resistencia vascular periférica total y, junto con el corazon, que regula el flujo sanguineo por
medio de cambios en el gasto cardiaco, son elementos claves en el control de la presion

arterial (Lillo et al., 2012).

La pared de las arterias esta formada principalmente por una capa de células endoteliales que
reviste el lumen del vaso y por una o mas capas de células musculares lisas. En el caso de los
vasos de resistencia, las arteriolas presentan una sola capa de células musculares lisas y las
arterias de resistencia (de mayor diametro interno) pueden presentar hasta 3 capas de células
musculares lisas. Las células endoteliales producen agentes vasoactivos que controlan y
regulan el grado de contraccion del musculo liso vascular (i.e. tono vasomotor). Estos agentes
incluyen sefiales o substancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras que actian de forma
paracrina sobre las células musculares lisas adyacentes. Los principales agentes
vasoconstrictores sintetizados en el endotelio son la endotelina, la angiotensina II, y los
prostanoides tromboxano A, (TA;) y prostaglandina (PG) F,, (PGF,,). Los principales
agentes vasodilatadores de origen endotelial son: el oOxido nitrico (NO), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y las prostaclinas (Figura 1). Es importante
destacar que en condiciones normales las sefales vasodilatadoras derivadas del endotelio

predominan por sobre las vasoconstrictoras.
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FIGURA 1. Principales seniales vasodilatadoras derivadas del endotelio. Ante un estimulo
determinado, el endotelio vascular produce agentes vasodilatadores que actian sobre el
musculo liso adyacente induciendo su relajacion. Las principales sefiales vasodilatadoras
derivadas del endotelio son el 6xido nitrico (NO) el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF) y las prostaglandinas. Si bien la produccion de todos estos agentes depende
de incrementos en la concentracion del Ca”" intracelular, cada una de las sefiales es regulada
finamente por diversos factores y los incrementos del Ca*" intracelular inducidos por distintos
agonistas (tales como, bradicinina, acetilcolina, entre otros) no necesariamente conducen a la
activacion de todos los agentes vasodilatadores. Abreviaciones: CML: Célula muscular lisa;
LEL: Lamina eléstica interna; CE: Célula endotelial; SK¢,: Canales de potasio activados por
Ca”" de conductancia pequefia; IKc,: Canales de potasio activados por Ca®" de conductancia
intermedia; Kj;: Canales de potasio de rectificacion de entrada; eNOS: Oxido nitrico sintasa
endotelial; COX: Ciclo-oxigenasa.



La contribucidon de las sefiales vasodilatadoras en el control del tono vasomotor depende del
estimulo, del territorio vascular, de la especie y de la condicion fisiologica o patologica del
tejido (Feletou y Vanhoutte, 2009). Asi, por ejemplo, en las arterias de conduccion (e.g. aorta)
el NO juega un papel crucial en el control del tono vasomotor en desmedro del EDHF y de las
prostaglandinas que cumplen un papel insignificante (Chen et al., 1988; Shimokawa et al.,
1996; Brandes et al., 2000; Csanyi et al., 2007). La importancia del EDHF aumenta a medida
que disminuye el calibre de las arterias (Shimokawa et al., 1996; Feletou y Vanhoutte, 2009),
sugiriendo que el EDHF tiene un papel esencial en la microcirculacion y, consecuentemente,
en el control de la resistencia periférica y de la distribucion del flujo sanguineo. Consistente
con esta hipdtesis, se ha demostrado que en la mayoria de las arterias de resistencia el bloqueo
de la sintesis del NO solo atenua la respuesta vasodilatadora inducida por vasodilatadores
dependientes del endotelio tales como bradicinina y acetilcolina (ACh) (Gaete et al., 2012). En
base a la observacion que algunas prostaglandinas tienen propiedades vasodilatadoras, se ha
propuesto que las prostaglandinas también controlan el tono vasomotor. Sin embargo, esta
idea solo ha sido confirmada en determinadas condiciones y en solo algunos territorios
vasculares (Forstermann et al., 1986); por lo tanto, se piensa que la contribucién de las
prostaglandinas en el control fisiologico del tono vasomotor, en condiciones normales, es
despreciable con respecto al NO y al EDHF (Forstermann et al., 1986; Feletou y Vanhoutte,

2009).



1 Seiiales vasodilatadoras derivadas del endotelio

1.1 Oxido nitrico (NO)

1.1.1 Estructura y funcion de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

El NO es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina, reacciéon que es catalizada por la
enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas de NOS; la NOS-1 o nNOS
(isoforma neuronal), la NOS-2 o iNOS (isoforma inducible) y la NOS-3 o eNOS (isoforma
endotelial) (Wu, 2002). En los vasos sanguineos, bajo condiciones fisioldgicas, el NO es
sintetizado principalmente por la eNOS (Figura 1). La eNOS es una proteina que se expresa de
manera constitutiva en los vasos sanguineos. En las arterias de resistencia, la eNOS esta
localizada principalmente en microdominios especializados de las células endoteliales
conocidos como caveolas. Sin embargo, su distribucion dentro de la célula puede variar de
acuerdo a las condiciones fisiologicas o patologicas que afecten su actividad (Prabhakar et al.,

1998; Oess et al., 2006; Sanchez et al., 2006; Figueroa et al., 2013a).

Estructuralmente, la eNOS esta compuesta por un dimero, cada uno formado por un dominio
oxigenasa (N-terminal) y un dominio reductasa (C-terminal) (Mount et al., 2007). Ambos
dominios estan separados por un sitio de unién al complejo Ca**-calmodulina, el cual, esta
obstaculizado fisicamente por un elemento autoinhibitorio (correspondiente a una region de la

cola C-terminal de la eNOS) durante el estado inactivo de la enzima. La producciéon de NO



depende de la oxidacion del sustrato L-arginina, lo cual es catalizado por el dominio oxigenasa
de la eNOS. Este proceso depende de un flujo de electrones desde el dominio reductasa hacia
el dominio oxigenasa de la enzima. El flujo de electrones se transmite por distintos cofactores
que deben estar acoplados a la eNOS. Estos cofactores son NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato), FAD (Flavin adenina dinucleotido), FMN (Flavin mononucleo6tido),
BH, (Tetrahidrobiopterina), y un grupo hemo (Fleming y Busse, 2003). El dominio reductasa
del extremo C-terminal posee el sitio de union para NADPH, el cual dona los electrones

necesarios para generar el NO.

La activacion de la eNOS depende, principalmente, de la disociacion de la enzima de la
proteina caveolina-1 (que ancla la enzima a las caveolas) y de la union de la enzima con el
complejo Ca®-calmodulina. Ambos procesos dependen de un incremento en la concentracion
del calcio intracelular ([Ca®'];) (Wu, 2002). Es importante notar que la biodisponibilidad del
complejo Ca*'-calmodulina depende directamente de la [Ca®'];, pero el desplazamiento del
elemento autoinhibitorio necesario para la interaccion del complejo Ca**-calmodulina con la
eNOS requiere de otros mecanismos que, como se verd mas adelante, pueden o no depender
del Ca®" intracelular (Wu, 2002). En consecuencia, se piensa que el Ca>" por si solo es incapaz
de activar la eNOS y requiere de otras vias de sefalizacion para lograrlo (Fleming y Busse,

2003).



1.1.2  Regulacion de la eNOS

La actividad de la eNOS es regulada por diversos mecanismos, los cuales controlan el acceso
del complejo Ca*"-calmodulina a su sitio de unién, el acoplamiento del dimero, el flujo de
electrones, etc. La eNOS forma un complejo multiproteico, mediante la interaccion con otras
enzimas y proteinas andamio. Se sabe que la interaccion de la eNOS con estas proteinas regula
su funcion. Asi, la eNOS interactia por ejemplo con kinasas, fosfatasas, receptores acoplados
a proteina G y otras proteinas estructurales o de andamio como dinamina, caveolina-1 y la
proteina hsp90, que modifica alostéricamente la enzima favoreciendo su activacion (Fleming y

Busse, 2003).

Si bien se han descrito numerosas vias de sefializacion que controlan la actividad de la eNOS,
el principal mecanismo de regulacion es mediante la fosforilacion de residuos especificos de la
enzima (Wu, 2002; Fleming y Busse, 2003). En este contexto, se ha descrito que
modificaciones en el estado de fosforilacion de la serina 114, la treonina 495, la serina 615, la
serina 633 y la serina 1177 controlan la actividad de la eNOS (Mount et al., 2007). La
fosforilacion de la eNOS en los residuos serina 1177 o serina 633 favorece la actividad de la
enzima (Dimmeler et al., 1999; Michell et al., 2002). En contraste, la fosforilacion de la eNOS
en el residuo treonina 495 se asocia con una reduccion en la activacion de la enzima (Fleming
et al., 2001). El efecto de la fosforilacion de los residuos serina 114 y serina 615 sobre la
actividad de la eNOS es controversial (Mount ef al., 2007). También se ha propuesto que la
actividad de la eNOS es modulada por la fosforilacion en el residuo tirosina 657, la cual se

asocia con una potente inhibicion de la enzima (Fisslthaler ez al., 2008).



Aunque la eNOS presenta multiples sitios de fosforilacion, la mayor parte de los estudios han
concluido que la regulacion de la actividad de la eNOS depende principalmente de la
fosforilacion de dos sitios especificos: la serina 1177 y la treonina 495 (Fleming y Busse,
2003). Si bien atn no se tiene claro como la fosforilacion de estos sitios regula la activacion e
inhibicién de la enzima, se han propuesto algunas hipédtesis de acuerdo a la localizacion de los
residuos en la enzima. En este contexto, el sitio serina 1177 se localiza en el dominio
reductasa de la enzima. Asi, se piensa que la fosforilacion de la eNOS en el residuo serina
1177 conduce a la activacion de la eNOS favoreciendo el acoplamiento del dimero, lo cual
crea sitios de alta afindad para L-arginina y BHy, y facilita el flujo de electrones hacia el
dominio oxigenasa de la enzima (Panda et al., 2002; Mount et al., 2007). Una segunda
hipotesis plantea que la fosforilacién de la enzima en serina 1177 controla la uniéon de la
enzima con el complejo Ca**-calmodulina mediante la regulacion del elemento autoinhibitorio
(Mount et al., 2007). Por su parte, la treonina 495 se localiza en el sitio de union de la eNOS
con el complejo Ca**-calmodulina, por lo cual, se piensa que la fosforilacion de este residuo
conduce a la inhibicién de la enzima mediante el impedimento (disminucion de la afinidad) de

., . + . .
la union del complejo Ca*"-calmodulina con la enzima.

Si bien el mecanismo por el cual la fosforilacion modula la actividad de la eNOS aun es foco
de investigacion, se piensa que el estado de fosforilacion de la eNOS controla, principalmente,
la sensibilidad de la enzima por el Ca* (Dimmeler et al., 1999). De esta manera, el control de
la eNOS mediante la desfosforilacion de la serina 1177 o la fosforilacion de la treonina 495
permite que la enzima se mantenga inactiva pese a incrementos sustanciales de la [Ca®];. Por

otro lado, el control mediante la fosforilaciéon de la eNOS en la serina 1177 puede, incluso,



. . . + . . .
activar la enzima con niveles basales del Ca’’, sin la necesidad de que exista un alza en la

[Ca®"]s.

La fosforilacion y desfosforilacion de la eNOS en los distintos residuos es mediada por
distintas proteinas kinasas y fosfatasas. Asi, la fosforilacion de la eNOS en el residuo serina
1177 puede ser catalizada por la proteina kinasa A (PKA), la proteina kinasa activada por
AMP (AMPK), la proteina kinasa G (PKG), la Ca’"-calmodulina kinasa II (CaMKII), la via
fosfatidil-3-kinasa (PI3K)-Akt, la proteina kinasa C (PKC)-a y la PKC-6 (via Akt) (Fleming y
Busse, 2003; Partovian et al., 2005; Mount et al., 2007; Sud et al., 2008). En contraste, la
fosforilacion de la eNOS en el residuo inactivador treonina 495, es catalizada por al menos, la
PKC B-II (Chiasson et al., 2011). Se ha demostrado que la desfosforilaciéon en ambos residuos
es mediada por la proteina fosfatasa 2A (PP2A). Sin embargo, hay evidencia que muestra que
la proteina fosfatasa 1 (PP1) y calcineurina (PP2B) desfosforila la treonina 495 y no la serina

1177 (Fleming y Busse, 2003; Mount et al., 2007).

La activacion de las diferentes kinasas y fosfatasas depende del estimulo. En este contexto,
numerosos agentes que estimulan la produccion de NO mediante cambios en la fosforilacion
de la eNOS lo hacen mediante la activacion de kinasas diferentes. Por ejemplo, bradicinina
estimula la produccion de NO mediante la fosforilacion de la serina 1177 via Akt o CaMKII y
la desfosforilacion de la treonina 495 por la PP1 (Harris ef al., 2001; Fleming y Busse, 2003).
En contraste, la tension de roce ejercida por el flujo de la sangre sobre la superficie luminal del
endotelio estimula la produccién de NO mediante la fosforilacion de la serina 1177, mediante

la activacion de la PKA y la Akt, sin modificar aparentemente el estado de fosforilacion de la
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treonina 495 (Boo et al.,, 2002). Notablemente, no todos los agonistas que inducen la

produccion de NO modifican la fosforilacion de la eNOS (e.g. acetilcolina (ACh)).

La quelacion del Ca** previene la activacion de la eNOS inducida por el shear stress o por
vasodilatadores dependientes del endotelio (Dimmeler et al., 1999; Gaete et al., 2012), lo cual
sugiere que el Ca’" es requisito indispensable para la activacion de la enzima. De esta manera,
la fosforilacion de los residuos que favorecen la activacion de la enzima o la desfosforilacion
de los residuos que la inhiben son incapaces, por si solos, de inducir la activacién de la
enzima. En consecuencia, ademas de la fosforilacion de la eNOS, la [Ca®']; constituye un paso

crucial para la activacion de la enzima.

1.1.3  Vasodilatacion dependiente de NO

La idea de que el endotelio cumple un rol esencial en el control del tono vasomotor fue
propuesta por primera vez en 1980 por Furchgott y Zawadzki (Furchgott y Zawadzki, 1980).
En dicho trabajo, Furchgott demostré que ACh induce la relajacion del muasculo liso mediante
la produccion por el endotelio de una substancia a la cual se le denomin6 EDRF (factor
relajante derivado del endotelio). Siete afios mas tarde, los grupos de Ignarro y Moncada de
forma independiente confirmaron que la naturaleza quimica del EDRF era NO (Ignarro et al.,
1987; Palmer et al., 1987). A partir de entonces, miles de estudios han sido publicados

demostrando la relevancia de este compuesto en la funcion vascular.
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El NO es un gas de bajo peso molecular soluble en agua (30 Da, Kp = 4.4) (Moller et al.,
2005). Por lo tanto, se piensa que el NO, desde el lugar donde es sintetizado, difunde en todos
sentidos (de forma homogénea) pudiendo actuar de forma autocrina o paracrina. En este
ultimo caso, el NO generado en la célula endotelial puede actuar, por ejemplo, en células
musculares lisas adyacentes. En la célula muscular lisa, el NO activa la guanilato ciclasa
soluble, lo que conduce a una elevacion de la concentraciéon de guanosin monofosfato ciclico
(cGMP). El cGMP incrementa la actividad de la PKG, lo cual induce la relajacién del musculo
liso y la consiguiente vasodilatacion. Se ha descrito que la relajacion del musculo liso mediada
por PKG puede involucrar al menos tres mecanismos diferentes: reduccion de la [Ca®'];,
desensibilizacién al Ca®" y regulacion de los filamentos delgados (Lincoln e al., 2001).
Ademas, dependiendo del territorio vascular, la vasodilatacion inducida por NO puede ocurrir
por una via independiente y/o dependiente de la hiperpolarizacion del musculo liso (Murphy y
Brayden, 1995; Yuan et al., 1996; Cohen et al., 1997; Mistry y Garland, 1998). Con respecto
al primer caso, la activacion de la PKG puede conllevar a una reduccion de la [Ca*']; debido a
1) la reduccién de la activacion de los canales de calcio tipo L localizados en la membrana del
musculo liso, 2) al incremento de la activaciéon de bombas de calcio que secuestran el calcio
del sarcoplasma, o bien, 3) a una reduccion en la activacion del receptor de inositol tri-fosfato
(IP3-R) (Lincoln et al, 2001). El NO, a través de la PKG, también puede reducir la
sensibilidad de la maquinaria contractil del musculo liso mediante la activacion de la fosfatasa
de la cadena liviana de miosina (MLC), la cual desfosforila la MLC e impide la contraccion
del musculo (Lincoln ef al., 2001). Ademas, el NO puede afectar la maquinaria contréctil del
musculo liso mediante la fosforilacion de proteinas (e.g. la proteina Hsp20) que se unen a los

filamentos delgados, lo cual conduce a la inhibicion de la contraccion del musculo (Lincoln et
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al., 2001; Fleming y Busse, 2003). En lo que respecta al mecanismo de vasodilatacion
dependiente de la hiperpolarizacion del musculo liso, la activacion de la PKG inducida por el
NO puede conducir a la activacion de los canales de potasio sensibles a ATP (Karp) 0 a los
canales de potasio activados por calcio de alta conductancia (BK¢,) (Murphy y Brayden, 1995;
Mistry y Garland, 1998). La activacion de los canales BK¢, puede explicarse por la regulacion
del estado de fosforilacion del canal mediante PKG o fosfatasas activadas por PKG, y por
incrementos focalizados del Ca®’ en sitios adyacentes a los canales BK¢,. Estos aumentos
locales de los niveles de Ca®" pueden explicarse por la fosforilacién, via PKG, de los canales
de calcio del reticulo sarcopldsmico, del IP3-R o del receptor de rianodina (RyR) (Lincoln et
al., 2001). La activacion de los canales de K conduce a la hiperpolarizacion del musculo liso,
lo cual disminuye la probabilidad de apertura de los canales de Ca*" activados por voltaje
(principalmente los canales de Ca*" tipo L). Este mecanismo reduce la [Ca*']; y conlleva a la

relajacion del musculo liso.

1.1.4 Importancia del NO en el control del tono vascular

Se ha descrito que diversos estimulos inducen la producciéon de NO en arterias. Estos
estimulos incluyen bradicinina, ACh, histamina, insulina, estrégeno, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), ATP, peroxido de hidrégeno (H,0,), trombina, shear stress y la
pulsatilidad de la sangre, entre otros. En las arterias de resistencia, el NO sintetizado regula
minuto a minuto el grado de contracciéon del musculo liso vascular. Consistente con esta
propuesta, se ha descrito que la inhibicion aguda de la produccion del NO en arterias de

resistencia aumenta considerablemente la respuesta vasoconstrictora inducida por agonistas
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al-adrenérgicos (e.g. noradrenalina o fenilefrina) o la producida por la despolarizacion directa
del musculo liso (e.g. soluciones altas en K") (Moncada et al., 1991; Gaete et al., 2012). Estos
antecedentes sugieren que el NO basal y/o el generado por la vasoconstriccion, constituyen un
freno fisioldgico de la contraccion del musculo liso. Més aun, la tension de roce (i.e. el shear
stress) induce una respuesta vasodilatadora que depende principalmente de la produccion del
NO (Paniagua et al., 2001). La tension de roce constituye el principal estimulo in vivo de las
células endoteliales de las arterias de resistencia, lo cual da luces de la gran importancia que
tiene el NO en el control tonico del tono vascular en este tipo de arterias. Consistente con esta
idea, la inhibicioén crénica de la eNOS conduce a un incremento significativo de la presion
arterial (Baylis ef al., 1992; Dananberg et al., 1993; Bank et al., 1994). Mds aun, la abolicion
del gen que transcribe para la eNOS produce hipertension (Huang et al., 1995; Steudel et al.,
1997; Scotland et al., 2005). Todos estos antecedentes indican que el NO tiene un papel

esencial en el control del tono vasomotor en la microcirculacion.

La disfuncién endotelial es un término que ha sido empleado para hacer referencia a un
empeoramiento de la sefializacion que media la vasodilatacion dependiente del endotelio
(Verma y Anderson, 2002). Es tal la relevancia del NO en la funcion vascular que,
actualmente se piensa que una caracteristica inequivoca de la disfuncion endotelial
(tipicamente observada en enfermedades o estados patoldgicos como hipertension, diabetes e
inflamacioén, entre otras), es una disminucion en la biodisponibilidad del NO (Rudic y Sessa,

1999; Verma y Anderson, 2002; Clapp et al., 2004).
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1.2 Prostaglandinas

Las prostaglandinas son eicosanoides sintetizados por la enzima ciclo-oxigenasa (COX) a
partir del acido araquidonico. Existen dos isoformas de COX, la COX-1 (isoforma
constitutiva) y la COX-2 (isoforma inducible). La sintesis de las prostaglandinas depende de
una cascada de sefializacion iniciada por la activacion de la fosfolipasa A2 (PLA;), mediante
un mecanismo dependiente (PLA,,) e independiente (PLAjg.) de Ca’" (Figura 1). La
activacion de la PLA; conlleva a la liberacion del 4cido araquidonico de los fosfolipidos de la
membrana, el cual es el sustrato de las COXs. El metabolito producido por las COXs a partir
del acido araquidonico es la prostaglandina G2 (PGG;). La PGG,, mediante la activacion de la
enzima prostaglandina H (PGH) sintasa, se transforma en PGH,. Finalmente la PGH; es
transformada en otros metabolitos mediante la activacion de diferentes enzimas
(prostaglandina sintasas). De este modo, a partir de la PGH; se sintetiza la prostaglandina 12
(PGIL,) por la prostaciclina sintasa, la prostaglandina E2 (PGE,), por la PGE, sintasa, la
prostaglandina D2 (PGD,) por la PGD; sintasa y la PGF,, por la PGF,, sintasa (Lillo et al.,

2012). La PGH, también es utilizada por TA, sintasa para sintetizar el TA, (Lillo et al., 2012).

En la pared vascular, la COX se expresa en células endoteliales y células musculares lisas.
Notablemente, se ha descrito que diferentes prostaglandinas tienen propiedades vasoactivas,
pero tales observaciones se limitan solo a ciertos territorios vasculares. La PGF,, y el TA;
producen vasocontraccion, mientras que la PGIl,, la PGE,; y la PGD, inducen vasodilatacion.
No obstante, el principal metabolito vasodilatador derivado del 4cido araquidénico en las

células endoteliales es la PGI, o también llamada prostaciclina (Feletou y Vanhoutte, 2009;
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Lillo et al., 2012). Las prostaciclinas actuan sobre receptores especificos para la PGI,
localizados en las células musculares. La activacion de estos receptores conduce a la
hiperpolarizacion del musculo liso mediante la activacion de diferentes poblaciones de canales
de K. Las prostaciclinas tienen un rol despreciable en la respuesta vasodilatadora inducida
por agentes neurohumorales tales como ACh o bradicinina (Forstermann et al., 1986). Sin
embargo, se ha observado que su produccion es importante en la respuesta vasodilatadora

inducida por el flujo (i.e. tension de roce) (Feletou y Vanhoutte, 2009).

1.3 Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)

El término EDHF es un acréonimo que hace referencia a cualquier substancia o sefal
sintetizada, liberada o derivada del endotelio que produzca la hiperpolarizacion y relajacion
del musculo liso. Aunque la naturaleza quimica del EDHF ha sido bastante estudiada, su
identidad no ha sido definitivamente dilucidada. Sin embargo, se han propuesto numerosos
candidatos para EDHF, entre ellos, los acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), sintetizados por
la citocromo P450 2C, el acido 12-(S)-hidroxieicosatetraecnoico (12-S-HETE), sintetizado por
la 12-LOX (lipoxigenasa), el acido 11,12,15-trihidroxieicosatrienoico (11,12,15-THETA),
sintetizado por la 15-LOX-I, el H,O,, sintetizado principalmente a partir del superdxido (O;)
por la superdxido dismutasa (SOD), el monoxido de carbono (CO), sintetizado principalmente
a partir de la degradacion de grupos hemo mediante la hemo oxigenasa (HO-1 y HO-2), el
sulfuro de hidrogeno (H;S), sintetizado principalmente por la enzima cistationa-y-liasa, el

péptido natriurético tipo C, iones K, etc. (Feletou y Vanhoutte, 2009). En estricto rigor, el NO
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también puede ser considerado un EDHF debido a que en el musculo liso de algunos
territorios vasculares regula la actividad de ciertos canales de K como los BKc,, por lo cual
induce la hiperpolarizacion del musculo liso. Ya que las prostaciclinas (PGI,) también actiian
mediante la hiperpolarizacion del musculo liso, también son substancias que pueden ser

consideradas como un EDHF.

Si bien la naturaleza quimica del EDHF es foco de un gran debate en la actualidad, la mayor
parte de la evidencia apunta a que la hiperpolarizaciéon del musculo liso en respuesta a
agonistas vasodilatadores dependientes del endotelio no depende de la produccion o liberacion
de mediadores como los mencionados en el parrafo anterior (Goto et al., 2002; Ungvari et al.,
2002; Dora et al., 2003). En este contexto, se piensa que el EDHF corresponde principalmente
a la transmision de una corriente eléctrica hiperpolarizante desde el endotelio al musculo liso
(Goto et al., 2002). Este fenomeno depende directamente de un incremento en la [Ca*']; en el
endotelio vascular (Ungvari et al., 2002), lo cual activa canales de K" activados por Ca*" (Kc,)
de conductancia pequefia (SK¢,) e intermedia (IKc,), que estan localizados preferencialmente
en el endotelio vascular (Eichler et al., 2003) (Figura 1). La activacion de los SK¢, y de los
IKc, genera una corriente de K que hiperpolariza el potencial de membrana de la célula
endotelial (Crane et al., 2003; Eichler ef al., 2003). Se piensa que esta hiperpolarizacion se
propaga al musculo liso adyacente principalmente a través de los canales intercelulares,
conocidos como uniones comunicantes o gap junctions, que conectan los citoplasmas de
ambas células (Goto et al., 2002; Ungvari et al., 2002; Dora et al., 2003; Figueroa y Duling,
2009) (Figura 1). La hiperpolarizacion transmitida al musculo liso reduce la [Ca®']; en este

tipo celular mediante la disminucién de la probabilidad de apertura de los canales de Ca*"
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sensibles a voltaje tipo L, lo cual conlleva a la relajacion del musculo liso y a la

vasodilatacion.

La hiperpolarizacion generada en el endotelio no solo se podria transmitir mediante este
mecanismo (Edwards et al., 1998; Feletou y Vanhoutte, 2009). En este contexto, Edwards et
al (1998) demostraron en arterias hepaticas y mesentéricas que la activacion de los canales
IK¢, v SK¢, inducida por ACh (la cual conlleva a la hiperpolarizacion del endotelio), genera
un incremento local en la concentracion extracelular de iones K (< 20 mM) (Figura 1). E1 K*
extracelular induce la activacion de los canales de K' de rectificaciéon de entrada (Kir)
dispuestos en el musculo liso, lo cual contribuye a la hiperpolarizacion del musculo liso y a la
vasodilatacion de las arterias (Edwards et al.,, 1998) (Figura 1). En consecuencia, el
acoplamiento eléctrico mediado por uniones comunicantes no siempre explica todo el EDHF.
Aun asi, se piensa que la comunicacién mediante uniones comunicantes constituye uno de los
principales mecanismos implicados en la transmision de la hiperpolarizacion desde el

endotelio al musculo liso.
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2 Rol de las conexinas y panexinas en el control de la funcion vascular

2.1 Estructura y funcion de canales intercelulares, hemicanales formados por conexinas

y canales formados por panexinas

2.1.1 Conexinas

Las conexinas (Cx) son proteinas con cuatro segmentos transmembrana que se unen entre si
para formar canales funcionales en la membrana plasmatica (Willecke et al., 2002) (Figura 2).
En mamiferos, se han descrito al menos 20 isoformas de conexinas, denominadas de acuerdo a
su tamafio aproximado (en KDa) (Willecke et al., 2002). Como se describird con mayor
detalle mas adelante, en los vasos sanguineos solo se ha descrito la expresion de la Cx32, la

Cx37, 1a Cx40, la Cx43 y la Cx45.

La union de seis conexinas en el reticulo endoplasmatico forma un conexén o hemicanal. El
conexoOn se transloca a la membrana plasmatica en vesiculas donde permite la comunicacion
directa del interior de la célula con el medio extracelular (Figura 2). La union de dos
hemicanales (provenientes de células contiguas) forma un canal intercelular conocido también
como unidén comunicante, union en hendidura o gap junction (Willecke et al., 2002) (Figura

2).
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FIGURA 2. Estructura de los canales intercelulares, de los hemicanales formados por
conexinas y de los canales formados por panexinas. Las conexinas y panexinas son proteinas
de familias diferentes y como tal, poseen muy poca homologia en su secuencia aminoacidica.
Sin embargo, ambas proteinas comparten una similar topologia y funcion. A) La topologia de
las conexinas y panexinas muestra que ambas tienen cuatro segmentos transmembrana, dos
loop extracelulares, un loop intracelular, una cola amino(N)-terminal intracelular y una cola
carboxi(C)-terminal generalmente extensa en el lado intracelular. B) La union de 6
subunidades de conexinas forma un conexon. La union de 6 panexinas (particularmente Panx-
1) forma un panexén. Un hemicanal corresponde a un conexoén situado en la membrana
plasmatica. Un canal de panexina corresponde a un panexén que se transloca a la membrana
plasmatica. La union de 6 subunidades de conexinas o de panexinas forma un poro acuoso que
permite el intercambio de corriente, iones y moléculas de bajo peso molecular (<1 KDa). Los
hemicanales de conexina y los canales de panexina comunican el compartimiento intracelular
con el espacio extracelular. C) La unién de dos hemicanales (formados por conexinas)
provenientes de células adyacentes forma un canal intercelular, el cual comunica directamente
el citoplasma de ambas células. El canal puede ser homotipico si estd formado por
hemicanales idénticos, o heterotipico si esta formado por hemicanales diferentes. Asi mismo,
El hemicanal puede ser homomérico si esta constituido por seis subunidades idénticas o
heteromérico si estd compuesto por dos o mas subunidades distintas.
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Se piensa que la cantidad de hemicanales desapareados es bastante menor con respecto a los
hemicanales apareados (i.e. hemicanales que forman canales intercelulares). No obstante, esta
observacion podria variar considerablemente de acuerdo a la condicion fisioldgica/patologica
y el tipo celular estudiado. Cada hemicanal y unidon comunicante contiene un poro acuoso de
gran tamafo (10 — 15 A de diametro), el cual permite el paso de corriente, iones (Na', CI,
Ca2+, etc.) y un gran numero de moléculas pequenas tales como, ATP, NAD', IP;, NO, entre

otros (Saez et al., 2003; Harris, 2007; Figueroa y Duling, 2009).

Las células normalmente expresan mas de un tipo de conexina. Como consecuencia, los
hemicanales pueden estar conformados por una misma isoforma de conexina o por isoformas
diferentes, generando hemicanales homomeéricos o heteroméricos, respectivamente (Willecke
et al., 2002) (Figura 2). En este contexto, un estudio de la oligomerizacion de las diferentes
isoformas de conexinas expresadas en la vasculatura reveldo que la Cx43 puede formar
hemicanales heteroméricos junto con la Cx37, la Cx40 o la Cx45 (Brink et al., 1997; He et al.,
1999; Martinez et al., 2002). En contraste, no esta claro si la Cx37 forma hemicanales
heteroméricos con la Cx40. Estos antecedentes sugieren que las conexinas podrian formar
hemicanales heteroméricos en la pared vascular, con caracteristicas distintas a los hemicanales

homoméricos.

Cada canal intercelular puede estar compuesto por dos hemicanales idénticos o distintos entre
si (Figura 2). Los canales formados por dos hemicanales idénticos se denominan canales
homotipicos, mientras que los canales compuestos por hemicanales diferentes se llaman

canales heterotipicos (Willecke et al., 2002). Con respecto a las conexinas expresadas en la
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vasculatura, estudios en células transfectadas indican que los hemicanales formados por la
Cx32 solo forman canales intercelulares con otros hemicanales de Cx32 y no con hemicanales
de Cx37, Cx40, Cx43 ni Cx45 (White et al., 1995). En contraste, los hemicanales de Cx37
pueden formar canales intercelulares con hemicanales formados por la Cx37, la Cx40, la Cx43
o la Cx45 (White et al., 1995). A su vez, los hemicanales formados por la Cx40 pueden formar
canales intercelulares con hemicanales de Cx40 y en menor medida con hemicanales
compuestos por la Cx37 o la Cx45 (White et al., 1995). Los hemicanales de Cx43 pueden
formar canales intercelulares con hemicanales de Cx37, Cx43 y en menor magnitud con
hemicanales de Cx45 (White et al., 1995). El acoplamiento entre hemicanales formados por la
Cx40 y la Cx43 atn es controversial (White et al., 1995; Haubrich et al., 1996; Valiunas et al.,
2000). Finalmente, los hemicanales de Cx45 pueden formar canales intercelulares con los
hemicanales formados por la Cx45 y en menor magnitud con hemicanales de Cx37, Cx40 o

Cx43 (Elfgang et al., 1995).

Se ha descrito que la selectividad a distintas moléculas, la permeabilidad y la conductancia de
los hemicanales y de los canales intercelulares varian de acuerdo a las isoformas que los
conforman. Mds aun, la esperada formacion in vivo de canales heterotipicos y de hemicanales
heteroméricos con propiedades diferentes genera un notable incremento en la variabilidad
funcional de canales intercelulares y hemicanales. Estas observaciones han sugerido que los
hemicanales y canales intercelulares no son simples canales de baja resistencia sino que
regulan finamente el paso de moléculas pequeiias (Stauffer, 1995; Saez et al., 2005; Figueroa

et al., 20006).



22

Debido a que el poro de los hemicanales es permeable a un gran numero de moléculas, se
piensa que los hemicanales desapareados estan mayoritariamente cerrados para prevenir un
colapso de las gradientes idnicas o el vaciamiento de moléculas importantes para la
homeostasis celular como el ATP o el IP; (Saez et al., 2005). Consistente con esto, reciente
evidencia apunta a que la activacion de los hemicanales en la pared vascular es baja en
condiciones basales (Lillo, 2011; Gaete et al., 2014). Més aun, las estrategias experimentales
para activar los hemicanales y estudiar sus propiedades incluyen principalmente estimulos no
fisioldgicos, como por ejemplo mediante la aplicacion de voltajes positivos o la disminucion
drastica de la concentracion extracelular de cationes divalentes (principalmente calcio) (Saez
et al., 2005). Sin embargo, un gran namero de trabajos recientes ha reportado que la activacion
de los hemicanales en la membrana celular puede ser lograda por estimulos observables en
eventos patoldgicos o de estrés celular como por ejemplo, isquemia, inhibicion metabodlica,
incremento en la biodisponibilidad de mediadores pro-inflamatorios, disminucion del pH, etc.
Estos antecedentes han sugerido que la activacion de los hemicanales formados por conexinas
podria asociarse a disfuncion celular si su probabilidad de apertura incrementara de manera

considerable y prolongada a lo largo del tiempo.

2.1.2 Panexinas

En los mamiferos, ademéas de las conexinas, también se expresan las panexinas (Panx),
especificamente 3 isoformas: Panx-1, Panx-2 y Panx-3. Las panexinas son proteinas
homologas a las inexinas, que son las proteinas responsables de la formacion de uniones

comunicantes en invertebrados (Panchin, 2005). Las panexinas son una familia de proteinas
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que no esta relacionada con las conexinas (Panchin, 2005). En este sentido, la secuencia de
aminoacidos de conexinas y panexinas es completamente diferente (~16% de homologia); no
obstante, se ha observado que la topologia y funcion de ambas proteinas es muy similar
(Panchin, 2005) (Figura 2). Al igual que las conexinas, las panexinas poseen cuatro segmentos
transmembrana y en el caso de la Panx-1, la unién de seis subunidades forma un panexon
(Panchin, 2005) (Figura 2). En contraste, al parecer, la Panx-2 requiere 8 subunidades para
formar el canal (Ambrosi et al., 2010). Se desconoce el nimero de subunidades que requiere la
Panx-3 para formar un panexén. La oligomerizacion de las subunidades de panexina permite
la formacién de un poro acuoso en el centro del complejo, similar a los conexones aunque de
un mayor diametro (> 15 A). La translocacion de los panexones a la membrana forma canales
funcionales, con propiedades de permeabilidad que se han propuesto ser bastante similares a
las conexinas (Figura 2). En este contexto, se piensa que los canales de Panx-1 son permeables
a moléculas pequefias como ATP, y a iones como Na®, Ca’" y CI', entre otros. Es importante
destacar que si bien se ha descrito que las panexinas pueden formar uniones comunicantes in
vitro (Bruzzone et al., 2003), a la fecha no se ha podido establecer si estas proteinas pueden
formar canales intercelulares en condiciones in vivo. En consecuencia, la formacion de canales

intercelulares por panexinas es controversial.
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2.2 Distribucion de conexinas y panexinas en los vasos sanguineos

Como se mencion6 anteriormente, en los vasos sanguineos se ha descrito la expresion de la
Cx32, la Cx37, la Cx40, la Cx43 y la Cx45. Todas estas conexinas se expresan en la
vasculatura periférica, pero a diferencia de las demas, la Cx 45 se encuentra principalmente en
los vasos sanguineos del cerebro (Tabla 1). Si bien, la distribucion de estas conexinas varia
dependiendo de la especie, del tejido, del tipo celular y del calibre del vaso estudiado, se
piensa que el musculo liso vascular expresa principalmente la Cx40 y la Cx43, siendo esta
ultima la isoforma predominante en este tipo celular (Gustafsson et al., 2003; Figueroa y
Duling, 2009). Por otra parte, el endotelio vascular expresa la Cx37, la Cx40 y la Cx43 (Tabla
1), pero la Cx37 y la Cx40 son las principales Cxs de las células endoteliales. Recientemente,
se describi6 la presencia de la Cx32 en cultivos de diferentes células endoteliales humanas y
en células endoteliales de vena cava inferior de raton (Okamoto et al., 2009). Mas aun,
estudios de inmunocitoquimica (datos no publicados) y Western blot (Gaete et al., 2014) en
nuestro laboratorio han confirmado la expresion de la Cx32 en la vasculatura mesentérica de

rata. Atn queda por confirmar si la Cx 32 se expresa en arterias.
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Proteina Vaso sanguineo CE CML  Especie Referencia
Cx32 Vena cava inferior + - Ratén Okamoto et al, 2009
Aorta + - Rata van Kempen y Jongsma, 1999; Severs et al., 2001; Gabriels et
al., 1998; Rummery et al., 2002
Arteria coronaria + + Rata van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria caudal + +/— Rata Hill et al., 2002; Rummery et al., 2002
Arterias (200-300um) y arteriolas (<50pum) mesentéricas + - Rata Gustafsson et al., 2003
Cx37 Arteria basilar + +/— Rata Hill et al., 2002; Haddock et al., 2006
Aorta + - Raton Kwak et al., 2002; Kruger ef al., 2002
Arteriolas del miisculo cremaster + - Raton Figueroa y Duling, 2008
Vasos de la piel, testiculo, intestino y pulmoén + - Raton Simon y McWhorter, 2002
Arteriolas de la mejilla, arterias del musculo retractor + +/— Hamster  Sandow et al., 2003
Arteria coronaria + - Cerdo van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria cerebral media + — Conejo  Ujiie et al., 2003
Aorta + - Rata Bruzzone et al., 1993; van Kempen y Jongsma, 1999; Severs et
al., 2001; Gabriels et al., 1998; Rummery et al., 2002
Arteria coronaria + + Rata van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria caudal + — Rata Hill et al., 2002; Rummery et al., 2002
Arterias (200-300um) y arteriolas (<50pum) mesentéricas + - Rata Gustafsson et al., 2003
Arteria basilar + +/— Rata Li y Simard, 1999; Hill et al., 2002; Haddock ez al., 2006
Cx40 Arteriola pial + +/— Rata Little y Duling, 1995
Aorta + - Ratén Kwak et al., 2002; Kruger et al., 2002; Isakson et al., 2006
Arteriolas del misculo cremaster + - Raton Figueroa et al., 2003; Figueroa y Duling, 2008
Vasos de la piel, testiculo, intestino y pulmoén + - Raton Simon y McWhorter, 2002
Arteriolas de la mejilla, arterias del musculo retractor + - Hamster  Sandow et al., 2003
Aorta y arteria coronaria + + Cerdo van Kempen y Jongsma, 1999
Aorta y arteria coronaria + + Vaca van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria cerebral media + +/— Conejo  Ujiie et al., 2003
Aorta + + Rata Bruzzone et al., 1993; van Kempen y Jongsma, 1999; Severs et
al., 2001; Gabriels et al., 1998; Rummery et al., 2002
Arteria coronaria - + Rata van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria caudal + — Rata Hill et al., 2002; Rummery et al., 2002
Arterias (200-300um) y arteriolas (<50pum) mesentéricas + - Rata Gustafsson et al., 2003
Arteria basilar + + Rata Li y Simard, 1999; Hill et al., 2002; Haddock ez al., 2006
Cxd3 Arteriola pial + +/— Rata Little y Duling, 1995
Aorta +/— + Raton Kwak et al., 2002; Kruger ef al., 2002; Isakson et al., 2006
Arteriolas de la mejilla, arterias del musculo retractor + - Hamster  Sandow et al., 2003
Aorta y arteria coronaria + + Cerdo van Kempen y Jongsma, 1999
Aorta - + Vaca van Kempen y Jongsma, 1999
Arteria mamaria interna - + Humano  Severs et al., 2001
Vasos del telencéfalo + - Humano  Virgintino et al., 2001
Arteria cerebral media +/— + Conejo  Ujiie et al., 2003
Aorta - +/— Rata Rummery et al., 2002
Cx45 Arteria caudal - +/— Rata Rummery et al., 2002
Arteria cerebral posterior y basilar — + Rata Li y Simard, 2001
Arteria cerebral media - + Rata Burns et al., 2012
Aorta, arteria carotida, arteria femoral + - Ratén Lohman et al., 2012
Panx-1 Arteria _renal ) ) + +/— Ratén Lohman et al., 2012
Arteria intrapulmonar, coronaria, abdominal + + Raton Lohman et al., 2012
Arteriolas del musculo espinotrapecio y cremaster + + Raton Lohman et al., 2012
Arteria toracodorsal + + Ratén Billaud ef al., 2011; Lohman et al., 2012
Panx-2 Arter@a gerebral media + + Rata Burns et al., 2012
Arteria intrapulmonar +/— + Raton Lohman ez al., 2012
Arteria intrapulmonar + +/— Raton Lohman et al., 2012
Panx-3 Arterias coronarias pequefias (< 100 um) + + Raton Lohman et al., 2012
Arteriolas de la corteza renal + +/— Raton Lohman et al., 2012

TABLA 1. Distribucion de conexinas y panexinas en la pared vascular. CE: Células
endoteliales; CML: C¢lulas del musculo liso. Adaptado de Gaete ef al (2014). Las referencias
de esta tabla estan disponibles en el manuscrito adjunto (ver apéndice I).
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Con respecto a las panexinas, solo unos pocos trabajos han explorado la expresion y
distribucion de estas proteinas en la vasculatura. Asi, se ha observado que al igual que las
conexinas, su expresion y distribucion depende de la especie y del territorio vascular (Tabla
1). No obstante, la principal isoforma expresada en los vasos sanguineos es la Panx-1. En
arterias de gran calibre (e.g. arterias de conduccion) Panx-1 se encuentra principalmente en las
células endoteliales (Lohman et al., 2012a). Sin embargo, a medida que el didmetro del vaso
va disminuyendo, la Panx-1, ademas de expresarse en el endotelio, también se expresa con
consistencia en el musculo liso vascular (Lohman et al., 2012a). Notablemente, la expresion
de Panx-1 observada en arterias cerebrales solo ha podido ser detectada en células musculares
y no en cé¢lulas endoteliales (Tabla 1). En consecuencia, es importante notar que en las
arterias de resistencia periféricas, Panx-1 se distribuye con consistencia en las células

musculares lisas y en las células endoteliales (Tabla 1).

2.3 Uniones comunicantes en la pared vascular

Las arterias de resistencia, a diferencia de las arterias de conduccion (e.g. la aorta), presentan
un numero reducido de capas de células musculares lisas lo cual sugiere que, en estas arterias,
existe una intima relacion entre el endotelio y el musculo liso. Esta hipotesis ha sido apoyada
por estudios de microscopia, electrofisiologia y de acoplamiento a colorante, las cuales han
demostrado que las células endoteliales estan conectadas con las células musculares lisas
mediante canales intercelulares formados por conexinas (Goto et al., 2002; Ungvari et al.,
2002; Dora et al., 2003). Si bien existe una separacion fisica entre ambas células por la lamina

eléstica interna, la célula endotelial y la célula muscular se contactan mediante la proyeccion
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fisica de la membrana endotelial, la cual atraviesa la lamina elastica interna generando
numerosos puntos de contacto con la célula muscular (Dora et al., 2003) (Figura 1). Estos
puntos de contacto se conocen como uniones mioendoteliales y en la mayoria de ellos es
posible encontrar canales generalmente agrupados en placas (i.e. uniones comunicantes) que
conectan los citoplasmas del endotelio y del musculo liso adyacente. Notablemente, el bloqueo
farmacologico de las uniones comunicantes con diversos antagonistas tales como el acido
palmitoleico, el acido 18-a- o 18-f glicirretinico (a/B-GA), la carbenoxolona (la forma
hidrosoluble del GA) y los péptidos miméticos dirigidos a sitios especificos de la Cx37, la
Cx40 y la Cx43, inhiben la vasodilatacion y la transmision de la corriente hiperpolarizante
generada en el endotelio en respuesta a vasodilatadores dependientes del endotelio tales como
ACh (Goto et al., 2002; Griffith et al., 2002; Ungvari et al., 2002; Dora et al., 2003; Sokoya et
al., 2006). Estos antecedentes sugieren fuertemente que las uniones comunicantes constituyen
la via de transmision del EDHF (Figura 1). Consistente con esto, la densidad de las uniones
mioendoteliales (y de uniones comunicantes) incrementa a medida que disminuye el calibre de
la arteria, lo cual es consistente con la observacion que las respuestas vasodilatadoras
dependientes del EDHF son mas relevantes a medida que el calibre arterial se reduce
(Shimokawa et al., 1996; Feletou y Vanhoutte, 2009). Ademds de mediar las respuestas
dependientes del EDHF, los canales intercelulares formados por conexinas cumplen un rol
critico en la transmision del NO desde el endotelio al musculo liso y la consiguiente
vasodilatacion dependiente de NO (Figueroa et al., 2013b). Todos estos antecedentes indican
que las uniones comunicantes mioendoteliales son mediadores esenciales en el control del

tono vasomotor ejercido por el endotelio en las arterias de resistencia.



28

Ademas de las uniones comunicantes mioendoteliales en las arterias también es posible
distinguir la formacién de estas uniones entre células endoteliales adyacentes y entre las
c¢lulas musculares contiguas (Figueroa y Duling, 2009). Estos antecedentes han sugerido a lo
largo de los ultimos afios que existe un acoplamiento funcional en la pared vascular
potencialmente relevante para la sincronizacién de las respuestas vasculares en la
microcirculacion (Figueroa et al., 2006; Figueroa y Duling, 2009). De esta manera, se piensa
que los mecanismos por los cuales las uniones comunicantes participan en la regulacion del
tono vasomotor no solo involucran la transmision de seiales vasodilatadoras (i.e. EDHF y
NO) desde el endotelio al musculo liso (conduccién radial), sino que también participan en la
propagacion de senales vasomotoras a lo largo de la pared del vaso (i.e. conduccion
longitudinal) (Figueroa et al., 2007; Figueroa y Duling, 2008; Figueroa y Duling, 2009).
Consistente con esta hipdtesis, se ha observado que la aplicaciéon de ACh restringida a un
segmento corto de una arteriola (50 pm), no solo induce una respuesta vasodilatadora en el
sitio estimulado directamente por la ACh (sitio local), sino también en sitios distantes (i.e.
hasta 2000 pm del sitio de estimulacion) (Doyle y Duling, 1997; Figueroa et al., 2007), lo cual
indica que la respuesta vasodilatadora se propaga a lo largo del vaso. Notablemente, la
conduccion y propagacion de las respuestas vasomotoras es muy rapida. Sorprendentemente,
ambas, la respuesta vasodilatadora local y la conducida (e.g. a 2000 pm del sitio local), se
observan practicamente al mismo tiempo, sin un retraso detectable (Figueroa y Duling, 2008).
La conduccién de esta respuesta vasodilatadora es sensible al dafio del endotelio, y es
insensible al bloqueo de la conduccion eléctrica a través de los nervios perivasculares con
tetradotoxina (TTX), sugiriendo que la conduccién de la vasodilatacion depende de una senal

eléctrica que se propaga a través de las uniones comunicantes que conectan las células
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endoteliales de la pared vascular (Figueroa et al., 2007). Consistente con esta idea, la
eliminacion de la expresion de la Cx40 produjo una drastica reduccion de la conduccion
longitudinal de las senales vasomotoras (Figueroa et al., 2003). Todos estos antecedentes
indican que las uniones comunicantes son esenciales para la transmision longitudinal de las

sefnales vasomotoras en la pared de arterias de resistencia.

La relevancia fisioldgica de las uniones comunicantes en el sistema cardiovascular queda de
manifiesto en estudios con ratones KO de la Cx40 o de la Cx43 especificamente en el
endotelio. Notablemente, estos ratones sufren hipertension e hipotension respectivamente,
indicando que las uniones comunicantes son esenciales en la regulacion del tono vasomotor y
en la coordinacion minuto a minuto y a largo plazo de la funcién microvascular (Liao ef al.,

2001; de Wit et al., 2003; Figueroa et al., 2006).

2.4 Canales de panexina y hemicanales formados por conexinas en la vasculatura

Si bien la expresion de las panexinas y las conexinas ha sido confirmada en la vasculatura, no
existe ninguna evidencia directa que demuestre la formacién de canales de panexina y de
hemicanales formados por conexina en la membrana de las células que componen la pared
vascular. Mas atn, se desconoce si existen canales de panexina y hemicanales formados por
conexina funcionales en la pared vascular. Sin embargo, la formacion de canales intercelulares
entre las células de la pared vascular hace presagiar que al menos deben existir hemicanales
formados por conexina en la membrana celular de las células endoteliales y de las células

musculares in vivo. En consecuencia, el rol de los hemicanales formados por conexinas y de
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los canales de panexinas en la funcion vascular atin no ha sido caracterizado. No obstante,
algunos estudios, mediante técnicas farmacoldgicas han dado algunas luces que ambos podrian

tener un rol significativo en el control de la funcién vascular.

El primer estudio que entregd evidencia para un rol de los hemicanales formados por
conexinas en la vasculatura fue realizado por Marion Faigle y colaboradores usando un cultivo
de células endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1) (Faigle et al., 2008). En este
estudio mostraron que la liberacion de ATP en condiciones basales es sensible a los
inhibidores de la Cx43, 0-GA y el péptido mimético “*GAP27. Estos resultados permitieron a
Faigle proponer que la liberacion de ATP en las células endoteliales es mediada por

hemicanales formados por Cx43 (Faigle et al., 2008).

Posteriormente, Billaud y colaboradores mostraron el 2011 que el bloqueo farmacolédgico de
los canales formados por Panx-1 disminuye la respuesta vasoconstrictora inducida por
fenilefrina, un agonista del receptor adrenérgico a-1, y no la producida por la despolarizacion
del musculo liso mediante un aumento de la concentracion de K extracelular (Billaud et al.,
2011). Los resultados de dicho trabajo sugieren que los canales formados por Panx-1
localizados en el musculo liso tienen un papel crucial en la sefializacion celular dependiente
del receptor adrenérgico a-1. Asi, los canales de Panx-1 probablemente participan en el
control fisioldgico del tono vasomotor mediando la vasocontraccion inducida por la activacion

del sistema simpatico.
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En otro trabajo, Figueroa y colaboradores mostraron que la transmision del NO a través de la
membrana celular requiere de hemicanales formados por conexinas (Figueroa et al., 2013b).
En ese trabajo se demostrd que los hemicanales formados por todas las conexinas presentes en
la vasculatura periférica (i.e. Cx32, Cx37, Cx40 y Cx43) son permeables a NO. Consistente
con esto, la inhibicion de los hemicanales de conexina con B-GA previno la difusion del NO
desde el lado extracelular al citoplasma de las células endoteliales en aorta de rata, lo cual
sugiere que los hemicanales formados por las conexinas presentes en las células endoteliales
de aorta son esenciales para la transmision del NO a través de la membrana plasmatica
(Figueroa et al., 2013b). En dicho trabajo también se demostrd en células HeLa transfectadas
que el NO induce la apertura de los hemicanales de Cx37, Cx40 y Cx43, pero no de Cx32. Los
resultados del trabajo de Figueroa y colaboradores sugieren que en la pared vascular los
hemicanales formados por conexinas contribuyen a dirigir hacia blancos celulares especificos

la sefializacion paracrina del NO.

Finalmente, un trabajo publicado recientemente con los primeros avances de esta tesis mostrd
mediante la técnica de captacion de etidio, que la perfusion del neuropéptido CGRP (péptido
relacionado al gen de la calcitonina) en arterias mesentéricas induce un notable incremento en
la activacion de los canales de Panx-1 localizados en la pared vascular (Gaete et al., 2014).
Mas aun, el CGRP indujo un incremento en la tasa de captacion del colorante en células
endoteliales aisladas de la red vascular mesentérica, lo cual fue prevenido completamente con
un bloqueador de Panx-1 (Gaete ef al., 2014). Notablemente, la activacion de los canales de
Panx-1 en las arterias mesentéricas se asocido al control de la expresion de proteinas

importantes para la funcién vascular tales como la eNOS (Gaete et al, 2014). En
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consecuencia, ese trabajo, ademas de proponer que el endotelio vascular contiene canales
funcionales de Panx-1, sugiere también que la activacion de los canales de Panx-1 en las
arterias mesentéricas cumple un rol importante en la regulacion a largo plazo de la funcion

vascular (Gaete et al., 2014).

Debido a los escasos reportes con respecto a los canales de panexina y los hemicanales
formados por conexinas en la vasculatura, su participacion en el control y regulacion de la
funcion vascular en condiciones fisiologicas y patologicas atin debe investigarse. En este
contexto, el estudio de los canales de panexina y de los hemicanales formados por conexinas
en la vasculatura es un campo totalmente novedoso y que necesitamos explorar para entender

de una mejor manera el control de la funcién y disfuncion vascular.

3 Nervios perivasculares

3.1 Inervacion de los vasos sanguineos

La idea que los vasos sanguineos se encuentran en contacto directo con fibras nerviosas fue
sugerida hace mas de cien afios y numerosos estudios han confirmado a lo largo del tiempo
que los vasos sanguineos, efectivamente, se encuentran extensamente inervados por fibras del
sistema autonomo (Cowen y Burnstock, 1980; Ruocco et al., 2002; Guyenet, 2006; Hobara et
al., 2006; Kawasaki et al., 2009). Estas fibras nerviosas que rodean los vasos sanguineos

reciben el nombre de nervios o fibras perivasculares. La inervacion perivascular puede estar
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compuesta por nervios provenientes del sistema simpatico, del sistema sensorial y/o del
sistema parasimpatico. Sin embargo, se ha demostrado que la inervacidon parasimpdtica en la
vasculatura es muy escasa y unicamente se puede encontrar en los vasos de unos pocos tejidos
como la piel, el cerebro y el tejido eréctil, entre otros (Kaji et al., 1988; Ruocco et al., 2002;
Hamel, 2006). De este modo, en la circulacién periférica, la red de nervios perivasculares

incluye principalmente fibras de nervios simpaticos y fibras sensoriales (Figura 3).

Las fibras nerviosas perivasculares se distribuyen en la vasculatura a través de la adventicia
(i.e. la capa mas externa de los vasos sanguineos). En este contexto, las fibras forman un
alambrado que se interna en la adventicia en el borde de las células musculares lisas
(Gulbenkian et al., 1993). De esta manera, las fibras perivasculares se encuentran en estrecho

contacto con la pared vascular (Burnstock, 1980; Bleys et al., 1996; Kawasaki et al., 2009).

Las fibras nerviosas perivasculares poseen numerosas varicosidades, las cuales albergan
decenas o cientos de vesiculas cargadas de neurotransmisores (normalmente se co-almacenan
varios neurotransmisores) (Burnstock, 1980; Cowen y Burnstock, 1980; Luff et al., 2000)
(Figura 3). Con un estimulo apropiado, los neurotransmisores pueden ser liberados desde los
terminales nerviosos perivasculares, lo que les permite actuar sobre receptores especificos
localizados en las células del musculo liso y/o del endotelio vascular (Figura 3). Cabe
destacar, que la localizacion y expresion de estos receptores (en el endotelio y/o en el musculo

liso) difiere de acuerdo al territorio vascular.
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FIGURA 3. Inervacion de los vasos sanguineos de los tejidos periféricos. A) Las arterias de
resistencia periféricas estdn rodeadas fundamentalmente por fibras nerviosas del sistema
simpatico (rojo) y del sistema sensorial (verde). Las fibras nerviosas corresponden a axones
que nacen en somas localizados en ganglios nerviosos. Las fibras perivasculares contienen
varicosidades, las cuales contienen decenas o cientos de vesiculas cargadas con
neurotransmisores. La estimulacion de ambos, los nervios simpaticos o los nervios sensoriales,
conlleva a la liberacion de neurotransmisores desde los terminales nerviosos periféricos (e.g.
sobre la pared vascular). Los neurotransmisores almacenados son vasoactivos por lo cual, se
piensa que la actividad de los nervios perivasculares participa en el control del tono
vasomotor. B) La activacion de los nervios sensoriales perivasculares conduce,
principalmente, a la liberacion de CGRP y substancia P, los cuales producen vasodilatacién en
la mayoria de los territorios vasculares mediante distintos mecanismos que dependen de la
localizacion de los receptores en las células del musculo liso o en las células del endotelio
vascular. Signos de interrogacion indican evidencia controversial. CML: Células del musculo
liso; CE: Cé¢lulas endoteliales; SNC: Sistema nervioso central; DRG: Ganglio de la raiz dorsal;
PVG: Ganglio de la cadena paravertebral; MCG: Ganglio cervical medio; ARG: Ganglio
aortico renal; M: Mitocondria; NT: Neurotransmisor; CGRP: Péptido relacionado al gen de la
calcitonina; SP: Substancia P; NKA: Neurokinina A; CRLR: Receptor tipo receptor de la
calcitonina; AC: Adenilato ciclasa; PKA: Proteina kinasa A; eNOS: Oxido nitrico sintasa
endotelial; NO: Oxido nitrico; SP: Substancia P; NK1: Receptor de neurokinina 1; IPs:
Inositol tri-fosfato; EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio.
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La mayoria de los neurotransmisores almacenados en los terminales nerviosos son substancias
vasoactivas; por lo tanto, se piensa que las fibras perivasculares tienen un papel importante en
el control del tono vasomotor. En este contexto, los nervios simpaticos han sido muy
estudiados y existe un consenso en que la actividad de estos nervios contribuye a la
mantencion del tono vasomotor (Mulvany y Aalkjaer, 1990). En contraste, la contribucion de
las fibras sensoriales al control del tono vasomotor es bastante controversial (Smillie y Brain,

2011).

3.2 Nervios simpdticos

Los nervios perivasculares del sistema simpatico inervan profusamente la vasculatura y en
arterias de resistencia ejercen preferencialmente un tono vasoconstrictor. En su gran mayoria,
corresponden a fibras barosensibles, es decir, que responden a los cambios detectados por
barorreceptores arteriales (Guyenet, 2006). Un aumento en la presion sanguinea activa los
barorreceptores, lo cual inhibe la actividad de las fibras del sistema simpatico y por lo tanto el
tono vasoconstrictor que es ejercido por el mismo (Guyenet, 2006). Asi, la accion
vasoconstrictora mediada por las fibras perivasculares del simpatico tiene un rol vital en el

control cotidiano (y también a largo plazo) del tono vascular.

Los neurotransmisores difieren de acuerdo a la especie y el vaso estudiado, pero, en la
mayoria de los casos, la noradrenalina (NA) es el principal neurotransmisor de los terminales

perivasculares del sistema simpatico (Tsuru et al., 2002). Otros neurotransmisores importantes
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en estas fibras son el neuropéptido Y (NPY) y el ATP, que a menudo son co-transmisores (i.€.

co-almacenados y co-liberados) de la NA (Tsuru et al., 2002).

La NA puede activar sefales vasodilatadoras o vasoconstrictoras dependiendo del tipo de
receptor que estimule. De este modo, la NA genera vasocontraccion cuando actiia sobre
receptores alfa adrenérgicos (ol y a2) en el musculo liso y vasodilatacion cuando actua sobre
receptores beta adrenérgicos ($2) en el musculo liso y receptores a2, B1, B2 y B3 en el
endotelio. La union de la NA con receptores al (acoplados a la proteina Gg) induce la
activacion de la fosfolipasa C (PLC)y el incremento del IP3, lo cual moviliza el calcio desde
almacenes intracelulares y activa la entrada de calcio extracelular por canales dependientes e
independientes de voltaje (Piascik y Perez, 2001). Por otra parte, la uniéon de la NA con los
receptores o2 (acoplados a la proteina G;j), disminuyen la concentracion intracelular de cAMP
y conllevan a la contraccion del musculo liso (Bylund, 1992). Finalmente, la activacion de los
receptores 3 adrenérgicos 1, 2 y 3 (acoplados a la proteina G;) conduce a un aumento del

cAMP intracelular y a la relajacion del musculo liso vascular.

Como se menciond anteriormente, la actividad del simpético ejerce un tono principalmente
vasoconstrictor. No obstante, la NA genera vasodilatacion en unos pocos territorios
vasculares. Estas observaciones han llevado a pensar que los receptores tipo alfa predominan
con respecto a los beta en la musculatura lisa. Consistente con esta hipotesis, la hipertension
ha sido asociada muchas veces a un incremento de la actividad del sistema simpatico (Mark,
1996). Més aun, la “desactivacion” del simpdtico (e.g. farmacoldgica o quirGirgicamente)

conduce a la prevencion o atenuaciéon del cuadro hipertensivo en diversos modelos de
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hipertension (tales como hipertension espontanea (SHR), hipertension renovascular, etc.),
indicando que el sistema simpatico participa en la mantencién de la patologia mediante el

aumento de la actividad vasoconstrictora (Judy et al., 1976).

3.3 Nervios sensoriales perivasculares

3.3.1 Estructura y funcion de los nervios sensoriales perivasculares

Las neuronas sensoriales que inervan los vasos sanguineos de los tejidos periféricos son
neuronas pseudounipolares que tienen su soma en el ganglio de la raiz dorsal (DRG) del
nervio espinal. En las neuronas sensoriales que inervan la cabeza, el soma se encuentra en el
ganglio trigeminal. En ambos ganglios ocurre la sintesis de proteinas y procesamiento del
mRNA, incluidos todos los neurotransmisores peptidicos (Deng y Li, 2005). Del cuerpo
celular del DRG nacen dos axones, uno que viaja centralmente hasta el asta dorsal en la
médula espinal donde contacta una interneurona, y otro axén que se ramifica e inerva

practicamente todos los tejidos periféricos, incluidos los vasos sanguineos (Figura 3).

Los nervios perivasculares sensoriales se subdividen de acuerdo a su tamafio, presencia de
mielina y velocidad de conduccion (Katzung et al., 2013). En este contexto, las arterias de
resistencia se encuentran inervadas por fibras A0 (nervios sensoriales mielinicos de capa
delgada, principalmente no-nociceptivos) y por fibras C (nervios sensoriales amielinicos, de

menor diametro y velocidad de conduccion que las fibras A0, nociceptivos en su mayoria)
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(Katzung et al., 2013). Todas estas fibras tienen una actividad aferente (los potenciales de
accion se transmiten de manera retrégrada hacia el sistema nervioso central) y una actividad
eferente (los impulsos nerviosos viajan de manera antidromica a lo largo del axoén). Asi, los
nervios sensoriales perivasculares tienen una funcion sensorial y motora a la vez (Holzer y
Maggi, 1998). Es importante notar que la estimulacion de los nervios en los terminales
periféricos no necesariamente alcanza el umbral necesario para generar un potencial de accion
que se transmita hacia el sistema nervioso central. Sin embargo, la misma estimulacion que no
genera la transmision aferente de la sefal puede perfectamente activar la liberacion de
neurotransmisores en el sitio local de la estimulacién por lo que pueden tener una funcion

preferencialmente efectora (Katzung et al., 2013).

Se piensa que las fibras sensoriales perivasculares contactan fisicamente los vasos en la union
de la adventicia y la media. Si bien estdn mas distantes de la pared vascular en comparacion
con las fibras del sistema simpatico (Edvinsson et al., 1989; Luff et al., 2000), en algunos
casos las fibras sensoriales se internan entre las células musculares lisas vasculares (Lever et
al., 1965; Holzer, 1988). Estos antecedentes sugieren que existe una intima asociacion
anatomica entre las células que componen la pared vascular y los terminales nerviosos, lo cual
podria tener gran relevancia a nivel funcional. Consistente con esta hipotesis, se ha mostrado
que al igual que las fibras del simpatico, las fibras sensoriales perivasculares controlan el tono
vasomotor a través de la liberacion de neurotransmisores sobre la pared del vaso (Brain et al.,
1985; Uddman et al., 1986; Kawasaki et al., 1988; Han et al., 1990b; Brain et al., 1993;
Kohlmann et al., 1997; Zygmunt et al., 1999; Scotland et al., 2004; Legros et al., 2007,

Kawasaki et al., 2009). En contraste con los nervios perivasculares del sistema simpatico, la
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activacion de las fibras sensoriales conduce a la relajacion del musculo liso vascular,
contribuyendo a mantener un tono vasodilatador (Legros et al, 2007). Actualmente, la
mayoria de los trabajos se ha restringido al estudio de la respuesta vasodilatadora inducida por
la activacion de los nervios sensoriales o bien, a la vasodilatacion inducida por la aplicacion
exogena de sus neurotransmisores. Asi, el conocimiento cientifico ligado a la funcion de las
fibras sensoriales perivasculares en las arterias de resistencia se ha limitado principalmente a
la accion inmediata de los neurotransmisores y no al impacto que estos pueden tener sobre la
sefalizacion vascular. De esta manera, a diferencia de los nervios simpaticos, la participacion
de las fibras sensoriales en el control de la funcion vascular no ha sido explorada
minuciosamente. En consecuencia se desconoce si la accion de los neurotransmisores
derivados de los terminales sensoriales afecta la funcion endotelial (i.e. la vasodilatacion
dependiente del endotelio) y si regulan la comunicacion y sincronizacion de las células de la

pared vascular (i.e. acoplamiento intercelular).

3.3.2 Neurotransmisores

La liberaciéon de neurotransmisores desde las fibras sensoriales puede ser modulada por
diversos estimulos locales: angiotensina Il (Kawasaki et al., 1999), histamina (Sun et al.,
2011), endotelina-1 (Wang y Wang, 2004), bradicinina (Geppetti, 1993), hormonas sexuales
(Gangula et al., 2009), prostaglandinas (Wang et al., 1996), el factor de crecimiento nervioso
(NGF) (Malcangio et al., 1997), estrés mecanico, lactato, opioides, NO (Wang et al., 1996;
Chen et al., 2008), glucocorticoides, agonistas adrenérgicos (e.g. NA) (Watson et al., 2002),

NPY (Kawasaki et al., 1999), canabinoides (Zygmunt et al., 1999; Ralevic y Kendall, 2001;
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Duncan et al., 2004; Wilkinson et al., 2007), nicotina (Kawasaki et al., 2009), pH bajo
(Kawasaki et al., 2009), estimulos pro-inflamatorios como endotoxinas (e.g. lipopoliscaridos
(LPS)) (Arden et al., 1994; Wang et al., 1996) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
estimulos que activen la PKA o la PKC (Supowit et al., 1995), o que gatillen un incremento en

+ . .
la [Ca®"]; en el terminal sensorial, entre otros.

Se sabe que la gran mayoria de las fibras sensoriales perivasculares tienen en comun la
expresion de un canal cationico no selectivo, conocido como potencial de receptor transitorio
de vaniloide tipo 1 (TRPVI1). El TRPVI1 es un canal compuesto por un tetramero de la
proteina del receptor vaniloide (VR1). El canal es permeable a Na* y Ca®" con una razon de
selectividad 1:3 (Venkatachalam y Montell, 2007). E1 TRPV1 se expresa con consistencia en
los terminales de las fibras C pero solo en algunas fibras Ad (Szallasi et al., 2007); aunque se
ha reportado que las fibras Ad incrementan la expresion del TRPV1 en condiciones
inflamatorias (Szallasi et al., 2007). Es importante destacar que la vasodilatacion inducida por
la activacion de las fibras sensoriales perivasculares depende completamente de las fibras que
expresan el canal TRPV-1 (Kakuyama et al., 1998). Con respecto a las células de la
vasculatura, no existe evidencia que demuestre la expresion del canal TRPVI1 en células
musculares lisas. En contraste, existen algunos trabajos que sugieren la presencia del canal
TRPV1 en células endoteliales (Poblete et al., 2005; Yang et al., 2010); sin embargo, esta
propuesta aun es controversial. En resumen, la mayor parte de la evidencia indica
consistentemente que, en la pared vascular, el canal TRPV1 se expresa exclusivamente en los
terminales de las aferencias sensoriales. Como el TRPV1 es un canal permeable a Ca®’, se

piensa que la activaciéon del TRPV1 en los terminales sensoriales perivasculares induce un
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incremento local en la [Ca®'];, lo cual conlleva a la fusién de las vesiculas que contienen los
neurotransmisores con la membrana del terminal nervioso gatillando la exocitosis y liberacion
de los neurotransmisores sobre la pared vascular. E1 TRPV1 es un canal termosensible que se
activa a temperaturas superiores a 43°C (Venkatachalam y Montell, 2007). El canal también es
activado por iones hidrogeno (pH < 7,2), capsaicina (el compuesto picante del aji),
endocanabinoides (e.g. anandamida), etanol, citokinas proinflamatorias, entre otros
(Venkatachalam y Montell, 2007; Kawasaki et al., 2009). La accion de la capsaicina sobre la
activacion del canal TRPV1 ha sido ampliamente estudiada. En este contexto, se sabe que la
capsaicina activa con gran especificidad el canal TRPV-1 (Szallasi ef al., 2007). Por lo tanto,
el uso de capsaicina como agonista del TRPV1 es considerado una excelente herramienta para
inducir la activacion de las fibras sensoriales perivasculares, con la consecuente liberacion de

neurotransmisores en el sitio de activacion.

A la fecha se ha propuesto la presencia de numerosos neurotransmisores en las fibras
sensoriales perivasculares, entre ellos, el péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP),
el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la substancia P, el ATP, la neurokinina A (NKA), el
NO, entre otros (Itoh et al., 1995). A pesar de esta gran diversidad, numerosos estudios han
mostrado que la SP y fundamentalmente el CGRP son los principales neurotransmisores
almacenados y liberados desde la mayoria de las fibras sensoriales perivasculares de la

microcirculacion periférica.
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3.3.2.1 Substancia P

La substancia P es un péptido de 11 aminoacidos (1.3 kDa) que pertenece al grupo de las
taquikininas junto a la NKA y la NKB (neurokinina A y B, respectivamente). Es el miembro
principal de las taquikininas, y como tal, es el vasodilatador mas potente de este grupo. A
menudo esta co-localizada con el CGRP en los terminales sensoriales (Gibbins et al., 1985;
Gulbenkian et al., 1986; Uddman et al., 1986; Merighi et al., 1988), por lo que se dice que es
el neurotransmisor secundario de estas fibras. La substancia P actiia sobre los receptores NK1,
NK2 y NK3, todos acoplados a la proteina G (que activan la via de la PLC-IP3). En las
arterias de resistencia predomina el receptor NK1, altamente especifico para substancia P, y
localizado principalmente en las células endoteliales (Maggi, 1995) (Figura 3). La accion de la
substancia P en las arterias de resistencia de la microcirculacion periférica se ha asociado
principalmente a una vasodilatacion dependiente del endotelio mediada por la produccion de
NO, aunque en algunos casos también puede estar ligada a mecanismos hiperpolarizantes
independientes de NO (e.g. EDHF) (Busse et al., 2002) (Figura 3). En venas se ha observado
que la substancia P puede inducir vasocontraccion; sin embargo, la principal funcion atribuida
a la substancia P en el lado venoso es el control de la extravasacion del plasma en vénulas

post-capilares durante eventos inflamatorios (inflamacidon neurogénica).

Scotland et al (2004) describieron que la liberacion de substancia P desde las fibras sensoriales
perivasculares es importante para la generacion del tono miogénico en arterias mesentéricas de
rata. En este trabajo se propuso que la substancia P acttia sobre los receptores NK1 localizados

en el musculo liso donde genera contraccion (Scotland et al., 2004) (Figura 3). Si bien en este
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trabajo no evaluaron la expresion del receptor NK1 en el musculo, este trabajo sugiere, que el
efecto vasoconstrictor o vasodilatador dependeria de un balance de la accion de la substancia P
en el musculo y en el endotelio. De este modo, la substancia P puede tener un efecto dual en el
control del tono vascular dependiendo de los receptores que alcance después de su liberacion

desde los terminales nerviosos.

El rol fisiologico de la substancia P en el control del tono vasomotor es incierto. No obstante
algunos experimentos dan luces de que el papel de la substancia P en el control del tono
vascular es minimo. En este contexto, la infusion intravenosa del antagonista no peptidico del
receptor NK1 (el CP 96,345) no afectd la frecuencia cardiaca ni la presion arterial media
(MAP) de ratas en condiciones control (Kohlmann et al., 1997). Si bien el bloqueo del
receptor de substancia P tampoco afectd estas 2 variables en ratas con hipertension 2K1C (2
rifones, 1 clip) y SHR, si condujo a un incremento en la presion arterial media (MAP) en las
ratas hipertensas DOCA + sal, nefroctomia 5/6 + sal y 1K1C (1 rifién, 1 clip), sin cambios en
la frecuencia cardiaca (Kohlmann et al, 1997). Similares resultados obtuvo el grupo de
Dipette usando otro antagonista de los receptores NK1, el Span-II. La aplicacion intravenosa
de Span-II generd un incremento en la MAP de ratas con nefroctomia 5/6 y DOCA-sal (Katki
et al., 2002; Watson et al., 2002). Esto ultimo sugiere que la substancia P participa en el

control del tono vasomotor en algunos modelos de hipertension.
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3.3.2.2 Péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP)

El CGRP es un péptido de 37 aminoacidos (3.8 kDa) que fue identificado preliminarmente por
Rosenfeld en 1981 (Rosenfeld et al., 1981). Se sintetiza a partir del procesamiento alternativo
del RNA mensajero transcrito del gen de la calcitonina (Amara et al., 1982). Notablemente, el
CGREP es el principal producto del gen de la calcitonina (Girgis et al., 1985). En 1985, el
mismo grupo de Rosenfeld descubri6 un péptido homoélogo al CGRP, el B-CGRP, el cual
proviene de un gen distinto al gen de la calcitonina, localizado en el mismo cromosoma
(Amara et al., 1985). En ratas, el B-CGRP se diferencia en solo dos aminoacidos con el
péptido descubierto en 1981 (renombrado como a-CGRP) (Amara et al., 1985) (Figura 4). En
consecuencia, el CGRP tiene 2 isoformas, a-CGRP y B-CGRP, también llamadas CGRP 1 y

CGRP 2 en humanos, que a diferencia de la rata, difieren en 3 aminoacidos (Figura 4).

Debido a su alta homologia, ambas isoformas tienen similar afinidad por los receptores de
CGRP (Mulderry et al., 1988). Consistente con esto, ambas isoformas de CGRP inducen una
potente vasodilatacion (Brain et al., 1985; Brain ef al., 1986) en un amplio rango de territorios
vasculares (Bell y McDermott, 1996). Estos antecedentes sugieren que a-CGRP y B-CGRP
actian sobre los mismos receptores, aunque el desarrollo de nuevos antagonistas de los
receptores de CGRP ha sugerido que ambas isoformas podrian tener algunas diferencias en su

accion biologica (Wu et al., 2002).
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FIGURA 4. Estructura y funcion de CGRP y su receptor. A) Secuencia de la estructura
primaria de a-CGRP (CGRP I en humanos) y B-CGRP (CGRP II en humanos). Notar que
ambas isoformas solo difieren en tres aminoacidos (ver casilleros naranjos). La comparacion
de la secuencia de aminoacidos de CGRP de humanos y roedores revela un alto nivel de
conservacion en mamiferos. (B) Esquema del receptor de CGRP. El receptor estd compuesto
por una proteina de siete segmentos transmembrana (CRLR) acoplada a la proteina RAMP-1 y
a RCP. La unién de CGRP con su receptor conlleva principalmente a la activacion de una
proteina G que activa la adenilato ciclasa. La activacion de la adenilato ciclasa inducida por
CGRP conduce a la produccion del segundo mensajero, cAMP. (C) La aplicacion de CGRP
induce una potente vasodilatacion en los vasos de resistencia. La respuesta vasodilatadora
inducida por distintas concentraciones de CGRP fue evaluada en la red arterial mesentérica de
rata pre-contraida con fenilefrina (60 uM). Las secuencias mostradas en A fueron obtenidas en
la base de datos http://www.uniprot.org. aa: Aminoacidos; CGRP: Péptido relacionado al gen
de la calcitonina; RAMP-1: Proteina que modifica la actividad del receptor 1; CRLR:
Receptor tipo receptor de la calcitonina; RCP: Proteina componente del receptor de CGRP.
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En el sistema nervioso periférico, a-CGRP es la isoforma predominante en las neuronas del
DRG (Gibson et al., 1988; Mulderry et al., 1988) y consistente con esto, a diferencia de -
CGRP, a-CGRP esta altamente expresado en las fibras perivasculares sensoriales (Lu et al.,

1999). Las fibras sensoriales que expresan a-CGRP (a partir de ahora mencionado como
CGRP), también expresan el canal TRPV1 (Horie et al., 2005; Wang et al., 2006, Kawasaki et
al., 2009). Mas aun, el vaciamiento selectivo de los neurotransmisores de los terminales
sensoriales que expresan el TRPV1 elimina la vasodilatacion inducida por la estimulacion
eléctrica de las fibras perivasculares sensoriales (Kakuyama et al., 1998; Legros et al., 2007).
En consecuencia, es importante destacar que la gran mayoria de las fibras sensoriales sensibles

a capsaicina contienen CGRP (Carr ef al., 1990).

Ademas de inducir la relajacion del musculo liso vascular, el CGRP tiene un efecto
cronotrépico e inotropico positivo en el corazon, es decir, aumenta la frecuencia y la
contraccion cardiaca, respectivamente. Estas observaciones han sugerido que el CGRP es un
neurotransmisor importante para el control del tono vasomotor, la distribucion sanguinea y la
regulacion de la presion arterial. Sin embargo, como se discutird mas adelante, esta hipotesis

es bastante controversial.

Los receptores del CGRP se encuentran ampliamente distribuidos en la vasculatura. De
acuerdo a la afinidad del antagonista CGRPs_37 (i.e. CGRP sin los primeros 7 aminoacidos del
extremo N-terminal), se han descrito 2 tipos de receptores: CGRP-1 (altamente sensibles a

CGRPg37) y CGRP-2 (insensibles a CGRPg37) (Dennis et al., 1990; Quirion et al., 1992;
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Juaneda et al., 2000). El receptor CGRP-1 es el principal mediador de los efectos

cardiovasculares de CGRP (Smillie y Brain, 2011).

El receptor de CGRP es un complejo multiproteico formado por al menos tres componentes:
1) el receptor tipo receptor de la calcitonina (CRLR), 2) la proteina que modifica la actividad
del receptor (RAMP) y la proteina componente del receptor de CGRP (RCP) (Figura 4). El
CRLR es una proteina de 7 segmentos transmembrana acoplada a proteina G que posee el sitio
de unidn al CGRP. El CRLR esta acoplado a la proteina RAMP, principalmente a la proteina
RAMP-1 (1 dominio transmembrana) (Smillie y Brain, 2011) que permite la localizacion del
receptor en la membrana, su reciclaje, y su afinidad con el ligando (McLatchie et al., 1998;
Parameswaran y Spielman, 2006). EI CRLR interactia con la proteina RCP, lo cual permite

acoplar a CRLR con la via de transduccion activada por CGRP (Evans et al., 2000).

En la vasculatura, los receptores del CGRP estan distribuidos de manera heterogénea. De esta
manera, la vasodilatacion inducida por CGRP puede involucrar mecanismos dependientes y/o
independientes del endotelio, seglin si el receptor se localiza en el endotelio, el musculo liso, o
en ambos tipos celulares (Brain y Grant, 2004) (Figura 3). En la red arterial mesentérica, por
ejemplo, la accion del CGRP depende de la activacion de receptores en el musculo liso y en el

endotelio (Legros et al., 2007).

Se piensa que el receptor de CGRP esta acoplado, principalmente, a una proteina G del tipo
G;. De este modo, la activacion del receptor de CGRP esta asociada fundamentalmente a la

activacion de la adenilato ciclasa (AC) (Legros et al., 2007) (Figura 4). La activacion de la
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AC, incrementa la produccion de adenosin 3',5'-monofosfato ciclico (¢cAMP) lo cual activa la
PKA. Cuando el receptor del CGRP se localiza en el endotelio vascular, CGRP genera una
vasodilatacion mediada principalmente por la activacion de la PKA, lo cual gatilla la
produccion de NO (Figura 3) (Gray y Marshall, 1992; Yoshimoto ef al., 1998; Legros et al.,
2007). La estimulacion con CGRP también ha sido asociada a la produccion de prostacilclinas
en c¢lulas endoteliales, por lo que la respuesta vasodilatadora inducida por CGRP podria ser
potenciada por prostaglandinas (Crossman et al., 1987). Cuando el receptor del CGRP se
localiza en las células del musculo liso, la PKA fosforila canales de K™ sensibles a ATP
(canales Katp) y/o canales de K" activados por calcio de alta conductancia (canales BKc,)
incrementando la probabilidad de apertura de los canales y generando una hiperpolarizacion
del musculo liso vascular que conlleva a la vasodilatacion (Nelson et al., 1990; Quayle et al.,

1994; Miyoshi y Nakaya, 1995; Wellman et al., 1998).

Se ha propuesto que el CGRP es el principal neurotransmisor de los nervios sensoriales
perivasculares, debido a que CGRP es el principal agente vasodilatador derivado de estas
fibras. En este contexto, los bloqueadores de los receptores de CGRP tienen un potente efecto
inhibidor sobre la vasodilatacion inducida por la activacion de estas fibras sensoriales (usando
capsaicina o excitando las fibras eléctricamente) (Kawasaki et al., 1988; Han et al., 1990b;
Brain et al., 1993; Legros et al., 2007). Més atn, la respuesta vasodilatadora inducida por
CGRP es aproximadamente 10 a 100 veces mas potente que la substancia P y la NKA (Smillie
y Brain, 2011), lo cual destaca el protagonismo del CGRP en el control del tono vasomotor en
desmedro de la substancia P. Si bien solo algunas células del DRG y del trigémino son

inmunoreactivas a CGRP (aproximadamente el 30-40%) (Supowit et al., 1995), estudios
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muestran que la mayoria de las fibras sensoriales perivasculares son inmunoreactivas a CGRP
(Uddman et al., 1986; Tsai et al., 1988). Esto indica que la extensa mayoria de los vasos

sanguineos de la microcirculacion periférica son inervados por fibras CGRP-érgicas.

El papel del CGRP en el control ténico de la funcion cardiovascular es controversial. Sin
embargo, la eliminacion especifica del péptido a-CGRP o la inyeccion intravenosa de
antagonistas selectivos para los receptores de CGRP sugiere que, al menos en condiciones
basales, el CGRP no participa en el control del tono vasomotor ni en la regulacion de la
funcién cardiovascular (Lu et al., 1999; Watson et al., 2002). Consistente con esta hipotesis, la
liberacion toénica de CGRP es apenas detectable, indicando que la actividad basal de las fibras
sensoriales es baja. En contraste, incrementos en los niveles plasmaticos de CGRP han sido
detectados durante diversos estados o condiciones patoldgicas tales como isquemia, migraiia,
hipertension, obesidad, sepsis y otros estados inflamatorios (Franco-Cereceda et al., 1989;
Zelissen et al., 1991; Edvinsson et al., 1992; Masuda et al., 1992; Arden et al., 1994; Arnalich
et al., 1995; Ashina et al., 2000; Juhasz et al., 2003). Notablemente, todas estas patologias
estan asociadas a disfuncion cardiovascular (Clapp et al., 2004; Kurth et al., 2007; Levy et al.,
2008); no obstante, se desconoce si la disfuncion vascular es mediada por la accion del CGRP.
En 1987, Crossman et al., mostraron que el tratamiento de células HUVEC (células
endoteliales de vena umbilical humana) con CGRP potencié la produccion de prostaciclinas
inducida por bradicinina, un vasodilatador dependiente del endotelio (Crossman et al., 1987).
Mas tarde, en 1999, Lu y Fiscus, mostraron que la incubacion de anillos aorticos con CGRP
durante 1 hora condujo a la inhibicidon de la contraccioén inducida por fenilefrina, un agonista

a-1 adrenérgico (Lu y Fiscus, 1999). Estos resultados sugieren que el CGRP regula la funcion
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endotelial y més aun, que el CGRP afecta la funcion del musculo liso vascular y puede tener
un papel importante en la disfuncion vascular observada en estados fisiopatologicos como la
inflamacién. Es importante destacar que, hasta el momento, ningun trabajo ha evaluado si el

CGRP regula la funcién endotelial en arterias de resistencia.

4 Propuesta de la tesis

Numerosos trabajos han demostrado que la activacion de las fibras sensoriales perivasculares
induce una potente vasodilatacion causada por la liberacion de CGRP desde los terminales
nerviosos periféricos. Sin embargo, se desconoce si el CGRP regula la funcion vascular a
largo plazo. Las células endoteliales son un componente importante para el control de la
funcion vascular y controlan segundo a segundo el tono vasomotor mediante la produccion de
sefiales vasodilatadoras tales como el NO y el EDHF. Ademas, la comunicacion intercelular
entre las células que componen la pared vascular es esencial para la sincronizacién y
coordinacion de las sefiales vasomotoras. Notablemente, la reduccion de la vasodilatacion
dependiente del endotelio y la inhibicion en la comunicacion intercelular son caracteristicas
comunes en enfermedades cardiovasculares asociadas a eventos inflamatorios como
hipertension y diabetes. La inflamacion ha sido asociada a un incremento en la exocitosis de
CGRP de los nervios perivasculares y a la reduccion de la biodisponibilidad de los
componentes vasodilatadores derivados del endotelio. Ademas, la inflamacion esta asociada a
un incremento de la activacion de los canales de panexina y de los hemicanales formados por
conexinas, los cuales podrian afectar dramaticamente la funcion celular si su probabilidad de

apertura incrementara de manera prolongada en el tiempo. Sorprendentemente, el CGRP
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controla la expresion de la eNOS mediante la activacion de canales de Panx-1 en arterias de
resistencia, lo cual sugiere que éste péptido podria regular la sefalizacion del NO en estados

patologicos. Basado en estos antecedentes, se propone la siguiente hipotesis:

4.1 Hipotesis

El CGRP liberado desde los nervios sensoriales perivasculares induce la activacion
prolongada de los canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas en la pared
vascular, lo cual conlleva a disfuncién vascular mediante la inhibicién de la sefializacion del

NO vy la pérdida del acoplamiento intercelular.
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OBJETIVOS

1.- Determinar si la liberacion de CGRP desde los terminales sensoriales perivasculares

regula la vasodilatacion dependiente de NO en las arterias de resistencia.

a) Evaluar si la activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares regula la

respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio.

b) Determinar si la activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares inhibe

la sefializacion del NO.

¢) Analizar si la inhibicion de la sefalizacion del NO inducida por la activacion de los

nervios sensoriales es mediada por el CGRP.
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2.- Determinar si los canales de panexinas y/o los hemicanales formados por conexinas

participan en la disfuncion endotelial inducida por CGRP.

a)

b)

d)

Determinar si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares controla la
apertura de los canales de panexinas y/o de los hemicanales formados por conexinas en

la pared vascular.

Analizar si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares activa los canales de

panexinas y/o los hemicanales formados por conexinas en el endotelio vascular.

Evaluar si la inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO causada por la
activacion de los nervios sensoriales perivasculares es mediada por la activacion de los

canales de panexinas y/o de los hemicanales formados por conexinas.

Evaluar la reversibilidad de la activacion de los canales de panexinas y/o de los
hemicanales formados por conexinas inducida por la activacion de los nervios

sensoriales perivasculares.
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3.- Dilucidar el mecanismo de activacion de los canales de panexinas y/o de los

hemicanales formados por conexinas inducido por CGRP.

b)

d)

Evaluar si los nervios sensoriales perivasculares controlan la activacion de los canales
de panexinas y/o de los hemicanales formados por conexinas mediante la liberacion de

CGRP.

Determinar si el CGRP controla la apertura de los canales de panexinas y/o de los
hemicanales formados por conexinas mediante la via cldsica del neurotransmisor,

cAMP-PKA.

Evaluar si el CGRP controla la apertura de los canales de panexinas y/o de los
hemicanales formados por conexinas a través de la liberacion de ATP, de la

produccion de NO vy la activacion de la PKG.

Determinar el mecanismo de sefializaciéon que conlleva a la activacion prolongada de

los canales de panexinas y/o de los hemicanales formados por conexinas.
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4.- Analizar si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares regula la

comunicacion intercelular en las arterias de resistencia.

a) Evaluar si el CGRP inhibe el acoplamiento via uniones comunicantes entre las células

de la pared vascular.

b) Evaluar si la activacion de los nervios perivasculares sensoriales regula la conduccion

de la respuesta vasodilatadora dependiente de uniones comunicantes.
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MATERIALES Y METODOS

1 Animales

En esta tesis se utilizaron ratas macho Sprague dawley de 230 — 250 g de peso. Las ratas se
anestesiaron con una mezcla de ketamina y xilacina (i.p. 90 y 10 mg/Kg, respectivamente).
Todos los animales fueron obtenidos en el vivero de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, que cuenta con facilidades para la mantencion y supervision veterinaria constante de los
animales. Todos los protocolos experimentales se disefiaron de acuerdo a las normas
establecidas por la Comision de Bioética y Bioseguridad de la Pontificia Universidad Catdlica

de Chile y la American Physiological Society.

2 Perfusion de la red arterial mesentérica

Por medio de una incision en la linea media de la pared abdominal se expuso la arteria
mesentérica superior de ratas previamente anestesiadas. La arteria fue canulada con un tubo de

polietileno P-50 (Intramedic, USA) y perfundida a un flujo constante de 2 mL/min con una
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solucion tampon bicarbonato Tyrode (composicion (mM): NaCl 118; KCI 5,4; CaCl, 2,5;
KH,PO4 1,2; MgS0O4 1,2; NaHCO3 23,8 y glucosa 11,1) calentada a 37°C. Una vez canuladas,
las ratas fueron sacrificadas por exsanguinacion, mediante el corte de la aorta abdominal. Los
mesenterios perfundidos fueron aislados de la pared del tubo digestivo y se colocaron en una
camara (placa tipo petri), donde se dejaron estabilizar por al menos 20 min antes de comenzar
los experimentos. La solucion de perfusion se burbujed continuamente con una mezcla de 5%
CO;y / 95% O,, para obtener un pH = 7,35 — 7,45. Todas las drogas aplicadas en esta

preparacion se disolvieron en la solucion de perfusion.

3 Registro de la presion de perfusion

La presion de perfusion de la red arterial mesentérica es un indice de la resistencia que
generan las arterias que componen el mesenterio. De esta manera, el tono vasomotor de las
arterias de resistencia de la red arterial mesentérica fue evaluado mediante el analisis, a tiempo
real, de los cambios en la presion de perfusion. Adicionalmente, la resistencia periférica total

(Ry) fue calculada con la férmula:

P=QxR;

Donde, P = Presion de perfusion y Q = Flujo (2 mL/min).
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Los cambios en la presion de perfusion se registraron por medio de un transductor de presion
(Statham modelo P23AC, Hato Rey, Puerto Rico) conectado a la entrada de la arteria
mesentérica superior. La sefal eléctrica transmitida por el transductor fue amplificada con un
amplificador PM-1000 (DataQ Instruments, USA). La sefal amplificada (analdgica) se
convirtio a una sefal digital mediante una interfaz DataQ DI158U (DataQ Instruments, USA),
conectada a un computador. Los registros fueron adquiridos con el software DataQ 3.17

(DataQ Instruments, USA), el cual permitid visualizar la presion de perfusion a tiempo real.

4 Aislamiento de arterias mesentéricas

Se aisld la red arterial mesentérica como se describid previamente en el punto 2. Una vez
finalizado el protocolo experimental, el mesenterio se saco del sistema de perfusion y se
coloco en una placa petri con una solucion Tyrode-MOPS (composicion (mM): NaCl 118;
KCl 5,4; CaCl, 2,5; MgSOq4 1,2; KH,PO4 1,2; glucosa 11,1; MOPS 18), ajustadaapH =74y
mantenida a temperatura ambiente (22°C). El mesenterio se fijo a una superficie de silicona
Silgard® 184 (Dow Corning Corporation, Midland, MI, USA) en el fondo de la placa con
alfileres pequenios. Luego, se removid cuidadosamente el tejido adiposo de las arterias
mesentéricas de segundo orden (120-180 pum de diametro interno) seleccionadas. Finalmente,
se aislaron segmentos de arteriolas de ~0,5 a 0,8 cm y se trasladaron a una cdmara nueva con

la solucion Tyrode-MOPS descrita anteriormente.
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5 Inmunofluorescencia

La red arterial mesentérica fue perfundida durante 5 min con solucién Bouin (composicion:
acido picrico saturado, formaldehido al 37% y 4cido acético glacial (100%) en razon 15:5:1) a
un flujo de 0,5 mL/min. Luego, el mesenterio se separd del pancreas, se retird del sistema de
perfusion y se dejé en un tubo vial inmerso en solucion Bouin durante 24 h a temperatura
ambiente (22°C). Posteriormente, con unos alfileres se fij6 el tejido en una placa con Silgard®
y se aislo una arteria mesentérica de segundo orden de acuerdo a lo descrito en el punto 4. Una
vez removido el tejido adiposo, los vasos fueron almacenados nuevamente en solucién Bouin
para su uso posterior. Para remover el Bouin, los vasos se lavaron a temperatura ambiente con
una solucidon salina PBS (composicion (mM): NaCl 136,9; KCI 2,68; NaH,PO4 10,44 y
KH,PO4 1,76), con un pH = 7,4. Luego, los vasos se incubaron con BSA (3%) durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se incubd el anticuerpo primario anti-CGRP a 4°C
durante toda la noche (~12 h). El anticuerpo secundario Alexa Fluor® 568 se incubé 1 h a
temperatura ambiente. El vaso fue posteriormente colocado en un portaobjeto con
micropocillo. Se agregé medio de montaje Fluoromount-G (Electron Microscopy Sciences,
Cat. # 17984-25, Hatfield, PA, USA). Finalmente, el vaso se visualizd en un microscopio
Olympus BX41, con una camara ProgRes C5 cool (Jenoptik) conectada a un computador. Las
fotos se sacaron usando el programa ProgRes Capture Pro 2.7.7 (Jenoptik). El anticuerpo
primario anti-CGRP fue obtenido de Thermo Scientific (Cat. # PA5-19755, Rockford, IL,
USA). El anticuerpo secundario Alexa Fluor® 568 fue comprado en Molecular Probes (Cat. #

11004, Eugene, OR, USA).
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6 Cultivo de células endoteliales

La red arterial mesentérica fue canulada y perfundida por 15 min a temperatura ambiente
(22°C) para remover la sangre, usando una solucion Tyrode estéril (composicion descrita
anteriormente) mas una mezcla de antibidticos y antimicdticos (Anti-Anti (2X), Cat. # 15240,
Invitrogen). Luego, los mesenterios fueron sacados del sistema de perfusion y agitados a 37°C
durante 1 h en un tubo falcon con 5 mL de soluciéon Tyrode estéril con Anti-Anti (2X), BSA
(0,1%) y 10 mg de colagenasa tipo 2. Después de esto, se agregd al tubo falcon 20 mL de
medio frio estéril M-199 (Gibco, Grand Island, NY, USA) y los mesenterios fueron
centrifugados a 4°C durante 10 min a 1200 g (centrifuga modelo Kubota 8700, rotor RS-
3000/6, Tokio, Japon). El pellet fue resuspendido con medio completo (esto es, el medio M-
199 con 2% de ECGF y 20% de suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA)). Las
células fueron colocadas durante 4 h en placas o cubreobjetos inmersos en medio completo
dentro de estufas con 5% CO, — 95% aire atmosférico y ajustadas a 37°C. Posteriormente, las
c€lulas se lavaron dos veces con una solucidn salina estéril PBS (composicion (mM): NaCl
136,9; KCI 2,68; NaH,PO4 10,44 y KH,PO4 1,76). Finalmente, se dejo crecer a las células con
medio completo a 37°C con 5% CO2 — 95% aire atmosférico hasta alcanzar un 70 — 80% de

confluencia.
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7 Captacion de colorante

La captacion de colorante se evalud de acuerdo a lo descrito por Figueroa et al (2013). La
captacion de los colorantes etidio o amarillo de lucifer se visualizd con un microscopio de
fluorescencia (Olympus BX50W) y una camara (Retiga 1394, Q Imaging) conectada a un
computador. Dentro de la célula, el etidio se intercala con 4cidos nucleicos y la intensidad de
esta fluorescencia fue examinada por epifluorescencia (excitacion: 530 — 550 nm, emision:
590 nm; filtro UND-25-2). En contraste al etidio, el amarillo de lucifer marca el citoplasma
completo y la sefial fluorescente fue analizada por epifluorescencia (excitacion: 470 — 490 nm,
emision: 515 nm, sin filtros). Las imagenes fueron visualizadas con el software IPLab 3.65

(Scanalytics, Inc) y analizadas usando el software ImageJ 1.37c (Wayne Rasband, NIH, USA).

8 Acoplamiento vascular

Se aislaron arterias de la red arterial mesentérica como se describid en el punto 4 y se fijaron
con alfileres en una placa de Silgard® con una solucién Tyrode-MOPS ajustada a pH = 7,4.
Las células musculares de la arteria aislada fueron microinyectadas con una micropipeta
cargada con bromuro de etidio (25 mM). Las micropipetas se fabricaron en un puller
(Narishige, modelo PC-10, Tokio, Japon) a partir de capilares de vidrio de 1,2 mm de
didmetro (WPI, Sarasota, FL, USA). Una vez que la punta de la micropipeta ingres6 a la
célula, se inyectd el colorante mediante pulsos de presion de nitrogeno con una pico-bomba

(WPI, modelo PV 820, Sarasota, FL, USA). La difusion del colorante a las células vecinas se
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visualiz¢ a lo largo del tiempo con un microscopio de fluorescencia (Olympus BX50W) y una
camara Retiga 1394 (Q Imaging) conectada a un computador. Las imagenes fueron

visualizadas utilizando el programa IPLab 3.65 (Scanalytics, Inc).

9 Western blot

La red arterial mesentérica perfundida se separd del pancreas y se homogenizé con un
homogenizador de tejidos (OMNI International, modelo TM125, Kennesaw, GA, USA) en
una solucion Tyrode mdas un cocktail de anti-proteasas (Roche, Cat. # 11697498001,
Alemania) y anti-fosfatasas (Roche, Cat. # 04906845001, Alemania). Los mesenterios se
centrifugaron a 4°C durante 10 min a 1200 g. El sobrenadante fue almacenado y las proteinas
fueron cuantificadas por el método de Bradford usando el ensayo de proteinas de Bio-Rad
(BioRad Laboratories, Inc., Cat. #500-0006, Hercules, CA, USA). El sobrenadante se mezclo
con buffer de Laemmli y se hirvid6 por 1 min para desnaturalizar las proteinas. Una vez
enfriadas, las muestras hervidas fueron almacenadas a -20°C para su posterior utilizacion o
usadas inmediatamente para detectar las proteinas mediante inmunoblot. Para el ultimo caso,
muestras con 60 pg de proteina se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE, 12%) y se transfirieron a una membrana de PVDF
(Pierce, Rockford, IL, USA). Para incubar el anticuerpo primario y secundario se utilizo el
potenciador de la sefial HIKARI (Nacalai Tesque, INC, Japon). Ambos anticuerpos se
incubaron por 1 h a temperatura ambiente (22°C). Para detectar las bandas de las proteinas se
uso el substrato quimioluminiscente SuperSignal® West Femto (Pierce, Rockford, IL, USA).

La masa molecular se estim6 con marcadores estandar (BioRad, Hercules, CA, USA). Los
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blots se desarrollaron para cuantificar los niveles de fosforilacion de eNOS en serina 1177 (P-
eNOS**!"") y treonina 495 (P-eNOS'™*”). La misma membrana fue utilizada para analizar la
eNOS total y la B-actina. Ademas, se analizaron los niveles de fosforilacion de Panx-1 en
tirosina 168 (P-Panx-1"""*). Esta membrana fue utilizada para analizar la Panx-1 total y la p-
actina. También se evalud la expresion de la Cx32, la Cx43 y la Panx-2. Los anticuerpos
primarios (anti-eNOS (monoclonal, Cat. # 610296), anti-P-eNOS>*''”” (monoclonal, Cat. #
612392), anti-P-eNOS™*** (monoclonal, Cat. # 612706) y anti-Cx43 (monoclonal, Cat. #
610062) fueron obtenidos de BD-Transduction Labs (Lexington, KY, USA). El anticuerpo
anti-Cx32 (policlonal) fue comprado en Alpha Diagnostic International (Cat. # CX32A11-A,
San Antonio, TX, USA). El anticuerpo anti-P-Panx-1""6® (policlonal), fue gentilmente
donado por Brant Isakson (University of Virginia, SC, USA). El anticuerpo anti-Panxl
(monoclonal) fue comprado en Epitomics (Cat. # 3864-1, Burlingame, CA, USA). El
anticuerpo anti-Panx2 (policlonal) fue obtenido de Abcam (Cat. # ab55917 Cambridge, MA,
USA). El anticuerpo anti-f-actina (monoclonal) fue comprado en Sigma Aldrich (Cat. #
A5441, St Louis, MO, USA). Los anticuerpos secundarios Anti-Rabbit (Cat. # 32460) y Anti-
Mouse (Cat. # 32430) fueron comprados en Thermo Scientific (Rockford, IL, USA). Las
bandas de las proteinas fueron analizadas usando el software ImageJ 1.37c¢ (Wayne Rasband,

NIH, USA).
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10 Deteccion del NO

El NO fue detectado usando el sistema de mediciéon inNO-T-II (Innovative instruments Inc.,
USA). Brevemente, un electrodo cubierto por una membrana selectivamente permeable a NO
(AmiNO-700, Innovative instruments Inc., USA), se colocd en inmersion en 20 mL de una
solucion recomendada por el fabricante (Composicion: H,SO4 (0,1 M) y KI (2 mg/mL)). Los
nitritos de cada muestra se redujeron a NO en la solucidn del electrodo mediante la siguiente

reaccion:

2NO, +2I'+4H' —— 2NO + I, + 2 H,0

La corriente detectada por el sensor fue monitoreada y cuantificada usando el software inNOII
(version 2.2) proveido por el fabricante. Después del término de cada experimento, el
electrodo fue calibrado usando una concentracion conocida de nitrito de sodio (0,1 — 100 nM)

(ver figura 16A). Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente (22°C).

11 Deteccion del ATP

El ATP fue analizado por el ensayo de bioluminiscencia luciferina-luciferasa, usando un Kit
de medicion de ATP (Cat. #A22066, Molecular Probes, Life technologies, Eugene, OR,
USA). El ensayo esta basado en la produccion de luz como consecuencia de la reaccion del

ATP, la luciferina y el O,. La reaccion es la siguiente:
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Mg?* . oxiluciferina + AMP +

luciferina + ATP + O, pirofosfato + CO, + luz

luciferasa

Siguiendo las instrucciones del fabricante, las muestras se mezclaron suavemente con la
solucion de reaccion y fueron inmediatamente medidas en un lumindémetro (Turner TD-20e,
Promega). La técnica fue calibrada después de cada experimento usando concentraciones
conocidas de ATP (0,01-10 nM). Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente

(22°C).

12 Deteccion del superoxido

Los cambios en los niveles del superoxido fueron analizados mediante bioluminiscencia
usando el Kit ABEL (Cat. # ABEL-05, Knight Scientific Ltd., Plymouth, UK). Este método
esta basado en la oxidacion de la folasina. Folasina emite luminiscencia debido a la reaccion
de su grupo prostético con radicales de superéxido. Para realizar las mediciones de
superoxido, se aisld y perfundio la red arterial mesentérica como se describid en el punto 2 de
esta seccion. Siguiendo las instrucciones del fabricante, muestras de 20 pL del perfusado
fueron mezclados con 100 pL de solucién adyuvante-K. Después de 1 min de equilibrio, la
reaccion fue iniciada por la adicion de 250 pL de folasina (10 pg/mL). La luminiscencia
resultante se midi6 en un lumindémetro Turner TD20e (Promega). Las soluciones de folasina y
adyuvante-K, se prepararon usando un buffer de reconstitucion (solucion balanceada de Hanks
con 20 mM Hepes, ajustado a pH = 7,4). Todas las mediciones se realizaron a temperatura

ambiente (22°C).
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13 Deteccion de Ca**

Los cambios en los niveles del calcio intracelular fueron analizados en cultivos de células
endoteliales usando el indicador de Ca**, Fluo-4-AM. Dentro de la célula, la union del Ca®"
con el Fluo-4 incrementa la fluorescencia del indicador. La intensidad de esta fluorescencia
fue examinada por epifluorescencia (excitador: 470 — 490 nm, emision: 515 nm; filtro UND-
25-2). Para la visualizacion del Fluo-4 se utilizé un microscopio de fluorescencia (Olympus
BX50W) y una camara (Retiga 1394, Q Imaging) conectada a un computador. Las imagenes
fueron visualizadas con el software IPLab 3.65 (Scanalytics, Inc) y analizadas usando el

software ImageJ 1.37c (Wayne Rasband, NIH, USA).

14 Drogas

Capsaicina (Cat. # M2028), L-NA (Cat. # N5501), indometacina (Cat. # 17378), ATP (Cat. #
A2383), MOPS (Cat. # M9381), DMSO (Cat. # D5879), bromuro de etidio (Cat. # E8751),
BSA (Cat. # A7888), fenilefrina (Cat. # P6126), ACh (Cat. # A6625), B-GA (Cat. # G10105),
lantano (Cat. # 262072) y probenecid (Cat. # P8761) fueron comprados en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). El ODQ (Cat. # 0880), el KT 5823 (Cat. # 1289), el KT 5720 (Cat. #
1288), el PPADS (Cat. # 0625) y la substancia P (Cat. # 1156) se compraron en Tocris
Bioscience (Ellisville, MO, USA). El CGRP (Cat. # H2265) y el CGRPg.37 (Cat. # H4924) se
obtuvieron de Bachem (Torrence, CA, USA). '’panx fue sintetizado por Genscript (Israel). El

SNAP fue comprado en Calbiochem (Cat. # 487910, La Jolla, CA, USA). El amarillo de
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lucifer se compro en Molecular Probes (Cat. # 1453, Eugene, OR, USA). La Colagenasa tipo
2 se obtuvo de Worthington (Cat. # 4176, Lakewood, NJ, USA). El Fluo-4-AM se compr6 en
Life Technologies (Cat. # F23917, Eugene, OR, USA). Todos los reactivos de grado analitico
se disolvieron en agua destilada con excepcion de capsaicina y B-GA (etanol analitico puro),
indometacina, ODQ, KT 5720, KT 5823, Fluo-4-AM y SNAP (DMSO) y probenecid (NaOH

IM).
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1 Activacion de las fibras sensoriales perivasculares

La liberacion transitoria y selectiva de neurotransmisores desde las fibras sensoriales
perivasculares se logré mediante la perfusion (durante 20 min) de la red arterial mesentérica
con capsaicina (1 uM). La perfusion de la capsaicina se realizé 45 min después de canular y
aislar el mesenterio, para equilibrar la preparacion. Para verificar la estabilidad y eficacia de la
capsaicina, su perfusion se realizd6 en presencia de fenilefrina (60 pM) en todos los
experimentos en los cuales se analizaron respuestas vasomotoras. La concentracion de
capsaicina utilizada en este estudio (1 M) indujo una vasodilataciéon méxima cercana al 80%
en la red arterial pre-contraida con fenilefrina, indicando que es una concentracion suficiente y
efectiva para inducir la liberacion de los neurotransmisores desde las fibras sensoriales
perivasculares, tales como el CGRP. En experimentos paralelos, la red arterial mesentérica fue
perfundida 20 min con el vehiculo de capsaicina (etanol, 0,0001%). Este procedimiento se

utilizé como control.
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En este trabajo se evalud el efecto de distintos bloqueadores sobre la accion de la capsaicina:
CGRPyg_37 (antagonista del receptor CGRP-1), lantano (inhibidor de hemicanales formados por
conexinas), probenecid (inhibidor de los canales de Panx-1), 'panx (péptido mimético de
Panx-1 e inhibidor de los canales de Panx-1), KT-5720 (inhibidor de la PKA), L-NA
(inhibidor de la NOS) y PPADS (antagonista de los receptores purinérgicos P2). El protocolo
experimental con respecto al uso de estos bloqueadores se describe con mayor detalle mas

adelante.

2 Respuestas vasomotoras

Las respuestas vasomotoras se estudiaron de acuerdo a lo descrito recientemente por nuestro
grupo (Gaete et al., 2012). Se analiz6 la respuesta vasodilatadora inducida por la estimulacion
durante 1 min con ACh (0,01 — 10 pM) o durante 2 min con S-nitroso acetil penicilamina
(SNAP, 0,1 — 1 uM). También, se evalu6 la respuesta vasodilatadora inducida por capsaicina
(1 uM, 20 min). Debido a que el mesenterio aislado no desarrolla tono miogénico, la red
arterial mesentérica se pre-contrajo con el agonista del receptor al-adrenérgico, fenilefrina (30
— 60 uM), o con una solucién alta en K (70 mM KCI). De este modo, todas las respuestas
vasodilatadoras fueron evaluadas durante la contraccion de la red arterial mesentérica. La
solucion alta en K* se preparé mediante el reemplazo equimolar de KC1 por NaCl de la
solucion Tyrode (composicion (mM): KCI 123,4; CaCl, 2,5; KH,PO4 1,2; MgSO4 1,2;
NaHCO; 23,8 y glucosa 11,1). Las respuestas vasodilatadoras fueron evaluadas solas o

después del tratamiento con L-NA (100 uM), o indometacina (10 uM), para inhibir la
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produccion de NO y prostaglandinas, respectivamente. La L-NA y la indometacina fueron pre-
incubadas al menos 45 min y 15 min antes de que se realizaran las respuestas vasodilatadoras,
respectivamente. Solo para los experimentos mostrados en las figuras 12 y 14C, la
indometacina fue perfundida 15 min antes de todas las estimulaciones con ACh, con el fin de
prevenir la interferencia de prostaglandinas. La participacion de las uniones comunicantes en
la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, se evalu6 mediante el tratamiento de la red
arterial mesentérica con B-GA (50uM), un inhibidor de uniones comunicantes. El B-GA se
perfundi6 15 min antes de que se estimulara con ACh. La L-NA, la indometacina y el B-GA se

mantuvieron en la solucion de perfusion durante todo el periodo de estimulacion con ACh.

La respuesta vasodilatadora inducida por ACh o SNAP fue evaluada antes y 15 6 60 min
después del tratamiento de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 uM, 20 min) sola o en
presencia de los bloqueadores CGRPg 37 (300 nM), probenecid (1 mM) o lantano (200 uM). El
CGRPyg.37, el probenecid y el lantano fueron perfundidos 15 min antes de la aplicacion de la
capsaicina y se mantuvieron en la solucion de perfusion durante todo el periodo de
estimulacion con capsaicina. Los resultados de estos experimentos estdn expresados como
porcentaje de la reduccion méxima en la presion de perfusion (% Relajacion) o como

porcentaje del cambio en la presion de perfusion a lo largo del tiempo (% Basal).
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3 Medicion del superoxido

La red arterial mesentérica fue estimulada con capsaicina (1 pM) durante 20 min como se
describiéo en el punto 1 de esta seccion. Las muestras del perfusado de la red arterial
mesentérica fueron recolectadas antes (control) y 15 y 60 min después del tratamiento con
capsaicina. El superoxido de cada muestra fue rapidamente medido en el lumindémetro. Los

resultados de las mediciones de superoxido se muestran como unidades arbitrarias (UA).

4 Medicion del NO

El aumento en la tensioén de roce producido durante la vasocontraccion genera NO (Boric et
al., 1999). Por lo tanto, en todas las mediciones realizadas en la red arterial mesentérica, el
estimulo, se hizo sin pre-contraccion para evitar que el NO generado por el agente
vasoconstrictor interfiera con el NO generado por el estimulo. La red arterial mesentérica fue
estimulada con ACh (100 nM) durante 1 min en condiciones control y 15 ¢ 60 min después
del tratamiento con capsaicina o su vehiculo. Las muestras del perfusado fueron recolectadas
antes de la estimulacion con ACh (basal) y al final de la estimulacion con ACh (i.e. 1 min de
estimulacion). De forma adicional, la medicion de NO también se realizd en mesenterios
tratados con capsaicina mas 10panx (60 uM). El 10panx fue perfundido 15 min antes de la
aplicacion de la capsaicina y se mantuvo en la solucidon de perfusion durante todo el periodo

de estimulacion con capsaicina. Los resultados presentados en este trabajo muestran la
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produccion neta de NO inducida por ACh (Produccién en presencia de ACh menos la

produccion basal).

En otra serie de experimentos, cultivos de células endoteliales fueron estimulados con ACh en
condiciones control o 60 min después del tratamiento con CGRP o su vehiculo (H,O). En
estos experimentos, el protocolo fue el siguiente: Una vez alcanzada la confluencia necesaria
(70 — 80%), las células fueron sacadas de la estufa. El medio de las placas que contenian las
células fue reemplazado con 3 mL de solucion Tyrode-MOPS (descrita en el punto 4 de la
seccion materiales y métodos) ajustada a pH = 7,4, a temperatura ambiente (22°C). Después
de 20 min, las células se lavaron nuevamente con la misma solucion para remover los nitritos
acumulados durante el cambio de medio. Veinte minutos después, se estimuldé con ACh (100
nM) durante 5 min. Las células fueron posteriormente lavadas (suavemente) tres veces con la
solucion Tyrode-MOPS para remover la ACh. Veinte minutos después, las células fueron
incubadas con CGRP (100 nM) durante 20 min. Inmediatamente después, las células se
lavaron tres veces con Tyrode-MOPS para remover el CGRP y se dejaron en esa solucion
durante 60 min. Finalmente, las células fueron incubadas nuevamente con ACh (100 nM) por
5 min. Se realizaron mediciones de NO en las muestras obtenidas durante la estimulacién con
ACh. Adicionalmente, se recolectaron muestras durante la estimulacion con CGRP. Para
analizar la produccion basal de NO, se tomaron muestras antes de cada estimulacion con ACh
0 CGRP. En los resultados de las mediciones en células, se muestra la produccion neta de NO
(Produccién inducida por ACh o CGRP menos la produccion basal) observada al minuto 5 de

la ACh y al minuto 20 de la estimulacion con CGRP.
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Para las mediciones realizadas en la red arterial mesentérica, se tomaron muestras de 100 pL
desde la solucion de perfusion de la cdmara que contiene el mesenterio. Para los experimentos
con cé¢lulas, se tomaron muestras de 50 puL de las placas. Ya que el volumen de la solucion del
electrodo fue de 20 mL, se aplico un factor de correccion para calcular la concentracion real
de NO en el perfusado o en la solucion de las placas que contenian las células. Los resultados

estan expresados como concentracion de NO (pmol/mL).

5 Expresion de proteinas

Para evaluar si la liberacion transitoria de CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares
afecta la expresion de proteinas importantes para la funcidén vascular, se analizé la expresion
de la Cx32, la Cx43, la P-Panx-lTirmg, la Panx-1 y la Panx-2, una y tres horas después de la
estimulacion de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 pM, 20 min). La expresion de la
eNOS y de sus formas fosforiladas en serina 1177 y treonina 495 también fueron cuantificadas
usando este disefio experimental. Como control se utilizaron mesenterios homogenizados
durante la estimulacion con el vehiculo de la capsaicina o mesenterios homogenizados 1 6 3
horas después del tratamiento con el vehiculo de la capsaicina. La eleccion de los controles se
realizd de manera arbitraria ya que los tres tipos de controles no exhibieron diferencias entre si
en cuanto a la expresion de proteinas (datos no mostrados). En experimentos adicionales, la
expresion de la eNOS, la Panx-1 (y sus formas fosforiladas) y la B-actina, fueron evaluadas en
mesenterios tratados con capsaicina mas CGRPg 37 (300 nM) o probenecid (1 mM). El CGRPs.

37 y el probenecid fueron perfundidos 15 min antes de la aplicacion de la capsaicina y se
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mantuvieron en la solucién de perfusion durante todo el periodo de estimulacion con
capsaicina. Los cambios en la fosforilacion de eNOS y Panx-1 se expresaron como la razon de
la proteina fosforilada sobre la proteina total. Los cambios en los niveles totales de eNOS,
Panx-1, Panx-2, Cx32 y Cx43 se expresaron como la razon de la proteina sobre los niveles de

B-actina.

6 Denervacion de la red arterial mesentérica

La denervacion de las arterias mesentéricas fue realizada de acuerdo al protocolo descrito por
Hobara et al. (2006). Brevemente, ratas de 200 g fueron anestesiadas de acuerdo a lo descrito
en el punto 1 de la seccion materiales y métodos. Usando una afeitadora eléctrica, se rasuro el
costado izquierdo de los animales para dejar expuesta la piel. Posteriormente, las ratas fueron
inyectadas con ketoprofeno (subcutaneo, 3 mg/Kg) entre las escapulas. Las ratas se colocaron
en una placa termo-regulada para mantener la temperatura corporal durante toda la cirugia.
Luego, se hizo una pequefia incision uniforme (~3 c¢cm) en el costado izquierdo de cada animal.
Cuidando no dafiar ninglin 6rgano interno, se expuso la arteria mesentérica superior con una
pinza curva y se limpi6 del tejido conectivo que lo rodeaba. Luego, se aplicé cuidadosamente
una gota de 10% fenol (90% etanol) sobre la superficie de la arteria. Utilizando una tira de
algodon empapada con el fenol, se refregé delicadamente durante 20 min la arteria cuidando,
en todo momento, de no tocar ninglin otro tejido con el fenol. Después, el fenol fue removido
de la arteria con un algodoén seco. Como control, un grupo de ratas fue tratado con una

solucion salina estéril en vez del fenol (ratas sham). La incision fue doblemente sellada con
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aguja e hilo de sutura, suturando primero el musculo y luego la piel. Se limpi6 la sangre de la
herida y se aplic6 povidona yodada, un desinfectante y antiséptico. Después de la cirugia, las
ratas fueron dejadas sobre la paleta termo-regulada hasta que despertaron de la anestesia.
Finalmente, las ratas fueron dejadas en recuperacion en cajas individuales con agua (con el
antibiotico enrrofloxacina, 0,5 mg/mL) y comida ad [libitum. Ademas, se suministrd el
analgésico ketoprofeno (3 mg/Kg) oralmente por tres dias consecutivos, a partir del segundo
dia de la operacion. Siete dias después de la cirugia, se aislo la red arterial mesentérica de
acuerdo a lo descrito en el punto 2 de la seccion materiales y métodos. Se ha demostrado que
este protocolo de denervacion es altamente efectivo a los siete dias post-cirugia (Hobara et al.,
2006). Igualmente, se confirmo la eficacia de la denervacion de las fibras sensoriales
perivasculares mediante la inmunofluorescencia de las fibras CGRP-érgicas y mediante la
eliminacion de la respuesta vasodilatadora inducida por capsaicina en mesenterios pre-

contraidos con fenilefrina (Figura 14 A y B).

7 Cambios en la permeabilidad de la membrana

Para analizar el cambio de la permeabilidad de la membrana a través de canales tales como los
canales formados por Panx-1 o los hemicanales formados por conexinas, se utilizo la técnica
de captacion de colorante, la cual ha sido ampliamente descrita y aceptada para su estudio
(Schalper et al., 2008). En estos experimentos, la red arterial mesentérica se perfundi6 con el
colorante bromuro de etidio (5 pM). Luego, los mesenterios fueron lavados mediante la
perfusion de la solucion Tyrode durante 20 min para remover el etidio de la solucién de

perfusion. Después, se aislaron arterias mesentéricas de segundo orden de acuerdo a lo
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descrito en la seccion 4 de materiales y métodos y se analizd la captacion del colorante. Para
evaluar si el CGRP liberado por las fibras sensoriales perivasculares induce un incremento de
la permeabilidad de la membrana de las células de la pared vascular, el bromuro de etidio fue
perfundido durante toda la estimulacion con CGRP (100 nM, 5 min), capsaicina (1 uM, 20
min), o sus respectivos vehiculos. Los vehiculos de CGRP y capsaicina fueron aplicados
durante 5 y 20 min, respectivamente. La estimulacion con capsaicina o CGRP se hizo sola o
después del tratamiento de la red arterial mesentérica con lantano (200 uM), probenecid (1
mM), CGRPs.37 (300 nM), PPADS (30 uM), KT-5720 (500 nM), L-NA (100 uM) o KT-5823
(1 uM, inhibidor de la PKG). El CGRPys.37, el probenecid, el PPADS, el KT-5720 y el KT-
5823, fueron pre-incubados 15 min antes de la estimulacion con CGRP o capsaicina. La L-NA
fue pre-incubada 45 min antes de la estimulacion con CGRP o capsaicina. Todas las drogas
mencionadas se mantuvieron durante el periodo de estimulacion completo y fueron sacadas de

la perfusion inmediatamente después de finalizada la estimulacion con CGRP o capsaicina.

Para determinar la reversibilidad del incremento en la permeabilidad de la membrana inducida
por CGRP o capsaicina, el bromuro de etidio se perfundid 1 h después del tratamiento con
CGRP, capsaicina, o sus respectivos vehiculos. En estos experimentos, el bromuro de etidio se
perfundié durante 20 min. La captacion del etidio fue evaluada en arterias aisladas de
mesenterios tratados con capsaicina sola, o en presencia de los bloqueadores CGRPg 37 (300
nM) o probenecid (1 mM). El CGRPs.37 y el probenecid, fueron perfundidos 15 min antes de
la aplicacion de capsaicina y se mantuvieron en la solucion de perfusion hasta el término de la
estimulacion. Adicionalmente, la identificacion de los canales involucrados en el cambio de la

permeabilidad de la membrana observada 1 h después del tratamiento con capsaicina se evaluo
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mediante la perfusion de lantano (200 uM) o probenecid (1 mM) 15 min antes de la perfusion
del bromuro de etidio. Ambos, lantano o probenecid, se mantuvieron durante todo el periodo

de perfusion del bromuro de etidio.

En experimentos paralelos, se evalu6 la reversibilidad del incremento de la permeabilidad de
la membrana inducido por SNAP y ACh. En este contexto, la red arterial mesentérica fue
estimulada durante 5 min con ACh (100 nM), SNAP (300 nM) o el vehiculo de SNAP
(DMSO). Posteriormente, los mesenterios fueron lavados con una solucion Tyrode para
remover la ACh, el SNAP o el vehiculo. El bromuro de etidio fue perfundido 5 min, durante el
periodo completo de estimulacion y 15 6 60 min después de terminada la estimulacion (i.e.

durante el lavado).

El etidio es una molécula de bajo peso molecular (314 Da), permeable a través de uniones
comunicantes (Little et al., 1995). Ya que en las arterias de resistencia las células endoteliales
estan extensamente conectadas con las células musculares a través de uniones comunicantes,
no se puede confirmar el tipo celular por el cual el etidio es captado. Por lo tanto, para
determinar si los cambios en la permeabilidad de la membrana ocurren en las células
endoteliales y/o en las células musculares lisas, se us6 otro colorante, el amarillo de lucifer
(443 Da). A diferencia del etidio, el amarillo de lucifer marca el citoplasma completo y no
difunde través de las uniones comunicantes mioendoteliales en los vasos sanguineos (Little et
al., 1995). En nuestros experimentos, el amarillo de lucifer (30 uM) fue perfundido en la red
arterial mesentérica durante la estimulacién con capsaicina (1 uM, 20 min), CGRP (100 nM,

10 min) o sus vehiculos. Adicionalmente, la captacion de amarillo de lucifer fue evaluada 1 h
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después de la estimulacion con capsaicina, CGRP o sus vehiculos. Solo en los experimentos
donde se evalud la captacion de amarillo de lucifer, los vehiculos de CGRP y capsaicina

fueron aplicados durante 10 y 20 min, respectivamente.

Para todas las captaciones de colorante evaluadas en células, el protocolo experimental fue el
siguiente: Una vez alcanzada la confluencia necesaria (70 — 80%), las células fueron sacadas
de la estufa. El medio de las placas fue reemplazado inmediatamente con una solucion
Tyrode-MOPS (descrita en el punto 4 de la seccion materiales y métodos) ajustada a pH = 7,4.
Veinte minutos después, las células se lavaron con la misma soluciéon Tyrode-MOPS mas
bromuro de etidio (5 uM). Quince minutos después de la adicion del bromuro de etidio se
evalud a lo largo del tiempo la permeabilidad de la membrana a través de canales tales como
los canales formados por Panx-1. Las cé€lulas fueron estimuladas con capsaicina (1 uM),
CGRP (100 nM), o el vehiculo de CGRP. Se registro durante 5 min de condicién basal y 10
min de estimulacién. Se sacaron fotos cada 30 segundos, obteniendo un total de 31 fotos por
experimento. Las células se estimularon con CGRP solo, o en presencia de CGRPg.37 (300
nM), probenecid (1 mM) o '’panx (60 uM). El CGRPy.37, el probenecid y el °panx fueron pre-
incubados 15 min antes de la estimulacion con CGRP y se mantuvieron durante todo el
periodo de estimulacion. Todos los experimentos con células se realizaron a temperatura
ambiente (22°C). La captacion de etidio esta expresada como unidades arbitrarias (UA) o

como la tasa de captacion de etidio (UA/min).
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8 Medicion del ATP

La medicion del ATP se realizé en un cultivo de células endoteliales siguiendo el protocolo
que se detalla a continuacion: Una vez alcanzada la confluencia necesaria (70 — 80%), las
placas con las células se retiraron de la estufa. El medio de las placas fue reemplazado
inmediatamente con 3 mL de solucion Tyrode-MOPS (descrita en el punto 4 de la seccion
materiales y métodos) ajustada a pH = 7,4 (22°C). Veinte minutos después, las células se
incubaron con CGRP (100 nM) o su vehiculo. Muestras de 10 pL fueron tomadas antes (basal)
y al minuto 1, 3 y 5 durante la estimulacion con el CGRP. Las muestras obtenidas fueron
inmediatamente mezcladas con 90 pL de la solucion de reaccidon y analizadas rapidamente en
el luminometro. El control positivo de la técnica de medicion del ATP se logré mediante la
aplicacion de ATP exdgeno y mediante la medicion de ATP en un cultivo de astrocitos
estimulado con glutamato (datos no mostrados). Los resultados de las mediciones de ATP son
mostrados como unidades arbitrarias (UA). El experimento se realizo a temperatura ambiente

(22°C).

9 Medicién del Ca>*

Una vez alcanzada la confluencia necesaria (70 — 80%), células cultivadas sobre cubreobjetos
fueron retiradas de la estufa. El medio de las placas fue reemplazado inmediatamente con 3
mL de solucion Tyrode-MOPS (descrita en el punto 4 de la seccidn materiales y métodos)

ajustada a pH = 7,4 (32 — 35°C). Veinte minutos después, las células se lavaron con la misma
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solucion Tyrode-MOPS en presencia de CGRP (100 nM) o su vehiculo. En experimentos
adicionales, el CGRP fue incubado en presencia de '’panx (60 uM) o de CGRPg37 (10 uM).
Las células se estimularon con CGRP por un total de 20 minutos e inmediatamente después
fueron lavadas (suavemente) con la solucion Tyrode-MOPS. Posteriormente, las células
fueron cargadas con Fluo-4-AM (10 uM) durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo de
carga, el Fluo-4-AM fue removido reemplazando la solucion de las células por 3 mL de la
solucion Tyrode-MOPS. Después de 20 minutos de equilibrio se analizé a lo largo del tiempo
el cambio en los niveles del Ca*" intracelular. Las células fueron estimuladas con ACh (1 uM).
Los registros incluyeron 30 s de basal y 1 min de estimulacion. Se sacaron fotos cada 3
segundos, obteniendo un total de 31 fotos por experimento. El CGRPs.37 y el '’panx fueron
pre-incubados 15 min antes de la estimulacion con CGRP y se mantuvieron durante todo el
periodo de estimulacion. Todos los experimentos se realizaron en un cuarto oscuro
termorregulado (32 — 35°C). El cambio en los niveles del Ca*" intracelular a lo largo del
tiempo se expresa como F/F, donde F es la fluorescencia del Fluo-4 y Fy es la fluorescencia
del Fluo-4 basal. El aumento neto maximo del Ca®" intracelular (menos la basal) se expresa

como AF/F,.

10 Acoplamiento vascular mediante uniones comunicantes

Para estudiar el acoplamiento entre las células de la pared vascular, se microinyectdé bromuro
de etidio (25 mM) en una célula del musculo liso de arterias mesentéricas de segundo orden y

se evalud durante un periodo de 15 min la cinética de la difusién del etidio a las células
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vecinas. La microinyeccion del bromuro de etidio se realizo 1 h después del tratamiento de la
red arterial mesentérica con capsaicina (1 uM, 20 min), CGRP (100 nM, 20 min) o el vehiculo

respectivo.

11 Analisis estadistico

Los resultados son presentados como la media + error estandar. Las comparaciones entre dos
grupos experimentales se realizaron mediante el test de t-student (pareado o no pareado). Las
comparaciones multiples entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una o dos vias y el
test post hoc de Newman Keuls. Las diferencias se consideraron significativas con un valor de

P <0,05. Todo el analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

1 La activacion de las fibras sensoriales perivasculares regula la vasodilatacion

dependiente del endotelio.

1.1 Alteracion de los componentes de la vasodilatacion inducida por ACh.

En mesenterios pre-contraidos con fenilefrina (60 uM), ACh indujo una reduccion
concentracion-dependiente de la presion de perfusion (Figura SA) como consecuencia de la
relajacion de las arterias de resistencia de la red arterial mesentérica (Figura 5B). La
concentracion de ACh en la cual se observo el 50% de la respuesta vasodilatadora maxima
(ECsp) fue 49,1 nM. La vasodilatacion inducida por ACh (100 nM) se bloque6 parcialmente
con L-NA, un inhibidor de la produccion de NO (Figura 6B). En contraste, el tratamiento con
indometacina, un inhibidor de la produccion de prostaglandinas, no afectd la vasodilatacion

inducida por ACh (Figura 6B).
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FIGURA 5. Cursos temporales representativos de la vasodilatacion inducida por ACh. La
respuesta vasodilatadora inducida por diferentes concentraciones de ACh (10 nM, 100 nM y 1
uM) fue evaluada en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 pM). (A)
Curso temporal de los cambios en la presion de perfusion (B) Curso temporal de los cambios
en la resistencia periférica total de la red arterial mesentérica. Notar que 100 nM de ACh
induce una vasodilatacion cercana al 50% de la respuesta maxima (ECsp). ACh: acetilcolina.
Modificado de Gaete et al. (2012).
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FIGURA 6. El tratamiento con capsaicina altera los componentes de la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh. La respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se
evaluo en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 puM). (A) Esquema del
protocolo experimental. La vasodilatacion inducida por ACh se evalud en condiciones control
(panel superior) y después del tratamiento con L-NA (100 uM) o indometacina (10 uM) panel
inferior). Notar que la vasodilatacion inducida por ACh se analiz6 1 hora después de la
estimulacion por 20 min de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 uM) o su vehiculo. La
L-NA y la indometacina se perfundieron después de la aplicacion de la capsaicina o de su
vehiculo, 45 min y 15 min antes de la estimulacién con ACh, respectivamente. (B) Relajacion
maxima inducida por ACh 1 h después de la aplicacion del vehiculo. (C) Relajacion maxima
inducida por ACh 1 hora después de terminado el tratamiento con capsaicina. Los nimeros en
las barras indican el valor de n. ACh: acetilcolina; Caps: capsaicina; L-NA: N®-nitro-L-
arginina. Indo: indometacina. * = P < 0,05 versus Control; n.s. = no significativo. Estadistica:
ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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La magnitud de la respuesta vasodilatadora inducida por ACh 1 h después de terminado el
tratamiento con capsaicina fue similar a la observada en los mesenterios que no se estimularon
con capsaicina (Figura 6C). No obstante, después del tratamiento con capsaicina la
vasodilatacion inducida por ACh fue insensible a L-NA y sensible a indometacina, indicando
que en estas condiciones, la respuesta vasodilatadora inducida por ACh no es mediada por

NO, sino mas bien por prostaglandinas (Figura 6C).

En la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina, la relajacion maxima evocada por
10 nM, 100 nM y 1 uM ACh fue completamente insensible a indometacina (Figura 7A). Mas
aun, ningun cambio aparente en el curso temporal de la respuesta vasodilatadora pudo
observarse tras la aplicacion de la indometacina (Figura 7B). No obstante, en los mesenterios
tratados con capsaicina, indometacina no solo bloqueo la magnitud de la relajaciéon maxima
inducida por ACh (100 nM), sino que también bloqued el componente rapido inicial de la

respuesta vasodilatadora (Figura 7C).

Para determinar si la disminucién en la produccién o la ausencia de NO prolongada contribuye
al surgimiento del componente vasodilatador sensible a indometacina, se analiz6 el efecto de
indometacina sobre la vasodilatacion inducida por ACh (100 nM) en mesenterios pre-
contraidos con fenilefrina pre-tratados con L-NA por 75 min (Figura 8A). Notablemente, la
vasodilatacion inducida por ACh fue inhibida por indometacina después que el mesenterio se

trat6 con L-NA (Figura 8 B y C).
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FIGURA 7. El tratamiento con capsaicina activa un componente vasodilatador dependiente
de prostaglandinas. La respuesta vasodilatadora inducida por ACh se evalué en mesenterios
pre-contraidos con fenilefrina (30 — 60 puM). (A) Curva concentracién-respuesta de la
vasodilatacion inducida por ACh en condiciones control o después del tratamiento con
indometacina (10 uM). (B) Curso temporal de la relajacion inducida por ACh (100 nM) en
condiciones control o después del tratamiento con indometacina. (C) Curso temporal de la
relajacion inducida por ACh (100 nM) en condiciones control o después del tratamiento con
indometacina en mesenterios estimulados 1 h antes con capsaicina. ACh: acetilcolina; Indo:
indometacina. ** = P < 0,01 versus Control. Estadistica: ANOVA de dos vias y test post hoc
Newman Keuls.
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FIGURA 8. La inhibicion de la produccion de NO activa un componente vasodilatador
dependiente de prostaglandinas. La respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se
evaluo en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 puM). (A) Esquema del
protocolo experimental. La vasodilatacion inducida por ACh se evalud en condiciones control
(panel 1), después del tratamiento con L-NA (100 uM, panel 2) y después del tratamiento con
L-NA maés indometacina (10 uM, panel 3). (B) Curso temporal de las respuestas
vasodilatadoras inducidas por ACh. (C) Respuesta vasodilatadora maxima evocada por ACh.
Los nimeros en las barras indican el valor de n. L-NA: N“-nitro-L-arginina; Indo:
indometacina. * = P < 0,05 versus Control; *** = P < 0,001 versus Control; ¥ = P < 0,01
versus L-NA; # = P < 0,001 versus L-NA. Estadistica figura B: ANOVA de dos vias y test

post hoc Newman Keuls. Estadistica figura C: ANOVA de una via y test post hoc Newman
Keuls.
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Para deshabilitar el componente vasodilatador mediado por EDHF y visualizar de mejor
manera el efecto de la capsaicina sobre la relajacion dependiente del NO, se pre-contrajo la red
arterial mesentérica con 70 mM KCI. La pre-contracciéon con KCIl no afectd la respuesta
vasodilatadora inducida por el donador de NO, SNAP (300 nM) (Figura 9). En los mesenterios
pre-contraidos con KCI, ACh evoc6 una relajacion concentracion-dependiente, con un ECsy =
83,3 nM (Gaete et al., 2012). Como se esperaba, la respuesta vasodilatadora inducida por 100
nM ACh fue completamente bloqueada con L-NA y fue insensible a indometacina (Figura
10B). Al igual que lo observado en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina, en
los mesenterios contraidos con KCl la vasodilatacion inducida por ACh fue insensible a L-NA
después del tratamiento con capsaicina (Figura 10C). Més atn, la vasodilatacion inducida por

ACh fue inhibida con indometacina (Figura 10C).

Para evaluar si la inhibicion del componente de NO ocurre a tiempos mas tempranos, se
analizé la vasodilatacion inducida por ACh (100 nM) en mesenterios pre-contraidos con KCI
(70 mM) antes de la estimulacion con capsaicina y 15 minutos después de este tratamiento
(Figura 11A). En estos experimentos, la magnitud de la respuesta vasodilatadora producida
por ACh fue parcialmente bloqueada a los 15 minutos con respecto al control. Notablemente,
15 min después del tratamiento con capsaicina, indometacina no afectd la vasodilatacion
inducida por ACh, indicando que la activacion de las prostaglandinas no ocurre

tempranamente (Figura 11B).
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FIGURA 9. La pre-contraccion con KCI no afecta la vasodilatacion dependiente de NO. La
respuesta vasodilatadora inducida por el donador de NO, SNAP (10 nM, 100 nM y 1 uM), fue
evaluada en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 uM) o con KCI (70
mM). Notar que ambas curvas no son diferentes. PE: fenilefrina. SNAP: s-nitroso acetil
penicilamina. Estadistica: ANOVA de dos vias y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 10. El tratamiento con capsaicina inhibe la vasodilatacion dependiente de NO. La
respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se evaluo en la red arterial mesentérica
pre-contraida con KCI (70 mM). (A) Representacion esquematica del protocolo experimental.
La vasodilatacion inducida por ACh se evalu6é en condiciones control (panel superior) y
después del tratamiento con L-NA (100 uM) o indometacina (10 pM, panel inferior). Notar
que la vasodilatacion inducida por ACh se analizo 1 hora después de terminada la
estimulacion por 20 min de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 M) o su vehiculo. La
L-NA vy la indometacina se perfundieron por 45 min y 15 min, respectivamente, después de la
aplicacion de la capsaicina o de su vehiculo. (B) Relajacion inducida por ACh 1 h después de
la aplicacion del vehiculo. (C) Relajacion inducida por ACh 1 hora después del tratamiento
con capsaicina. Los niimeros entre paréntesis o en las barras indican el valor de n. ACh:
acetilcolina; Caps: capsaicina; L-NA: N®-nitro-L-arginina; Indo: indometacina. * = P < 0,05
versus Control; ** = P < 0,01 versus Control; n.s. = no significativo. Estadistica: ANOVA de
una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 11. Inicio de la inhibicion causada por capsaicina de la vasodilatacion dependiente
de NO. (A) Esquema que muestra el protocolo experimental. La respuesta vasodilatadora
inducida por ACh (100 nM) se evalu6é en mesenterios pre-contraidos con KCI (70 mM), antes
(control) y 15 min después del tratamiento con capsaicina (1 pM, 20 min). Adicionalmente, la
respuesta vasodilatadora activada por ACh (inducida 15 min después del tratamiento con
capsaicina), se analizd después del tratamiento con indometacina (10 uM). (B) Relajacion
maxima inducida por ACh. Los nimeros en las barras indican el valor de n. ACh: acetilcolina;
Caps: capsaicina; Indo: indometacina. ** = P < 0,01 versus Control; n.s. = no significativo.
Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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Para evaluar el progreso en el tiempo de la inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO,
se analizd la respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) en mesenterios pre-
contraidos con KCI (70 mM), antes y 15 6 60 min después de la estimulacion con capsaicina o
su vehiculo (Figura 12A). En todos estos experimentos, los mesenterios fueron tratados con
indometacina (10 pM) para observar los cambios en la vasodilatacion mediada por NO sin la
interferencia del componente compensatorio dependiente de prostaglandinas (Figura 12A). El
tratamiento con el vehiculo no afecté la magnitud de la respuesta vasodilatadora dependiente
de NO inducida por ACh (Figura 12B). En contraste, después del tratamiento con capsaicina,
la vasodilatacion inducida por ACh disminuy6 progresivamente (Figura 12B). El tratamiento
con capsaicina no afect6 la respuesta vasodilatadora inducida por SNAP (300 nM) (Figura 13

AyB).

Para confirmar la participacion de los nervios sensoriales perivasculares en la inhibicion de la
vasodilatacion dependiente de NO, se evalud la respuesta vasodilatadora inducida por ACh
(100 nM) en arterias mesentéricas denervadas y en arterias mesentéricas intactas con la
operacion de denervacion simulada (Sham). Para este fin, primero se evalu6 la vasodilatacion
inducida por capsaicina para confirmar la eficacia del protocolo de denervacion de la red
arterial mesentérica. En este contexto, la estimulacion con capsaicina (1 pM) indujo una
potente vasodilatacion en la red arterial mesentérica Sham con los nervios intactos (Figura
14A). En contraste, capsaicina no evoco relajacion en las arterias mesentéricas denervadas
(Figura 14A). Consistente con esto, la inmunofluorescencia de CGRP mostré que los nervios
perivasculares estaban fragmentados 7 dias después del proceso quirtrgico de denervacion

(Figura 14B).
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FIGURA 12. La inhibicion causada por capsaicina de la vasodilatacion dependiente de NO
ocurre de manera progresiva en el tiempo. La respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100
nM) se evalud en la red arterial mesentérica pre-contraida con KCI (70 mM). (A) Esquema del
protocolo experimental. La vasodilatacion inducida por ACh se evaluo antes (control) y
después de 15 y 60 min de finalizada la estimulacién transitoria (20 min) con capsaicina (1
uM) o su vehiculo. En esta serie de experimentos, los mesenterios fueron tratados con
indometacina (10 uM) 15 min antes de cada estimulaciéon con ACh. (B) Relajacion maxima
inducida por ACh. ACh: acetilcolina; Indo: indometacina; Caps: capsaicina. ** = P < 0,01
versus Control. *** = P < 0,001 versus Control. Estadistica: ANOVA de una via y test post

hoc Newman Keuls.
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FIGURA 13. El tratamiento con capsaicina no afecta la accion del NO sobre el musculo liso.
La respuesta vasodilatadora inducida por SNAP (300 nM) se evalu6 en la red arterial
mesentérica pre-contraida con KCl (70 mM). (A) Esquema del protocolo experimental. La
vasodilatacion inducida por SNAP se evalu6 antes (control) y después de 15 6 60 min de
finalizada la estimulacion transitoria (20 min) con capsaicina (1 pM) o su vehiculo. (B)
Relajacion maxima inducida por SNAP. Notar que el tratamiento con capsaicina no afect6 la
relajacion inducida por SNAP. SNAP: s-nitroso acetil penicilamina; Caps: capsaicina.
Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 14. Capsaicina no afecta la respuesta vasodilatadora dependiente de NO en la red
arterial mesentérica denervada. La red arterial mesentérica se denervd mediante la aplicacion
de fenol en la superficie de la pared de la arteria mesentérica superior. La efectividad del
protocolo de denervacion se muestra en A y B. (A) Curso temporal de la respuesta
vasodilatadora inducida por capsaicina (1 uM) en arterias intactas con denervacién simulada
(Sham) y en arterias denervadas. (B). Inmunofluorescencia para CGRP en arterias intactas y
en arterias denervadas. La flecha delgada indica una fibra sensorial perivascular intacta. Las
flechas gruesas sefialan fragmentos dispersos de fibras sensoriales perivasculares, lo cual
indica la fragmentacion y degradacion de la misma. (C) Relajacion inducida por ACh (100
nM) en la red arterial mesentérica intacta (Sham) y denervada, pre-contraida con 70 mM KCI.
La respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue evaluada antes (control) y 15 y 60 min
después del tratamiento de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 uM, 20 min). En esta
serie de experimentos, los mesenterios fueron tratados con indometacina 15 min antes de cada
estimulacion con ACh. Notar que en la red arterial denervada el tratamiento con capsaicina no
inhibe la vasodilatacion dependiente de NO. * = P < 0,05 versus Control; *** = P < 0,0001
versus Sham. Estadistica figura A: ANOVA de dos vias y test post hoc Newman Keuls.
Estadistica figura C: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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Como se esperaba, en la red arterial mesentérica intacta (Sham), el tratamiento con capsaicina
inhibid la vasodilatacion inducida por ACh dependiente de NO imitando lo observado en la
figura 12B (Figura 14C). En contraste, en arterias mesentéricas denervadas el tratamiento con

capsaicina no afecto la respuesta vasodilatadora dependiente de NO (Figura 14C).

1.2 La activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares conduce a un

incremento progresivo de la produccion de superoxido.

Para evaluar si la activacion de las fibras sensoriales con capsaicina conlleva a un incremento
del estrés oxidativo, se analiz6 la produccién de superoxido en la red arterial mesentérica
tratada con capsaicina. Notablemente, 15 y 60 min después de la estimulacién con capsaicina,
la produccion de superdéxido aumenté de manera progresiva (Figura 15 A y B).
Adicionalmente, el tratamiento con capsaicina condujo a un incremento en la produccioén de

superoxido durante el periodo de estimulacion (datos no mostrados).
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FIGURA 15. El tratamiento con capsaicina produce un incremento en la produccion de
superoxido a lo largo del tiempo. El superoxido del perfusado de la red arterial mesentérica
fue detectado usando la proteina sensible a superdxido folasina. (A) Esquema del protocolo
experimental, indicando la relacion temporal del periodo de estimulacion con capsaicina (1
uM, 20 min) y las muestras analizadas. Se analiz6 un total de tres muestras (M1, M2, y M3)
de cada mesenterio. La primera muestra (M1) se tomo antes de la estimulacion con capsaicina
(control); la segunda y tercera muestra (M2 y M3) se tomaron 15 y 60 min después de la
estimulaciéon con capsaicina, respectivamente. (B) Cuantificacion de la produccion del
superoxido. Caps: capsaicina. UA: unidades arbitrarias. ** = P < 0,01 versus Control; ¥ =P <
0,05 versus minuto 15 (segunda barra). Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc
Newman Keuls.
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1.3 Los nervios sensoriales perivasculares regulan la actividad de la eNOS.

Para confirmar que la inhibicion inducida por capsaicina de la vasodilatacion mediada por NO
se debe a una disminucién de la produccion de NO, se midi6 la liberacion de NO de la red
arterial mesentérica estimulada con ACh (100 nM) usando un electrodo sensible a NO (Figura
16 A y B). El tratamiento con el vehiculo de la capsaicina no afect6 la magnitud de la
produccion de NO inducida por ACh (Figura 16C). No obstante, la producciéon de NO se
redujo progresivamente a los 15 y 60 min después del tratamiento con capsaicina (Figura
16C). Mas aun, la produccion de NO inducida por ACh fue indetectable 60 min después de la

estimulacion con capsaicina (Figura 16C).

Como el CGRP es el principal neurotransmisor de los nervios sensoriales perivasculares en las
arterias de resistencia, se decidio evaluar si el CGRP inhibe la senalizacion del NO en células
endoteliales aisladas, imitando de esta manera el efecto de capsaicina en los vasos. En este
contexto, se analizd la produccion de NO inducida por ACh (100 nM) en un cultivo primario
de células endoteliales mesentéricas. Las mediciones se realizaron 1 hora después de la
estimulacion transitoria (20 min) de las células con CGRP (100 nM) o su vehiculo (Figura
17A). El CGRP indujo un incremento significativo en la produccion de NO durante el periodo
de estimulacion (Figura 17B). Una hora después del tratamiento con el vehiculo de CGRP,
ACh incremento la produccion de NO en el cultivo celular. No obstante, consistente con lo
observado en arterias intactas, la estimulacion con CGRP condujo a una potente inhibicion de

la produccion de NO inducida por ACh (Figura 17C).



99

A0 Vehiculo
0 caps Tiempo
T T T T (min)
Control .20 0 15 60
C [ Vehiculo (n=7)
Il Capsaicina (n=5)
1204 Después del tratamiento
=
g 90'
©
5 60- *
o
Z 304
*
0

Control 15 min 60 min

FIGURA 16. E! tratamiento con capsaicina conduce a la inhibicion progresiva de la
produccion de NO. La produccion de NO se midio con un electrodo sensible y especifico para
NO. (A) Registro representativo de la deteccion del NO producido por la reduccion de
concentraciones conocidas de nitrito (ver el punto 10 de la seccion de materiales y métodos).
(B) Esquema del protocolo experimental. Las muestras del perfusado de la red arterial
mesentérica se recolectaron durante la aplicacion de ACh (100 nM) antes del tratamiento con
capsaicina (1 uM, 20 min) o su vehiculo y 15 6 60 min después. (C) Cuantificacién de la
produccion de NO inducida por ACh. ACh: acetilcolina; Caps: capsaicina; NO: ¢xido nitrico *
=P < 0,05 versus Control. Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 17. La estimulacion con CGRP inhibe la produccion de NO en células endoteliales.
La produccion de NO inducida por ACh (100 nM) o CGRP (100 nM) se analiz6 en un cultivo
primario de células endoteliales mesentéricas. E1 NO se detectd usando un electrodo sensible a
NO. (A) Esquema del protocolo experimental. La producciéon de NO inducida por ACh fue
medida 1 h después de la estimulacion transitoria (20 min) con CGRP o su vehiculo. La
muestra fue obtenida durante el periodo de estimulacion con ACh. Una muestra adicional (M)
fue recolectada al final del periodo de estimulaciéon con CGRP. (B) Cuantificacion de la
producciéon de NO inducida por CGRP y su vehiculo. (C) Cuantificacion de la produccion de
NO inducida por ACh 1 h después del tratamiento con CGRP o su vehiculo. * = P < 0,05
versus Vehiculo; ** =P < 0,001 versus Vehiculo. Estadistica: test de t-student no pareado.
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La actividad de la eNOS es regulada por fosforilacion. Por lo tanto, para evaluar si la
reduccion en la produccion del NO causada por la estimulacion con capsaicina se asocia con
cambios en la fosforilacion de la eNOS, se evalud el estado de fosforilacion de la eNOS en los
residuos serina 1177 y treonina 495 en arterias intactas. Notablemente, el nivel de
fosforilacion en el residuo serina 1177, pero no en treonina 495 fue reducido drasticamente 1

hora después de terminada la estimulacion con capsaicina (Figura 18 A-C).

La produccion de NO activada por ACh es mediada por un incremento en la concentracion del
calcio intracelular. Para evaluar si el CGRP regula la sefializacion de Ca®" activada por ACh se
utilizd un cultivo de células endoteliales aisladas de la red vascular mesentérica. En esta
preparaciéon se midieron los cambios del Ca*" intracelular 1 h después del tratamiento con
CGRP (100 nM, 20 min) o su vehiculo. En condiciones control (i.e. después del tratamiento
con el vehiculo del CGRP), ACh (I uM) evocod un incremento transitorio inicial de la
concentracion de Ca>" que luego disminuyd y se estabilizé en un nivel notoriamente mas bajo,
pero sobre la basal (Figura 19 A y B). En contraste, el tratamiento con CGRP abolid

completamente el aumento de la concentracion de Ca** inducido por ACh (Figura 19 A y B).
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FIGURA 18. El tratamiento con capsaicina reduce el nivel de fosforilacion de la eNOS en el
residuo serina 1177. (A) Esquema del protocolo experimental. Los mesenterios fueron
homogenizados 1 h después de la estimulacion transitoria (20 min) con capsaicina (I uM) o
con su vehiculo y se cuantificaron los cambios en los niveles de fosforilacion de la eNOS en
serina 1177 (P-eNOS*"'"") y treonina 495 (P-eNOS™*”). (B) Analisis del nivel de
fosforilacion de la eNOS en serina 1177. (C) Analisis del nivel de fosforilacion de la eNOS en
treonina 495. Los paneles superiores muestran Western blot representativos. Los paneles
inferiores presentan el andlisis densitométrico de un total de tres experimentos. Caps:

capsaicina; WB: Western blot. * = P < 0,05 versus Vehiculo. Estadistica: test de t-student no
pareado.
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FIGURA 19. El tratamiento con CGRP inhibe la senializacion de calcio activada por ACh. El
cambio en los niveles de calcio intracelular se evalué en un cultivo primario de células
endoteliales aisladas de la red vascular mesentérica usando el indicador fluorescente Fluo-4.
La sefial de calcio activada por ACh (1 uM) fue evaluada 1 h después de tratar las células por
20 min con CGRP (100 nM) o su vehiculo. (A) Imagenes representativas de la senal de
fluorescencia de Fluo-4 tomadas durante el periodo basal y 15 y 45 segundos después de la
estimulacion con ACh. (B) Analisis del curso temporal de los cambios de la fluorescencia de

Fluo-4. *** = P < (0,0001 versus Vehiculo. Estadistica: ANOVA de dos vias y test post hoc
Newman Keuls.
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1.4 La inhibicion de la eNOS causada por la activacion de los nervios sensoriales

perivasculares es mediada por los receptores CGRP-1.

En los mesenterios tratados con capsaicina en presencia del antagonista del receptor CGRP-1,
el CGRPs 37, la L-NA elimin6 la respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) que se
observd 1 h después de terminado el tratamiento (Figura 20 A y B). En estas condiciones,
indometacina no afect6 la vasodilatacion inducida por ACh (Figura 20B). Ademas, el CGRPs.
37 también previno la reduccion del nivel de fosforilacion de la eNOS en serina 1177
observado 1 h después de la estimulacién con capsaicina (Figura 20 C y D). No se detectaron
cambios en la fosforilacion de la eNOS en treonina 495 1 h después del tratamiento con
capsaicina mas el péptido CGRPs.3;7 (datos no mostrados). Estos resultados confirman que la
inhibicion de la sefializacion del NO inducida por capsaicina es mediada por la liberacion de

CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares (sensibles a capsaicina).
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FIGURA 20. El receptor CGRP-1 media la inhibicion de la serializacion del NO causada por
el tratamiento con capsaicina. (A) Esquema del protocolo experimental de (B). La relajacion
inducida por ACh (100 nM) se evalu6 en mesenterios pre-contraidos con KCI (70 mM) 1 h
después de la estimulacion con capsaicina en presencia de CGRPg_37 (300 nM). La relajacion
activada por ACh se evalu6 en condiciones control (panel superior) o en presencia de L-NA o
indometacina (panel inferior). (B) Cuantificacion de la relajacion méaxima inducida por ACh.
(C) Esquema del protocolo experimental de (D). La fosforilacion de la eNOS se evalud por
Western blot en mesenterios homogenizados 1 h después del tratamiento con el vehiculo de la
capsaicina (panel superior) o 1 h después del tratamiento con capsaicina en presencia de
CGRPg 37 (panel inferior). (D) Analisis de la fosforilaciéon de la eNOS en el residuo serina
1177. En el panel superior se muestra un Western blot representativo. En el panel inferior se
muestra el andlisis densitométrico. Notar que el bloqueo del receptor de CGRP previno la
inhibicién de la vasodilatacion dependiente de NO, la activacion de la vasodilatacion sensible
a indometacina y la reduccién de la fosforilacion de la eNOS en el residuo serina 1177
causada por el tratamiento con capsaicina. Caps: capsaicina; L-NA: N®-nitro-L-arginina; Indo:
indometacina; ACh: acetilcolina; WB: Western blot. ** = P < (0,01 versus Control. Estadistica
figura B: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls. Estadistica figura D: test de t-
student no pareado.
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2 Las fibras sensoriales perivasculares regulan la funcion endotelial mediante la

activacion de los canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas.

2.1 Los nervios sensoriales perivasculares controlan la activacion de los canales formados

por Panx-1.

El cambio en la permeabilidad de la membrana celular a través de canales tales como los
formados por panexinas y hemicanales formados por conexinas se evalué mediante la
captacion de etidio (Figura 21A). En condiciones control, la sefial fluorescente del colorante
etidio fue casi indetectable en las arterias mesentéricas (Figura 21 B y C). En contraste,
capsaicina (1 pM) indujo un fuerte incremento en la captacion de etidio durante el periodo de
estimulacion (Figura 21 B y C). Probenecid, un inhibidor de los canales formados por Panx-1
previno completamente la captacion inducida por capsaicina (Figura 21 B y C).
Consistentemente, la captacion inducida por capsaicina no fue afectada por lantano, un

bloqueador de los hemicanales formados por conexinas (Figura 21 B y C).
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FIGURA 21. Capsaicina incrementa la permeabilidad de la membrana de las células de la
pared vascular a través de la activacion de los canales formados por Panx-1. La activacion de
los canales de Panx-1 o de los hemicanales formados por conexinas se evalu6 mediante la
técnica de captacion de colorante en la red arterial mesentérica. (A) Esquema del protocolo
experimental. El colorante bromuro de etidio (5 uM) se perfundié durante la estimulacion con
capsaicina (I pM, 20 min) o su vehiculo, en presencia o ausencia de La’" (200 uM,
bloqueador de hemicanales formados por conexinas) o probenecid (I mM, bloqueador de
canales de Panx-1). Después de un periodo de lavado (20 min), se aislaron arterias de
resistencia y se detectd la captacion del etidio en la pared vascular. (B) Imagenes
representativas de la captacion de etidio en las arterias mesentéricas. Paneles 1, 3, 5y 7:
Iméagenes de campo claro de los vasos correspondientes a las imagenes 2, 4, 6 y 8,
respectivamente. (C) Cuantificacion de los datos mostrados en (B). Los numeros entre
paréntesis o en las barras indican el valor de n. Veh: vehiculo; Caps: capsaicina; BrEt:
bromuro de etidio; Prob: probenecid; UA: unidades arbitrarias. * = P < 0,05 versus Vehiculo
(primera barra). Estadistica: ANOVA de una via.
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Para confirmar la participacion de los nervios sensoriales perivasculares en la captacion de
etidio inducida por capsaicina, se evaluo la captacion de etidio en arterias mesentéricas
intactas (Sham) y denervadas. Como se esperaba, en la red arterial mesentérica de animales
Sham, capsaicina indujo un considerable aumento en la captacion de etidio (Figura 22 A y B).
En contraste, en arterias mesentéricas denervadas, capsaicina no indujo un aumento en la
captacion de etidio (Figura 22 A y B). Consistente con la participacion de los nervios
sensoriales perivasculares, la estimulacion con CGRP exo6geno (100 nM) indujo un
considerable aumento en la captacion de etidio en arterias mesentéricas, lo cual fue
completamente prevenido con probenecid (Figura 23 A y B). La estimulacién de la red arterial
mesentérica con substancia P (100 nM) no evocd cambios detectables en la permeabilidad de

la membrana celular al colorante etidio (Figura 2A en paper adjunto, ver apéndice I).

2.2 La apertura de los canales formados por Panx-1 inducida por la activacion de los

nervios sensoriales perivasculares se produce en el endotelio vascular.

Para evaluar si la activacion de las fibras sensoriales perivasculares induce la apertura de los
canales de Panx-1 en las células endoteliales o en las células musculares de la pared vascular,
se analizo la captacion del colorante amarillo de lucifer. A diferencia del etidio, el amarillo de
lucifer marca la célula completa y es impermeable a través de las uniones comunicantes
mioendoteliales (Little ez al., 1995). Al igual que el etidio, no se detectd captacion de amarillo
de lucifer en condiciones control (Figura 24). Sin embargo, la estimulacidon con capsaicina (1
uM, 20 min) o CGRP (100 nM, 10 min) increment6 la captacion del colorante de manera

considerable (Figura 24).
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FIGURA 22. Capsaicina no incrementa la permeabilidad de membrana en la pared vascular
de vasos denervados. El cambio en la permeabilidad de la membrana a través de canales tales
como los formados por Panx-1 se evalué mediante la perfusion de bromuro de etidio (5 pM)
durante la estimulacion con capsaicina (1uM, 20 min). La red arterial mesentérica se denervo
mediante la aplicacion de fenol en la superficie de la pared de la arteria mesentérica superior.
La efectividad del protocolo de denervacion se muestra en la figura 14 A y B. (A) Imagenes
representativas de la captacion de etidio en arterias mesentéricas intactas de ratas Sham y
denervadas. Paneles 1, 3 y 5: Imagenes de campo claro de las imagenes 2, 4 y 6,
respectivamente. (B) Resumen de los datos mostrados en (A). Los nimeros entre paréntesis o
en las barras indican el valor de n. Caps: capsaicina; UA: unidades arbitrarias. *** = P <
0,0001 versus Vehiculo (primera barra). Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc
Newman Keuls.
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FIGURA 23. CGRP aumenta la permeabilidad de las células de la pared vascular mediante
la activacion de los canales formados por Panx-1. El cambio en la permeabilidad de la
membrana a través de canales tales como los canales compuestos por Panx-1 se evaluo
mediante la perfusion de bromuro de etidio (5 uM) durante la estimulacion con CGRP (100
nM, 5 min) o su vehiculo. (A) Imagenes representativas de la captacion de etidio en las
arterias mesentéricas. Los paneles 1, 3 y 5 muestran las imagenes de campo claro de las
figuras 2, 4 y 6, respectivamente. (B) Andlisis de los datos mostrados en (A). Los nimeros
entre paréntesis o en las barras indican el valor de n. Prob: probenecid; UA: unidades
arbitrarias. *** =P <0,0001 versus Vehiculo (primera barra). Estadistica: ANOVA de una via
y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 24. La captacion del colorante amarillo de lucifer inducida por capsaicina o CGRP
se restringe al endotelio vascular. El colorante amarillo de lucifer (30 uM) fue perfundido en
la red arterial mesentérica durante la estimulacion con capsaicina (1 uM, 20 min), CGRP (100
nM, 10 min), o sus respectivos vehiculos. Notar que la captacion de amarillo de lucifer
inducida por capsaicina y CGRP se restringe principalmente a las células endoteliales, las
cuales estan dispuestas de manera paralela al eje longitudinal del vaso. En esta figura las
arterias estan dispuestas de forma vertical.
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Notablemente, la captacion del amarillo de lucifer se restringi6é principalmente a las células
endoteliales, que se encuentran dispuestas de manera paralela al eje longitudinal del vaso

(Figura 24).

Para confirmar que el CGRP abre los canales de Panx-1 en las células endoteliales, se evalud
la tasa de captacion de etidio en un cultivo primario de células endoteliales aisladas de los
vasos mesentéricos. Confirmando su selectividad por los nervios perivasculares, la
estimulacion con capsaicina (1 pM) no afectd la tasa de captacion basal de etidio en las células
endoteliales (Figura 25 A y B). Sin embargo, la estimulacion con CGRP (100 nM) incrementd
de manera consistente la captacion del etidio, lo cual se previno con el péptido CGRPg.3;
(Figura 25 A y B). Ademas, la captacion inducida por CGRP fue completamente prevenida

por probenecid o el péptido mimético de Panx-1, °panx (Figura 25B).

2.3 Los canales de Panx-1 juegan un papel clave en la inhibicion de la sefializacion del NO

causada por el CGRP.

En mesenterios pre-contraidos con KCI, probenecid previno la inhibicion de la vasodilatacion
inducida por ACh observada 15 min después del tratamiento con capsaicina (Figura 26A).
Adicionalmente, 1 h después del tratamiento con capsaicina en presencia de probenecid, la
respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue completamente bloqueada por L-NA y no fue

afectada por indometacina (Figura 26B).
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FIGURA 25. CGRP incrementa la permeabilidad de la membrana de células endoteliales
mediante la activacion de los canales de Panx-1. El cambio en la permeabilidad de la
membrana a través de canales como los formados por Panx-1 se evalu6 mediante la técnica de
captacion de etidio. Las células se estimularon con capsaicina (1 uM), CGRP (100 nM) o el
vehiculo de CGRP. Adicionalmente, la estimulacion con CGRP se realizd en presencia de
CGRPg.37 (10 pM), probenecid (1 mM) o °panx (60 uM). (A) Curso temporal de la captacion
de etidio inducida por capsaicina, CGRP o el vehiculo de CGRP. (B) Andlisis de la tasa de
captacion de etidio (pendiente de las curvas) del periodo basal (barras blancas) y del periodo
de estimulacion (barras negras). Notar que la estimulacion con capsaicina no afecta la tasa de
captacion de etidio en las células endoteliales. Los nimeros en las barras indican el valor de n.
Caps: capsaicina; Prob: probenecid; Et: etidio; UA: unidades arbitrarias. ** = P < 0,01 versus
Basal; *** = P < 0,001 versus Vehiculo. Estadistica figura A: ANOVA de dos vias y test post
hoc Newman Keuls. Estadistica figura B: test de t-student pareado.
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FIGURA 26. Los canales de Panx-1 participan en la inhibicion del componente
vasodilatador dependiente de NO causado por el tratamiento con capsaicina. La respuesta
vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se evalué en la red arterial mesentérica pre-
contraida con KCl (70 mM). La vasodilatacion inducida por ACh se evalu6 15 min (A) y 1 h
(B) después del tratamiento con capsaicina en presencia de probenecid (1 mM). El control en
la figura A corresponde a la vasodilatacion inducida por ACh antes de la estimulacion de la
red arterial mesentérica con capsaicina. Notar que el tratamiento con probenecid previene la
inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO observada a los 15 min y 1 h después del
tratamiento con capsaicina. Caps: capsaicina; L-NA: N“-nitro-L-arginina; Indo: indometacina;
Prob: probenecid. ** = P < 0,01 versus Control; n.s. = no significativo. Estadistica figura A:
test de t-student pareado. Estadistica figura B: ANOVA de una via y test post hoc Newman
Keuls.
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Para confirmar si los canales de Panx-1 participan en la inhibicion de la sefalizacion del NO,
se analiz6 la produccion de NO en la red arterial mesentérica tratada con capsaicina en
presencia del bloqueador de los canales de Panx-1, el '°panx. La aplicacién del °panx previno
la inhibicion de la produccion de NO inducida por ACh (100 nM) observada 15 y 60 min
después del tratamiento con capsaicina (Figura 27). Consistente con lo observado en arterias
intactas, la inhibicion de la produccion de NO en las células endoteliales causada por el

tratamiento con CGRP se previno con los péptidos CGRPg 37 y '°panx (Figura 28).

Consistente con lo anterior, en la red arterial mesentérica tratada con probenecid, capsaicina
no afectd la fosforilacion de la eNOS en la serina 1177 (Figura 29) o en la treonina 495 (datos
no mostrados). Mas atin, el bloqueo de los canales de Panx-1 con '°panx previno la abolicion
de la sealizacion de Ca®" activada por ACh observada 1 h después del tratamiento de las

células endoteliales con CGRP (Figura 30 A y B).
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FIGURA 27. Los canales formados por Panx-1 juegan un papel clave en la inhibicion de la
produccion de NO causada por el tratamiento con capsaicina. La produccion de NO inducida
por ACh (100 nM) se evalud en mesenterios tratados con capsaicina en presencia de '’panx
(60 uM). Las muestras se tomaron antes (control) y 15 6 60 min después del tratamiento.
Caps: capsaicina. Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 28. Los canales formados por Panx-1 median la inhibicion de la produccion de NO
inducida por CGRP en células endoteliales. La produccion de NO inducida por ACh (100
nM) se analizd en un cultivo primario de células endoteliales mesentéricas. El1 NO se detecto
usando un electrodo sensible a NO. La producciéon de NO inducida por ACh fue medida 1 h
después de la estimulacion transitoria (20 min) con CGRP (100 nM) o su vehiculo en ausencia
o presencia de CGRPs37 (10 uM) o '“panx (60 pM). Los resultados se expresan como
porcentaje respecto al NO producido por ACh 1 h después del vehiculo. Los nimeros en las
barras indican el valor de n. * = P < 0,05 versus Vehiculo (primera barra); n.s. = no
significativo. Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 29. Los canales formados por Panx-1 juegan un papel clave en el control de la
fosforilacion de eNOS causada por el tratamiento con capsaicina. Los niveles de fosforilacion
de la eNOS en serina 1177 fueron analizados en la red vascular mesentérica en condiciones
control o 1 h después del tratamiento con capsaicina (I pM, 20 min) en presencia de
probenecid (1 mM). En el panel superior se muestra un Western blot representativo y en el

inferior el analisis densitométrico. Caps: capsaicina; Prob: probenecid. Estadistica: test de t-
student no pareado.
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FIGURA 30. El bloqueo de los canales de Panx-1 previene la abolicion de la serial de calcio
activada por ACh. El cambio en los niveles globales de calcio intracelular se evalu6 en un
cultivo primario de células endoteliales aisladas de la red vascular mesentérica usando el
indicador fluorescente Fluo-4. La sefal de calcio activada por ACh (1 uM) fue evaluada 1 h
después de tratar las células por 20 min con CGRP (100 nM), su vehiculo, o CGRP en
presencia de °panx (60 pM). (A) Curso temporal de los cambios de la fluorescencia de Fluo-
4. (B) Respuesta maxima (neta) inducida por ACh. Los numeros entre paréntesis o en las
barras indican el valor de n. ACh: acetilcolina. * = P < 0,05 versus Vehiculo (primera barra en
figura B). *** = P < 0,0001 versus Vehiculo. Estadistica figura A: ANOVA de dos vias y test
post hoc Newman Keuls. Estadistica figura B: ANOVA de una via y test post hoc Newman
Keuls.
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2.4 La activacion del receptor CGRP-1 conduce a un incremento prolongado de la
permeabilidad de la membrana endotelial a través de los canales de Panx-1 y de los

hemicanales formados por conexinas.

Para determinar si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares conduce a la
activacion prolongada de los canales formados por Panx-1, se perfundid el colorante bromuro
de etidio 1 hora después de la estimulacion transitoria de la red arterial mesentérica con CGRP
(100 nM, 5 min), capsaicina (1 pM, 20 min) o sus respectivos vehiculos (Figura 31A). Como
se esperaba, no se detectd captacion de etidio en las arterias mesentéricas estimuladas
previamente con los vehiculos (Figura 31 B y C). Sin embargo, la sefial fluorescente del etidio
fue claramente detectada 1 hora después de la estimulacion con el CGRP o la capsaicina
(Figura 31 B y C). La captacioén observada 1 hora después de la estimulacion con capsaicina
fue sensible al tratamiento con lantano o probenecid (Figura 31 B y C). Notablemente, la
perfusion de CGRPs3; o probenecid durante la estimulacion con capsaicina previno
completamente la captacion de etidio observada 1 hora después del tratamiento con capsaicina

(Figura 32 A-C).



123

s ’Jg
i

AN

b
fr»
0

'

CGRP BrEt

Veh/caps  probota”

Tiempo
I LI I I I - H
20 -5 0 60 80 100 (Mim
40, CGRP
%\ . Capsaicina
< 304 *%
.0
_'9 4
so 1
1
©
C
0
E 104
o
A (4) |5 |8]| |4] |4
© 0{
Prob - - -+ -




124

FIGURA 31. El tratamiento con CGRP y capsaicina produce un incremento prolongado de la
permeabilidad de las células de la pared vascular a través de los canales formados por Panx-
1 y de los hemicanales formados por conexinas. El cambio en la permeabilidad de la
membrana a través de canales tales como los formados por conexinas o Panx-1 fue evaluado
mediante la captacion de etidio. (A) Esquema del protocolo experimental. En esta serie de
experimentos, el bromuro de etidio (5 uM) fue perfundido 1 hora después de la estimulacion
transitoria con CGRP (100 nM, 5 min), capsaicina (1 uM, 20 min) o el vehiculo de la
capsaicina (20 min). Probenecid (1 mM) y La’* (200 uM) fueron aplicados 15 min antes de la
perfusion del bromuro de etidio. (B) Imégenes representativas de la captacion de etidio. Los
paneles 1, 3, 5, 7 y 9 corresponden a las imégenes de campo claro de los vasos mostrados en 2,
4, 6, 8 y 10, respectivamente. (C) Resumen de los datos mostrados en (B). Los niumeros entre
paréntesis o en las barras indican el valor de n. Veh: Vehiculo; Caps: capsaicina; Prob:
probenecid; BrEt: bromuro de etidio; UA: unidades arbitrarias. * = P < 0,05 versus Vehiculo
(primera barra); ** = P < (0,01 versus Vehiculo (primera barra). Estadistica: ANOVA de una
via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 32. La estimulacion del receptor CGRP-1 conduce a la activacion prolongada de
los canales de Panx-1y al reclutamiento de los hemicanales de conexina en la pared vascular.
El cambio en la permeabilidad de la membrana a través de canales tales como los formados
por conexina o Panx-1 fue evaluado mediante la captaciéon de etidio. (A) Esquema del
protocolo experimental. El bromuro de etidio (5 uM) se perfundié 1 hora después de
terminada la estimulacion transitoria (20 min) con capsaicina (1 uM) o su vehiculo. CGRPg 37
(300 nM) o probenecid (1 mM) fueron aplicados 15 min antes de la perfusion de la capsaicina
y durante todo el periodo de estimulacion. (B) Imégenes representativas de la captacion de
etidio en las arterias mesentéricas. Los paneles 1, 3, 5 y 7 corresponden a las imagenes de
campo claro de las figuras 2, 4, 6 y 8, respectivamente. (C) Resumen de los datos mostrados
en (B). Los nimeros entre paréntesis o en las barras indican el valor de n. Caps: capsaicina;
Prob: probenecid; UA: unidades arbitrarias. *** = P < 0,0001 versus Vehiculo (primera
barra). Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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El CGRP induce la produccion de NO en células endoteliales durante el periodo de
estimulacion (Figura 17B). Consistente con esto, la estimulacion de la red arterial mesentérica
con el donador de NO, SNAP (300 nM), indujo un robusto incremento en la captacion de
etidio en las arterias mesentéricas (Figura 33 A-C). Sin embargo, 15 min después del lavado
del SNAP no se detectd captacion de etidio, sugiriendo que a diferencia del CGRP, el
incremento en la permeabilidad de la membrana inducido por SNAP es transitorio (Figura 33

ByC).

Una hora después de la estimulacion con el vehiculo de la capsaicina, las arterias mesentéricas
no captaron el colorante amarillo de lucifer (Figura 34). Sin embargo, el tratamiento con
capsaicina (1 uM) o CGRP (100 nM) condujo a un considerable incremento en la captacion
del amarillo de lucifer 1 h después de la estimulacion (Figura 34). Notablemente, el amarillo
de lucifer captado 1 h después de CGRP o capsaicina se distribuy6 principalmente en el

endotelio de la pared vascular (Figura 34).
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FIGURA 33. El NO induce un incremento transitorio en la permeabilidad de la membrana de
las células de la pared vascular. (A) Esquema del protocolo experimental. El colorante
bromuro de etidio se perfundi6é en la red arterial mesentérica durante la estimulacion con
SNAP (300 nM, 5 min) o con su vehiculo (panel superior), o durante el lavado (15 min
después de la estimulaciéon con SNAP) (panel inferior). (B) Iméagenes representativas de la
captacion de etidio en arterias mesentéricas. Los paneles 1, 3 y 5 corresponden a las imagenes
de campo claro de las figuras 2, 4 y 6, respectivamente. (C) Resumen de los datos mostrados
en (B). BrEt: bromuro de etidio; SNAP: s-nitroso acetil penicilamina; V: vehiculo; S: SNAP;
P-S: post SNAP; UA: unidades arbitrarias. ** = P < 0,01 versus Vehiculo (primera barra); # =
P < 0,01 versus post SNAP (tercera barra). Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc
Newman Keuls.
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1h después del vehiculo 1h después de caps 1h después de CGRP

FIGURA 34. La captacion de colorante inducida por el tratamiento con capsaicina o CGRP
se restringe principalmente al endotelio vascular. El colorante amarillo de lucifer (30 uM) se
perfundio en la red arterial mesentérica 1 hora después de terminada la estimulacion transitoria
con capsaicina (1 uM, 20 min), CGRP (100 nM, 5 min), o el vehiculo de la capsaicina (20
min). Notar que la captacion del amarillo de lucifer se restringe principalmente a las células
endoteliales, las cuales se disponen de manera paralela al eje longitudinal del vaso. En esta
figura las arterias estan dispuestas de forma vertical. Caps: capsaicina.
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2.5 Los hemicanales formados por conexinas juegan un papel importante en la inhibicion
de la seiializacion del NO causada por la activacion de los nervios sensoriales

perivasculares.

Considerando que la actividad prolongada de los hemicanales formados por conexinas puede
ser nociva para la célula, se evalu¢ si la activacion de los hemicanales formados por conexina
participa en la inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO causada por el tratamiento
con capsaicina. Para este fin, se bloquearon los hemicanales de conexina durante la
estimulacién con capsaicina. En mesenterios pre-contraidos con KCI, la aplicacién de La®*
durante el tratamiento con capsaicina no afectd la inhibicién temprana de la vasodilatacion
inducida por ACh (100 nM) (Figura 35A). Sin embargo, una hora después del tratamiento con
capsaicina, el tratamiento con La’" si previno la inhibicién de la sefializacion del NO, pues la
respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue abolida con L-NA y fue insensible a

indometacina (Figura 35B).

2.6 La liberacion de CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares induce la activacion

de los canales de Panx-1 a traves de la via PKA-NO.

La captacion de etidio inducida por capsaicina (1 pM) en las arterias de resistencia fue
completamente prevenida por el CGRPg37, el KT-5720 (inhibidor de la PKA), y la L-NA
(Figura 36 A-C). Consistente con estos resultados, la captacion inducida por CGRP (100 nM)

también fue prevenida totalmente por el CGRPs 37, el KT-5720, y la L-NA (Figura 37 A y B).



130

>
o

60- n=4 40- n=4

Despues de { 1h después de Caps

caps + La +La%
S
S 40- <
5 - *ek 5 1 1
XS "G 204
@® @©
T g 1 T
© i ©
o’ o 10-

*%*
0
Control 15 min Control L-NA Indo

FIGURA 35. Los hemicanales formados por conexinas participan en la inhibicion del
componente vasodilatador dependiente de NO causado por el tratamiento con capsaicina. La
respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se evalu6 en la red arterial mesentérica
pre-contraida con KCI (70 mM). La vasodilatacién inducida por ACh se evalu6 15 min (A) y 1
h (B) después del tratamiento con capsaicina en presencia de La’" (200 uM). El control en la
figura A corresponde a la vasodilatacion inducida por ACh antes de la estimulacion de la red
arterial mesentérica con capsaicina. Notar que el tratamiento con La®* previene la inhibicion
de la vasodilatacion dependiente de NO detectada 1 h después de la estimulacion con
capsaicina, pero no la inhibicidn de la vasodilatacion-mediada por NO observada a los 15 min.
Caps: capsaicina; L-NA: N®-nitro-L-arginina; Indo: indometacina. ** = P < 0,01 versus
Control. Estadistica figura A: test de t-student pareado. Estadistica figura B: ANOVA de una
via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 36. La apertura de los canales de Panx-1 inducida por capsaicina depende de la
activacion del receptor CGRP-1 y la posterior activacion de la via PKA-NO. El cambio en la
permeabilidad de la membrana celular a través de canales como los formados por Panx-1 se
evalud mediante la captacion de etidio. (A) Esquema del protocolo experimental. E1 bromuro
de etidio (5 uM) se perfundi6é durante la estimulacion con capsaicina (1 uM, 20 min) o su
vehiculo, en ausencia o presencia de CGRPg 37 (300 nM, antagonista del receptor CGRP-1),
KT-5720 (500 nM, inhibidor de la PKA) o L-NA (100 uM, bloqueador de la NOS). (B)
Imagenes representativas de la captacion de etidio inducida por capsaicina o su vehiculo. Los
paneles 1, 3, 5, 7 y 9 corresponden a las imagenes de campo claro de los vasos mostrados en 2,
4, 6, 8 y 10, respectivamente. (C) Resumen de los datos mostrados en (B). Los nimeros entre
paréntesis o en las barras indican el valor de n. Caps: capsaicina; L-NA: N”-nitro-L-arginina;
UA: unidades arbitrarias. *** = P < 0,0001 versus Vehiculo (primera barra). Estadistica:
ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 37. La apertura de los canales de Panx-1 inducida por CGRP depende de la
activacion del receptor CGRP-1 y la posterior activacion de la via PKA-NO. El cambio en la
permeabilidad de la membrana a través de canales como los formados por Panx-1 se evaluo
mediante la técnica de captacion de etidio. El protocolo experimental fue similar al mostrado
en la figura 36A con la excepcion de que el estimulo se realizé con CGRP (100 nM, 5 min). El
bromuro de etidio (5 uM) se perfundié durante la estimulaciéon con CGRP o su vehiculo, en
ausencia o presencia de CGRPg_37 (300 nM, antagonista del receptor CGRP-1), KT-5720 (500
nM, inhibidor de la PKA), L-NA (100 uM, bloqueador de la NOS) o KT-5823 (1 puM,
inhibidor de la PKG). (A) Imégenes representativas de la captacion de etidio inducida por
CGRP o su vehiculo. Los paneles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 corresponden a las imagenes de campo
claro de los vasos mostrados en 2, 4, 6, 8, 10 y 12, respectivamente. (B) Analisis de la
intensidad de fluorescencia de los datos mostrados en (A). Los niumeros entre paréntesis o en
las barras indican el valor de n. L-NA: N“-nitro-L-arginina; UA: unidades arbitrarias. *** = P
< 0,0001 versus Vehiculo (primera barra). Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc
Newman Keuls.
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En contraste, la captacion inducida por CGRP no fue prevenida por el inhibidor de la PKG, el

KT-5823 (Figura 37 A y B).

3 Las fibras sensoriales perivasculares regulan la comunicacion intercelular a través de

uniones comunicantes.

3.1 La liberacion de CGRP desde los terminales sensoriales perivasculares inhibe el

acoplamiento celular en arterias mesentéricas.

Para evaluar si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares regula la comunicacion
entre las células de la pared vascular se evalu6 el acoplamiento intercelular mediante la técnica
de acoplamiento de colorante. En condiciones control, el colorante etidio difundié
rapidamente (< 1 min) entre las células de la pared vascular (Figura 38 A-C). Sin embargo, la
estimulacion transitoria de la red arterial mesentérica con capsaicina (1 pM, 20 min) condujo a
una drastica reduccion en la difusion del etidio (Figura 38 D-F). La aplicacion exogena de
CGRP (100 nM, 20 min) imit6 el efecto de la capsaicina sobre la difusion del colorante
(Figura 38 G-I). En las arterias tratadas con capsaicina o CGRP, el etidio difundi6 a unas
pocas células vecinas de la célula microinyectada y no se observo difusion del colorante

incluso 15 min después de la microinyeccion (Figura 38 D-I).
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FIGURA 38. El tratamiento con capsaicina o CGRP bloquea el acoplamiento intercelular en
la pared vascular. El acoplamiento celular se evalu6 mediante la microinyeccion de bromuro
de etidio (25 mM) en la pared vascular 1 hora después de tratar el mesenterio con capsaicina
(1 uM, 20 min), CGRP (100 nM, 20 min) o el vehiculo de CGRP. (A-C) En condiciones
control (vehiculo), el etidio microinyectado difunde rapidamente a las células vecinas. (D-F)
La activacion de las fibras sensoriales con capsaicina bloquea la difusion del colorante. (G-I)
La aplicacion exogena de CGRP imita el efecto de capsaicina. (A, D, G) Imagenes de campo
claro mostrando la localizacion de la micropipeta utilizada en la microinyeccion.
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3.2 Las fibras sensoriales perivasculares regulan la vasodilatacion dependiente de uniones

comunicantes.

Como se esperaba, en mesenterios pre-contraidos con fenilefrina, la respuesta vasodilatadora
inducida por ACh (100 nM) fue drasticamente bloqueada por 3-GA, un inhibidor de uniones
comunicantes (Figura 39A). En contraste, en los mesenterios tratados con capsaicina el B-GA
no afectd la vasodilatacion inducida por ACh sugiriendo que el tratamiento con capsaicina

inhibe el componente vasodilatador mediado por uniones comunicantes (Figura 39B).

4 La activacion transitoria de las fibras sensoriales perivasculares afecta la funcion

vascular por al menos tres horas.

4.1 La activacion del receptor CGRP-1 y posterior apertura de los canales de Panx-1 regula

la expresion de proteinas claves en el control de la funcion vascular.

Para evaluar si el CGRP controla la funcidon vascular a largo plazo, se analizaron, en la red
vascular mesentérica, los niveles de algunas proteinas importantes para la funcion vascular. La
activacion de las fibras sensoriales con capsaicina (1 pM, 20 min) no afect6 significativamente
la expresion de la eNOS, la Cx32, la Cx43, la Panx-1 ni la Panx-2, 1 hora después del
tratamiento (Figuras 3 y 4 en paper adjunto, ver apéndice I). Sin embargo, 3 horas después del
tratamiento con capsaicina se detectd una reduccion significativa de los niveles de Panx-1

(Figura 3A en paper adjunto, ver apéndice I).
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FIGURA 39. El tratamiento con capsaicina inhibe la vasodilatacion dependiente del
endotelio mediada por uniones comunicantes. La respuesta vasodilatadora inducida por ACh
(100 nM) fue evaluada en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 uM). La
vasodilatacion producida por ACh se estudi6 en la red arterial mesentérica 1 hora después de
la estimulacion transitoria (20 min) con 1 uM capsaicina (B) o con su vehiculo (A). (A) Curso
temporal de la vasodilatacion inducida por ACh en condiciones control y en presencia del
bloqueador de uniones comunicantes, B-GA (50 uM). (B) Curso temporal de la vasodilatacion
inducida por ACh en mesenterios tratados con capsaicina en condiciones control y en
presencia de B-GA. Notar que el tratamiento con capsaicina reduce la respuesta vasodilatadora
observada en condiciones control (circulos blancos) y previene el efecto inhibidor de B-GA
observado en (A) (circulos negros). B-GA: 4cido 18-B-glicirretinico; ACh: acetilcolina. * = P
< 0,05 versus Control. Estadistica: ANOVA de dos vias y test post hoc Newman Keuls.
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Notablemente, la presencia del CGRPg 37 0 probenecid previno la disminucion en la expresion
de Panx-1 observada 3 horas después del tratamiento de la red arterial con capsaicina,
sugiriendo que el receptor CGRP-1 y los canales de Panx-1 participan en el control de la
expresion de Panx-1 (Figura 3A en paper adjunto, ver apéndice I). En mesenterios tratados con
capsaicina, la expresion de la eNOS también decayo significativamente tres horas después del
tratamiento (Figura 3B en paper adjunto, ver apéndice I). Notablemente, el tratamiento con
CGRPg.37 aumento la expresion de la eNOS tres horas después de la aplicacion de capsaicina
(Figura 3B en paper adjunto, ver apéndice I). Por otro lado, el tratamiento con probenecid
previno la disminucion de la expresion de la eNOS observada tres horas después del
tratamiento con capsaicina (Figura 3B en paper adjunto, ver apéndice I). Finalmente, la
estimulacidon con capsaicina no afectd la expresion de la Cx32, de la Cx43 ni de la Panx-2

(Figura 4 en paper adjunto, ver apéndice I).
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DISCUSION

En la vasculatura, las arterias de resistencia cumplen un papel esencial en el control de la
resistencia periférica total y la regulacion de la distribucion del flujo sanguineo. Lejos de ser
tubos rigidos que conducen la sangre a los tejidos, las arterias de resistencia regulan finamente
el diametro del vaso, lo cual permite aumentar o reducir el flujo de la sangre de acuerdo a las
demandas metabolicas. Los cambios en el didmetro de las arterias de resistencia dependen del
control del tono vasomotor. El tono vasomotor se refiere al grado de contraccion del musculo
liso vascular y depende del balance entre las sefiales vasoconstrictoras y vasodilatadoras. Las
c¢lulas endoteliales que recubren el lumen de las arterias de resistencia juegan un rol clave en
el control del tono vasomotor mediante la produccion de agentes vasodilatadores,
principalmente NO, EDHF y prostaglandinas. Ademas de las células endoteliales, se ha
propuesto que los nervios sensoriales perivasculares también estan involucrados en el control
del tono vasomotor mediante la liberacion de agentes vasodilatadores, principalmente, el
CGRP y la substancia P. Sin embargo, se desconoce si la activacion de estos nervios regula a
largo plazo la produccion y/o accion de los agentes vasodilatadores derivados del endotelio o
la funcién vascular. Por lo tanto, en este trabajo, se analizaron los mecanismos involucrados
en la regulacion de la vasodilatacion dependiente del endotelio por los nervios sensoriales

perivasculares en arterias de resistencia. Ya que la comunicacion a través de canales
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intercelulares es esencial en la coordinacion de las respuestas vasomotoras en las arterias de
resistencia, también se exploro si la activacion de los nervios sensoriales perivasculares regula

la comunicacion intercelular mediada por uniones comunicantes.

Los principales descubrimientos obtenidos en esta tesis son que la activacion transitoria de los
nervios sensoriales perivasculares conduce a un desbalance de los componentes
vasodilatadores derivados del endotelio. En este sentido, la activacion de las fibras conlleva a
la inhibicion progresiva de la produccion de NO mediante una via dependiente del receptor de
CGRP, el CGRP-1, y de la subsecuente activacion prolongada de los canales de membrana
formados por conexinas y Panx-1 en el endotelio vascular. La inhibicién de la senalizacion del
NO gatilla la activacion de un componente vasodilatador compensatorio dependiente de
prostaglandinas. Finalmente, la activacion de las fibras conlleva a un desacoplamiento de las
células de la pared vascular, lo cual esta intimamente asociado a un bloqueo de las respuestas

vasodilatadoras dependientes de uniones comunicantes.

1 Desbalance de los componentes vasodilatadores derivados del endotelio

Para evaluar la funcién endotelial en arterias de resistencia, se estudido la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh en la red arterial mesentérica de rata. La utilizacion de ACh
como herramienta para estudiar los componentes vasodilatadores derivados del endotelio es
ampliamente reconocida en el campo de la biologia vascular (Tousoulis ef al., 2005). ACh es

un vasodilatador dependiente del endotelio que induce relajacion de manera concentracion-
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dependiente en arterias mesentéricas (Figura 5) (Gaete et al., 2012; Figueroa ef al., 2013b). Ya
que el ECsy de la respuesta maxima inducida por ACh es cercano a 100 nM, se decidi6 usar

esta concentracion en la gran mayoria de los experimentos realizados en este trabajo.

En la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina, la vasodilatacién inducida por
ACh dependi6 parcialmente de NO pero no de la produccion de prostaglandinas (Figura 6B).
Estos datos son consistentes con reportes que indican que la relajacion inducida por ACh en
arterias mesentéricas no depende de prostaglandinas, sino que de la produccion de NO y de la
transmision de una sefial generada en el endotelio que conlleva a la hiperpolarizacion del
musculo liso (i.e. el EDHF, ver figura 39A) (Adeagbo y Triggle, 1993; Hwa et al., 1994;
Gaete et al., 2012). Notablemente, una hora después de la activacion transitoria (20 min) de
los nervios sensoriales perivasculares con capsaicina, la magnitud de la vasodilatacion maxima
inducida por ACh fue similar a la observada en condiciones control (i.e. mesenterios que no
fueron estimulados con capsaicina; ver figura 6C). Sin embargo, en estas condiciones la
respuesta vasodilatadora inducida por ACh no fue afectada por L-NA indicando que, tras la
estimulacion de los nervios sensoriales perivasculares, la vasodilatacion inducida por ACh no
dependi6 de la produccion de NO. Consistente con esto, el bloqueo de las COXs con
indometacina, inhibi6 la vasodilatacion inducida por ACh en los mesenterios pre-contraidos
con fenilefrina tratados con capsaicina en una magnitud similar a la vasodilatacién inhibida
por L-NA en los mesenterios no tratados con capsaicina (Figura 6). Este resultado sugiere que
la activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares no solo inhibe el componente
de NO sino que ademads activa un componente vasodilatador compensatorio que depende de la

produccion de prostaglandinas. Notablemente, Crossman et al. mostraron que el tratamiento
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con CGRP potencia la produccion de prostaciclinas inducida por bradicinina en células
endoteliales (Crossman et al., 1987). Estos antecedentes sugieren fuertemente que la
activacion de la produccion de prostaglandinas es mediado por la liberacion de CGRP desde

las fibras sensoriales perivasculares.

Para visualizar mejor la inhibicion de la sefializacion del NO, se elimind el componente
vasodilatador mediado por EDHF (resistente a L-NA e indometacina) pre-contrayendo la red
arterial mesentérica con una solucion alta en potasio (70 mM KCl). Bajo estas condiciones, la
gradiente electroquimica del K" se reduce de tal forma que no se producen corrientes
hiperpolarizantes como consecuencia de la apertura de los canales de K. Por lo tanto, durante
la contraccion inducida por la solucion alta en potasio, cualquier respuesta vasodilatadora
observada no dependera de la hiperpolarizacién del endotelio o del musculo liso. Ya que,
dependiendo del territorio vascular, el NO producido en el endotelio puede causar
vasodilatacion mediante mecanismos dependientes de la hiperpolarizacion del musculo liso
(Murphy y Brayden, 1995; Yuan et al., 1996; Cohen et al., 1997), antes de realizar los
experimentos, se analizo si la respuesta vasodilatadora inducida por NO en la red arterial
mesentérica es mediada por la hiperpolarizacion del musculo liso. En este contexto, se
encontr6 que la vasodilatacion dependiente de NO no es mediada por hiperpolarizacioén ya que
la vasodilatacion inducida por NO exogeno (SNAP) fue idéntica en la red arterial pre-

contraida con KCl y la pre-contraida con fenilefrina (Figura 9).

En mesenterios pre-contraidos con KCI, la vasodilatacion inducida por ACh, dependid

completamente de NO (Figura 10B), lo cual es consistente con lo descrito en otros trabajos
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(Gaete et al., 2012; Figueroa et al., 2013b). Una hora después de la activacion transitoria de
los nervios sensoriales perivasculares, la magnitud de la respuesta vasodilatadora maxima
inducida por ACh fue similar a la observada en condiciones control (Figura 10C). Sin
embargo, al igual que lo observado en los mesenterios pre-contraidos con fenilefrina, la
vasodilatacion fue insensible a L-NA y parcialmente inhibida con indometacina, lo cual
confirma que la estimulacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares conduce a la
inhibicién de la vasodilatacion dependiente de NO y a la activacion de un componente
vasodilatador compensatorio que depende principalmente de la produccion de prostaglandinas

(Figura 10).

En este trabajo se encontrd que la produccion de NO inducida por ACh estaba drasticamente
inhibida 15 min después de la estimulacion con capsaicina (Figura 16). Sin embargo, la
activacion del componente vasodilatador dependiente de prostaglandinas fue detectable solo a
los 60 min (Figura 6 y 10) y no a los 15 min después del tratamiento con capsaicina (Figura
11). Estos datos sugieren que la activacion del componente de prostaglandinas se encuentra rio
abajo de la inhibicion del NO. Interesantemente, diversos reportes, indican que la produccion
de prostaglandinas es regulada por el NO (Salvemini et al., 1993; Stadler et al., 1993; Clancy
et al., 2000). De esta manera, se hipotetiz6 que la activacion de las prostaglandinas requiere de
un periodo prolongado de inhibicidon de la produccion del NO. Por esta razon, para determinar
si la inhibicion del NO conduce a la activacion de las prostaglandinas, se evalud la
sensibilidad a indometacina de la respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio en
mesenterios tratados con L-NA por mas de una hora. Como se esperaba, en los mesenterios

pre-contraidos con fenilefrina, la inhibicién de la produccion de las prostaglandinas no afectd
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la magnitud ni la cinética de la respuesta vasodilatadora inducida por ACh (Figura 7 A y B).
Sin embargo, la inhibicién de la produccion del NO con L-NA gatillo la activacion de un
componente vasodilatador sensible a la inhibicion de las COXs, al igual que lo observado
después de la activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares (Figura 8). Estos
resultados indican que la produccion basal de NO suprime la sintesis de prostaglandinas
vasodilatadoras en el endotelio, lo cual puede explicar el componente vasodilatador
dependiente de prostaglandinas observado después del tratamiento con capsaicina. Estos
resultados son consistentes con un trabajo que muestra que la respuesta vasodilatadora
dependiente de prostaglandinas se encuentra exacerbada en ratones deficientes de la eNOS

(Sun et al., 1999).

Si la inhibicion de la produccion del NO conduce a la activacion de un componente
compensatorio dependiente de prostaglandinas, deberia suponerse que el tratamiento con L-
NA por si solo active este componente. Si ese fuera el caso, el componente vasodilatador
dependiente de NO debiese ser mayor al componente sensible a L-NA. Consistente con esta
idea, el bloqueo de la sefializacion del NO con ODQ (un inhibidor de la guanilato ciclasa)
condujo a una inhibicién mucho mas potente que la inhibiciéon de la produccion del NO con L-
NA en la misma preparacion experimental (Figura 40). Esta observacion sugiere fuertemente
que el NO, por una via independiente de cGMP, regula la activacion de otros agentes

vasodilatadores como por ejemplo, las prostaglandinas.
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FIGURA 40. E!/ blogueo de la produccion o de la senializacion del NO sugiere que la
inhibicion de la produccion de NO activa un componente vasodilatador compensatorio. La
respuesta vasodilatadora inducida por ACh (100 nM) se evaluo en la red arterial mesentérica
pre-contraida con fenilefrina (30 — 60 uM). La vasodilatacion inducida por ACh se evalu6 en
condiciones control o después del tratamiento con L-NA (100 uM) o ODQ (3 uM). Notar que
el bloqueo de la sefializacion del NO con ODQ conduce a una inhibicion mas potente que el
bloqueo de la produccion del NO. Los niimeros en las barras indican el valor de n. L-NA: N*-
nitro-L-arginina. * = P < 0,05 versus Control; ** = P < 0,01 versus Control. Estadistica:
ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.



146

Sorprendentemente, a diferencia de lo observado en los mesenterios pre-contraidos con
fenilefrina, la inhibicion de la produccion del NO con L-NA elimind por completo la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh en los mesenterios pre-contraidos con KCI (Figura 10B). En
otras palabras, el componente vasodilatador dependiente de prostaglandinas que se activa
después de la inhibiciéon del NO solo se observd en los mesenterios pre-contraidos con
fenilefrina (Figura 8) y no en los pre-contraidos con KCI. Esta observacion podria sugerir que
la inhibicion de la producciéon del NO conduce a la activacion de la produccion de
prostaglandinas, las cuales inducen vasodilatacion por un mecanismo dependiente de
hiperpolarizacion y que por lo tanto, no se puede observar en los mesenterios pre-contraidos
con KCI (Figura 10B). Consistente con esta hipotesis, se ha descrito que la vasodilatacion
inducida por algunos productos de la COX (tales como, la PGI;) requiere de la
hiperpolarizacion del musculo liso vascular (Parkington et al., 2004). Sin embargo, en los
mesenterios tratados con capsaicina y pre-contraidos con KCI, ACh indujo una respuesta
vasodilatadora de igual magnitud con respecto a los mesenterios que no fueron tratados con
capsaicina (Figura 10C). Mds auln, la vasodilatacion inducida por ACh fue insensible a L-NA
indicando que la respuesta vasodilatadora observada 1 h después del tratamiento con
capsaicina depende por completo de la activacion de un componente vasodilatador
compensatorio distinto de NO. Notablemente, la vasodilatacion inducida por ACh fue
parcialmente inhibida con indometacina (Figura 10C), indicando que después del tratamiento
con capsaicina también ocurre la compensacion dependiente de prostaglandinas que se
observo en los mesenterios pre-contraidos con fenilefrina. En este caso, las prostaglandinas
sintetizadas (todas o una fraccion de ellas) no actuan por hiperpolarizacion, pues es posible

detectar su efecto durante la pre-contraccion con KCl. Esto ultimo sugiere que el tratamiento
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con capsaicina induce la sintesis de prostaglandinas adicionales que no son reguladas por la
biodisponibilidad del NO. De esta manera, la inhibicion de la produccion del NO como
causante de la activacion de prostaglandinas en los mesenterios estimulados con capsaicina no

explica todo el fendmeno y futuros estudios deben planificarse para resolver esta incognita.

2 Mecanismo de inhibicion de la vasodilatacion dependiente de NO

Como se menciond anteriormente, la estimulacion transitoria de los nervios sensoriales
perivasculares con capsaicina induce un desbalance de los componentes vasodilatadores
derivados del endotelio. E1 NO es una sefial endotelial esencial en el control del tono
vasomotor y en la regulacion de la funcioén vascular. Por lo tanto, en esta tesis enfoqué mis
esfuerzos en determinar como la activacion de los nervios sensoriales perivasculares durante
un periodo transitorio conduce a la inhibicién de la vasodilatacion dependiente de NO. Para
esto, se analiz6 la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, esta vez, en mesenterios pre-
contraidos con KCIl y pre-tratados con indometacina para prevenir la activacion del
componente vasodilatador compensatorio dependiente de las prostaglandinas. En estas
condiciones, se observd que 15 min y 1 h después del tratamiento con capsaicina, la relajacion
maxima inducida por ACh decaydo de manera progresiva a lo largo del tiempo. En este
contexto, 15 min después de la estimulaciéon de las fibras sensoriales perivasculares con
capsaicina se detectd una inhibicion significativa de la vasodilatacion dependiente de NO, la
cual fue mas potente 1 h después de la estimulacidon con capsaicina (Figura 12). Notablemente,
1 h después del tratamiento con capsaicina, se observo una vasodilatacion remanente que no es

consistente con los datos que muestran que la respuesta vasodilatadora inducida por ACh en
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estas condiciones es completamente insensible a L-NA (Figura 8C). Por otro lado, en estos
mesenterios pre-contraidos con KCl, la vasodilatacion compensatoria observada 1 h después
de capsaicina solo es inhibida de manera parcial por indometacina (Figura 8C), indicando que
parte de la respuesta compensatoria no depende de NO, de prostaglandinas ni de EDHF. En
consecuencia, la respuesta vasodilatadora remanente mostrada en la figura 12 podria resultar
engafiosa en el sentido que un componente vasodilatador desconocido, diferente a NO, EDHF
y prostaglandinas podria enmascarar el efecto inhibitorio del tratamiento con capsaicina sobre

la vasodilatacion dependiente de NO.

La estimulacién de los nervios sensoriales perivasculares no afecta el mecanismo de accion
del NO sobre el musculo liso vascular pues el tratamiento con capsaicina no inhibié la
vasodilatacion inducida por el donador de NO, SNAP (Figura 13). Esto sugiere que los nervios
sensoriales perivasculares regulan probablemente la produccion, la vida media y/o la
transmision del NO hacia el musculo liso. Consistente con estas especulaciones, se encontrd
que la produccion del NO inducida por ACh es eliminada de forma gradual después de la
estimulaciéon de los nervios sensoriales perivasculares con capsaicina (Figura 16).
Interesantemente, el tratamiento con capsaicina condujo a la produccion, también de forma
progresiva, del radical superoxido (Figura 15), el cual puede reaccionar con el NO
disminuyendo su biodisponibilidad (Pryor y Squadrito, 1995; Beckman y Koppenol, 1996).
Finalmente, como se discutird mas adelante, la comunicacion intercelular y la vasodilatacion
dependiente de uniones comunicantes estan bloqueadas después del tratamiento con capsaicina
(Figuras 38 y 39). Estos antecedentes indican fuertemente que la activacion de las fibras

sensoriales podria conducir a la abolicion de la vasodilataciéon dependiente de NO por
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diferentes mecanismos. Primero, la produccién del NO es inhibida. Segundo, el escaso NO
que logra ser sintetizado en el endotelio rapidamente es convertido a peroxinitrito mediante la
reaccion del NO con el superdxido. Tercero, la via de transmision del NO (i.e. uniones
comunicantes (Figueroa et al., 2013b) estd bloqueada, lo cual impide la conducciéon y la

accion del NO sobre el musculo liso.

La regulacion de la produccion del NO mediante la activacion de los nervios sensoriales
perivasculares pareciera ser el primer eslabon de la cadena de eventos que podrian afectar la
vasodilatacion dependiente de NO. En este contexto, dilucidar como ocurre la inhibicion de la
produccion de NO resulta esencial. En esta tesis, se muestra que la activacion transitoria de los
nervios sensoriales perivasculares conlleva a la drastica reducciéon de los niveles de
fosforilacion de la eNOS en el residuo serina 1177 (Figura 18). Recordemos que la
fosforilacion de la eNOS en serina 1177 incrementa la actividad de la enzima (Dimmeler et
al., 1999; McCabe et al., 2000). Ya que la fosforilacion de la eNOS regula la sensibilidad de la
enzima por el Ca®’, se hipotetizo que la reduccion de la fosforilacion de serina 1177 esta
estrechamente relacionada con la inhibiciéon de la producciéon de NO inducida por ACh
causada por capsaicina. Notablemente, experimentos realizados en cultivos primarios de
células endoteliales de la red vascular mesentérica sugieren que la inhibicion de la produccion
de NO también estd asociada a defectos en la sefializacion del Ca®’. En este sentido, se
encontrd que el incremento de la [Ca*']; inducido por ACh fue drasticamente reducido después
del tratamiento con CGRP (Figura 19). Probablemente, esto no se debe a una internalizacion
de los receptores de ACh debido a que después del tratamiento de los vasos con capsaicina,

ACh induce una respuesta funcional como lo es la activacion de un componente vasodilatador
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compensatorio. Si bien debe confirmarse si la sefializacion del Ca®" estd afectada en vasos
intactos, es posible que la reduccion de la fosforilacion de la serina 1177 sumado a la
reduccion del aumento de la [Ca®']; inducido por ACh participen en forma conjunta en la

inhibicidn de la formacidon de NO en las células endoteliales.

La estimulacion con concentraciones altas de capsaicina induce la desensibilizacién de los
terminales sensoriales, proceso conocido como denervacion quimica de las aferencias
sensoriales (Cholewinski et al., 1993). Por lo tanto, la estimulacién transitoria de los nervios
sensoriales perivasculares con capsaicina podria conducir a la inhibicion de la liberacion
tonica o basal de neurotransmisores de origen sensorial sobre la pared vascular.
Efectivamente, la concentracion de capsaicina que se utilizo en esta tesis (1 uM) es suficiente
para producir tal desensibilizacion de las fibras ya que un segundo estimulo de la red arterial
mesentérica con capsaicina fue incapaz de producir vasodilatacion, lo cual refleja la inhibicion
de la liberacion de neurotransmisores sobre la pared vascular (Figura 41). Sin embargo, la
hipotesis que la denervacion quimica de las fibras sensoriales conduce a la inhibicion de la
vasodilatacion dependiente de NO se descarto, pues se confirmé que el mecanismo que gatilla
el fendmeno ocurre en el periodo de estimulaciéon de los nervios. En este contexto, se
demostrd que el bloqueo de los receptores de CGRP durante la estimulacion con capsaicina
previene completamente la inhibicion de la sefializacion de NO activada por ACh y la
reduccién de la fosforilacion de la eNOS en serina 1177 observados 1 h después de la

activacion transitoria de los nervios sensoriales perivasculares (Figura 20).
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FIGURA 41. El tratamiento con capsaicina conduce a la desensibilizacion de las fibras
sensoriales perivasculares. El curso temporal de la respuesta vasodilatadora inducida por
capsaicina (I uM) se evalu6 en la red arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60
uM). Notar que la primera estimulacion con capsaicina induce una robusta respuesta
vasodilatadora. No obstante la segunda estimulacion con capsaicina (en la misma preparacion,
60 min después del primer estimulo) no induce vasodilatacion. *** = P < 0,0001 versus
Control (primer estimulo). Estadistica: ANOVA de dos vias y test post hoc Newman Keuls.
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Consistente con esto, la activacion del receptor CGRP-1 en células endoteliales aisladas
condujo a una potente inhibiciéon de la produccion de NO (Figura 17C). Estos antecedentes
sugieren fuertemente que la liberacion de CGRP desde los nervios sensoriales perivasculares y
no la desensibilizacion de las fibras conduce a la inhibicion de la produccién del NO

observada en arterias intactas.

Los canales de panexinas y los hemicanales constituidos por conexinas tienen un poro acuoso
poco selectivo que permite el paso de iones y moléculas importantes para la funcion celular.
Por lo tanto, se ha hipotetizado en los ultimos afios que un incremento desmedido en su
probabilidad de apertura podria generar un desajuste en las variables celulares tales como el
potencial de membrana, la [Ca®"];, la concentracién de ATP, entre otras variables (Schalper et
al., 2009; Orellana et al., 2014). Estas desfavorables condiciones son la base para suponer que
un incremento prolongado en la actividad de los hemicanales es potencialmente nocivo para la
célula. Consistente con esto, estudios en modelos de inflamacién, isquemia e inhibicion
metabolica, entre otros, han asociado la apertura de hemicanales formados por conexina y
canales de panexina con dafio celular (John et al., 1999; Contreras et al., 2004; Retamal et al.,
2007; Shintani-Ishida et al., 2007; Thompson et al., 2008; Chekeni et al., 2010; Bargiotas et
al., 2011; Orellana et al., 2014). Interesantemente, el CGRP induce la activacion de los
canales formados por Panx-1 en arterias mesentéricas (Gaete et al., 2014). Estos antecedentes
pueden ser un sélido argumento para proponer que la disfuncion endotelial causada por CGRP
puede ser mediada por la apertura de los canales de Panx-1 o de los hemicanales formados por
conexinas presentes en las células de la pared vascular. Consistente con esta hipotesis, se

encontr6 que el bloqueo farmacoldgico de los canales formados por Panx-1 durante la
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activacion de las fibras sensoriales previno completamente la inhibicion de la vasodilatacion
dependiente de NO, la abolicién de la produccion del NO y la reduccion de los niveles basales
de la fosforilacion de la eNOS en serina 1177 en arterias intactas (Figuras 26, 27 y 29). Mas
aun, la inhibicién de los canales de Panx-1 previno la reduccion de la produccion del NO y la
inhibicion de la sefalizacion de Ca®" activada por ACh gatillada ‘por CGRP en células
endoteliales (Figuras 28 y 30). En consecuencia, la activacion de los receptores de CGRP-1 y
la posterior apertura de los canales formados por Panx-1 conducen a la disfunciéon endotelial

causada por la activacion de los nervios sensoriales perivasculares en arterias mesentéricas.

3 Mecanismo de activacion de los canales formados por Panx-1

Recientemente, nosotros mostramos que en condiciones basales, la permeabilidad de la
membrana de las células de la pared vascular a través de canales de Panx-1 y de hemicanales
formados por conexinas (analizada mediante la captacion del colorante etidio) es minima
(Gaete et al., 2014). Esto indica que los canales de Panx-1 tienen una probabilidad de apertura
muy baja en reposo, lo cual es consistente con estudios en otras preparaciones (Saez et al.,
2005). Los nervios sensoriales perivasculares almacenan y liberan varios neurotransmisores,
principalmente, CGRP y substancia P (Uddman et al., 1986). Notablemente, el CGRP, pero no
la substancia P, aumenta la permeabilidad de la membrana de las células de la pared vascular
en arterias de resistencia a través de los canales formados por Panx-1 (Gaete et al., 2014) (ver
figura 2 en paper adjunto, apéndice I). Junto con confirmar estos datos (Figura 23), esta tesis
muestra que la estimulacion de los nervios sensoriales perivasculares con capsaicina, al igual

que CGRP, induce un fuerte incremento en la permeabilidad de la membrana de las células de
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la pared vascular. Este aumento en la permeabilidad de la membrana inducido por capsaicina
no es mediado por hemicanales de conexina pero si por los canales formados por Panx-1
(Figura 21). Mas atn, consistente con los resultados mostrados por Gaete y colaboradores
(Gaete et al., 2014), el aumento en la permeabilidad de la membrana inducido por capsaicina
fue completamente prevenido con el péptido CGRPs.37 (un antagonista del receptor de CGRP,
el CGRP-1), lo cual sugiere que la liberacion de CGRP desde los nervios sensoriales
perivasculares y la activacion de los receptores CGRP-1 localizados en las células de la pared

vascular conducen a la activacion de los canales formados por Panx-1 (Figura 36).

A excepcion de los experimentos realizados en células endoteliales aisladas, la concentracion
del CGRPs3;7 usada en este trabajo (0,3 uM) es levemente menor que la concentracion
comunmente utilizada en la mayoria de los trabajos donde usan este péptido (10-1000 veces
mas que la concentracion utilizada de CGRP (Legros et al., 2007)). Sin embargo, para la
preparacion de la red arterial mesentérica se determind usar una concentracién menor a lo
habitual para inhibir principalmente los receptores de CGRP localizados en el endotelio y no
en el musculo liso. Esto se debe a que el CGRPg37; es un péptido de gran tamafio y su
permeabilidad a través de las células endoteliales de las arterias de resistencia deberia ser baja.
Asi, al disminuir la concentracion del péptido en la solucion de perfusion se reduce la cantidad

de CGRPs.37 que alcanza los receptores en el musculo liso.

El efecto inhibitorio del CGRPg 37 sobre la permeabilizacion de las células de la pared vascular

fue directamente proporcional a la concentracion del antagonista (Figura 42).
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FIGURA 42. El CGRPs. 37 inhibe de manera concentracion-dependiente la captacion de etidio
inducida por capsaicina. El cambio en la permeabilidad de la membrana a través de canales
tales como los formados por Panx-1 se evalué mediante la captacion de etidio. EI bromuro de
etidio (5 uM) se perfundid en la red arterial mesentérica durante la estimulaciéon con
capsaicina (1 pM, 20 min). El péptido inhibidor del receptor CGRP-1, el CGRPg_37, se incubd
15 minutos antes de la capsaicina y se mantuvo en la perfusion durante todo el periodo de
estimulacion. Notar que 100 nM del CGRPs.3;7 reduce parcialmente la captacion de etidio
inducida por capsaicina, mientras que concentraciones mayores (0,3 uM y 1 pM) bloquean por
completo la captacion de etidio producida por capsaicina. Los paneles 1, 3, 5 y 7 muestran
imagenes de campo claro de los paneles 2, 4, 6 y 8, respectivamente. Caps: capsaicina.
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Asi, se determind que la concentracion 0,3 uM fue efectiva para bloquear completamente el
incremento en la permeabilidad de la membrana celular inducida por la capsaicina.
Posteriormente confirmamos que 0,3 uM fue efectiva en bloquear completamente el efecto de
capsaicina 0 CGRP sobre la funcion endotelial (Figuras 20, 32, 36 y 37) lo cual valido nuestro

disefio experimental.

Consistente con la inhibicion selectiva de los receptores de CGRP en el endotelio, 0,3 uM
CGRPg._37 no inhibié de forma drastica la vasodilatacion inducida por capsaicina (Figura 43).
Es importante destacar que la respuesta vasodilatadora inducida por capsaicina corresponde a
la suma de las sefales vasodilatadoras inducidas por diversos neurotransmisores liberados
desde los terminales sensoriales sensibles a capsaicina, de los cuales se piensa que el CGRP es
el principal agente vasodilatador (Brain et al., 1985; Kawasaki et al., 1988). Mas aun, en la red
arterial mesentérica, se piensa que la vasodilatacion inducida por CGRP depende
principalmente de los receptores CGRP-1 (sensibles a CGRPs37) (Legros et al., 2007).
Ademas, la vasodilatacion mediada por la liberacion de CGRP desde las fibras sensoriales
perivasculares sensibles a capsaicina es mediada principalmente por receptores localizados en
el musculo liso (Han et al.,, 1990a; Li y Duckles, 1992). En consecuencia, la reducida
inhibicion de 0,3 uM CGRPg 37 sobre la respuesta vasodilatadora inducida por capsaicina no
deberia interpretarse como que la concentracion de CGRPg_ 37 es insuficiente para bloquear los
receptores de CGRP sino como que los receptores de CGRP del musculo podrian no estar
siendo mayormente bloqueados con 0,3 pM CGRPs ;7. Este experimento apoya la idea que la
activacion de los canales de Panx-1 requiere de la activacion de los receptores CGRP-1

localizados en el endotelio vascular.
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FIGURA 43. La concentracion de CGRPs.3; usada en esta tesis inhibe parcialmente la
respuesta vasodilatadora inducida por capsaicina. La vasodilatacion maxima inducida por
capsaicina (1 pM, 20 min) se evalu6 en condiciones control o después de la inhibicion de los
receptores CGRP-1 con el péptido CGRPg_3;7 (0,3 uM). La vasodilatacion se observé en la red
arterial mesentérica pre-contraida con fenilefrina (60 uM). El CGRPs.3; fue perfundido (de
manera intraluminal) para bloquear preferentemente los receptores de CGRP localizados en el
endotelio vascular. Los niimeros en las barras indican el valor de n. * = P < 0,05 versus
Control. Estadistica: test de t-student no pareado.
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Adicionalmente, se descarté que el CGRPs.37 tuviera efectos inespecificos sobre la actividad
de los canales de Panx-1. En este contexto, se confirmé que el CGRPg 37 no es un bloqueador
de los canales formados por Panx-1 o de los hemicanales formados por conexinas porque el
péptido no afectd la captacion de etidio inducida por NO exdgeno (Figura 44), el cual induce

la apertura de ambos canales (de conexinas y Panx-1) en la pared vascular (Lillo, 2011).

Capsaicina es un compuesto que activa los canales TRPV-1, los cuales, en la pared vascular,
se piensa que estan expresados especificamente en los terminales de las fibras sensoriales
perivasculares (Zygmunt et al., 1999; Ralevic et al., 2000). Sin embargo, algunos pocos
trabajos han propuesto que los canales TRPV-1 también se podrian encontrar en el endotelio
vascular (Poblete et al., 2005; Yang et al., 2010). En este trabajo se descarto que el incremento
en la actividad de los canales de Panx-1 en la pared vascular inducida por capsaicina se
debiera a la activacion de canales TRPV-1 en las células endoteliales porque capsaicina no
afectd la permeabilidad de la membrana en células endoteliales aisladas (Figura 25). Mds aun,
capsaicina no incrementd la permeabilidad de la membrana en arterias denervadas (Figura 22),
lo cual confirma que el aumento en la activacion de los canales de Panx-1 inducida por
capsaicina obedece a la activacion de los canales TRPV-1 localizados en los nervios
sensoriales perivasculares. Este hallazgo es consistente con el hecho de que el cambio en la
permeabilidad de la membrana a través de los canales de Panx-1 inducido por capsaicina es
mediado por los receptores de CGRP, ya que el CGRP extracelular proviene principalmente de
la liberacion de los terminales sensoriales perivasculares (Zaidi et al., 1985; Emson y Zaidi,

1989).



159

[ i Il SNAP + CGRPg;

FIGURA 44. El CGRPs 37 no inhibe los canales de Panx-1 ni los hemicanales formados por
conexinas. El cambio en la permeabilidad de la membrana a través de canales tales como los
formados por Panx-1 se evalué mediante la captacion de etidio. El bromuro de etidio (5 pM)
se perfundid en la red arterial mesentérica durante la estimulaciéon con SNAP (300 nM, 5 min)
en ausencia o presencia del péptido inhibidor del receptor CGRP-1, el CGRPg 37 (300 nM). El
CGRPg37 fue incubado 15 minutos antes de la aplicacion de SNAP y se mantuvo en la
perfusion durante todo el periodo de estimulacion. Notar que el CGRPg3; no previene la
captacion de etidio inducida por SNAP. Los paneles 1 y 3 son las imagenes de campo claro de
las imagenes 2 y 4, respectivamente. SNAP: s-nitroso acetil penicilamina.
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El NO es sintetizado por la eNOS en las células endoteliales (Wu, 2002; Fleming y Busse,
2003; Mount et al., 2007). Ya que la activacion de los canales de Panx-1 conlleva a la
inhibicién de la produccion del NO, se hipotetizd que los canales de Panx-1 se activan en las
c¢lulas endoteliales. Consistente con esta idea, la estimulacion con CGRP o capsaicina activo
los canales de Panx-1 principalmente en el endotelio de la pared vascular ya que la captacion
del colorante amarillo de lucifer se distribuyo principalmente en las células orientadas en
forma paralela con respecto al eje longitudinal del vaso (i.e. células endoteliales) (Figura 24).
Mas atin, las células endoteliales responden al CGRP y la activaciéon del receptor CGRP-1 en
las células endoteliales imita la activacion de los canales de Panx-1 observada en arterias
intactas. De este modo, se confirmaron los resultados obtenidos por nuestro grupo
anteriormente (Gaete et al., 2014) y se demostr6é que la apertura de los canales formados por
Panx-1 inducida por Ila activacion de las fibras sensoriales perivasculares ocurre
principalmente en las células endoteliales de las arterias de resistencia, las cuales tienen la
maquinaria para sintetizar el NO en respuesta a vasodilatadores dependientes del endotelio,

tales como la ACh.

En este trabajo se muestra, mediante la técnica de captacion de etidio, que la activacion de los
canales formados por Panx-1 inducida por capsaicina depende de la liberaciéon de CGRP desde
las fibras sensoriales perivasculares y de la subsiguiente activacion del receptor de CGRP, el
CGRP-1 (Figura 37). Més atin, el incremento en la probabilidad de apertura de los canales de
Panx-1 inducida por el CGRP depende de la activacion de la PKA pues el bloqueo de la PKA
con un inhibidor especifico, el KT 5720, previno completamente la captacion de etidio

inducida por capsaicina o CGRP (Figuras 36 y 37). Esto ultimo es consistente con
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publicaciones que han sugerido que el receptor CGRP-1 esta acoplado principalmente a una
proteina G del tipo Gs, la cual estimula la adenilato ciclasa e incrementa la concentracion
intracelular del cAMP, lo cual es esencial para la activacion de la PKA (Crossman et al., 1987;
Hirata et al., 1988; Juaneda et al., 2000) (Figura 4). Es importante notar que la eNOS puede
ser activada por fosforilacion en el residuo de serina 1177, mediante la PKA (Fleming y
Busse, 2003; Mount et al., 2007). Por lo tanto, el NO resultante podria activar los canales de
Panx-1 de acuerdo a lo observado por Lillo (Lillo, 2011). Notablemente, la inhibicion de la
produccion del NO con L-NA también previno totalmente el incremento en la captacion de
colorante inducido por capsaicina o CGRP, lo cual indica que la activacién de la eNOS es un
paso esencial en el mecanismo de activacion de los canales formados por Panx-1 (Figuras 36 y
37). Es importante notar que numerosos reportes sugieren que la vasodilatacion dependiente
del endotelio inducida por CGRP es mediada, principalmente, por la produccion de NO
mediante la via cAMP-PKA (Figura 3) (Wellman ef al., 1998; Zhang y Hintze, 2001). Este
antecedente sugiere que la activacion de los receptores de CGRP en el endotelio activa la
produccion de NO. Consistente con esto, la estimulacion con CGRP incrementa la produccion
de NO en cultivos de células endoteliales de la red vascular mesentérica (Figura 17B).
Interesantemente, el NO puede activar la PKG y en consecuencia, la PKG podria participar en
la activacion del canal de Panx-1. Sin embargo, se descarté que la PKG forme parte de la via
de sefializacion que activa los canales de Panx-1 pues el bloqueo de esta enzima no previno la
captacion de etidio inducida por CGRP (Figura 37). En resumen, la activacion de los canales

de Panx-1 ocurre por una via dependiente de NO pero independiente de la PKG.
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4 Incremento prolongado de la permeabilidad de la pared vascular a través de los

canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas

Uno de los hallazgos mas interesantes de esta tesis fue que la activacion de los canales
formados por Panx-1 no solo perdura durante el tiempo de activacion de los nervios
sensoriales perivasculares sino que permanecen activados, al menos, 1 hora después de la
activacion de las fibras nerviosas (Figura 31). Consistente con esto, el tratamiento con CGRP,
al igual que lo observado con capsaicina, condujo a un incremento prolongado en la
permeabilidad de la membrana de las células de la pared vascular, el cual se mantuvo, al
menos, 1 hora después del tratamiento (Figura 31). Sorprendentemente, 1 hora después de la
estimulacion de los nervios sensoriales perivasculares, la membrana de las células de la pared
vascular fue altamente permeable no solo a través de los canales de Panx-1, sino que también
a través de los hemicanales formados por conexinas, pues la captacion de etidio observada a la
hora, fue prevenida parcialmente por La’" (un bloqueador de hemicanales formados por
conexina), ademas de probenecid (Figura 31). Es importante destacar que La’" y probenecid
previnieron cada uno aproximadamente un 50% de la captacion, indicando que 1 hora después
de la estimulacion de los nervios sensoriales perivasculares, los canales de Panx-1 y los
hemicanales formados por conexinas contribuyen de igual forma al incremento de la
permeabilidad de la pared vascular. Estos antecedentes indican que la activaciéon de los
hemicanales formados por conexinas es un proceso posterior a la activaciéon de los canales
formados por Panx-1, pues son principalmente los canales de Panx-1 los que se activan

durante la estimulacion de los nervios sensoriales perivasculares (Figura 21).
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Basados en el analisis de la captacion del colorante amarillo de lucifer, se encontré que el
incremento en la actividad de los canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por
conexinas observado 1 h después de la activacion de los nervios sensoriales perivasculares
ocurre principalmente en las células endoteliales de la pared vascular (Figura 34). Recordemos
que la captacion del amarillo de lucifer durante la estimulacion con CGRP o capsaicina
también se restringio a las células endoteliales (Figura 24). Esto apoya la hipdtesis que la
activacion de los nervios sensoriales perivasculares y la posterior liberacion de CGRP
conducen a un incremento prolongado en la permeabilidad de la membrana de la célula
endotelial. No se sabe si los mismos canales formados por Panx-1 son los que permanecen
abiertos a lo largo del tiempo después de la activacion de los nervios sensoriales

perivasculares con capsaicina. Esta hipotesis debe aclararse en el futuro.

Como se esperaba, el incremento prolongado de la activacion de los canales formados por
Panx-1 no se debid a la denervacion quimica de las fibras sensoriales perivasculares porque la
aplicacion de un clamp de CGRP posterior a la estimulacion con capsaicina (para simular la
liberacion tonica de CGRP), no previno el incremento en la permeabilidad de la membrana de
las células de la pared vascular observado 1 hora después del tratamiento con capsaicina (datos
no mostrados). Consistente con esto, se confirm6 que la sefial que activa este fendmeno ocurre
durante la activacion de las fibras sensoriales y no es gatillada durante la denervacion (i.e.
después de la estimulacién con capsaicina). En este contexto, se mostrd que el incremento
prolongado en la permeabilidad de la membrana de las células de la pared vascular depende de
la activacion del receptor CGRP-1 durante la activacion de las fibras sensoriales

perivasculares (Figura 32). Més aun, el incremento prolongado de la permeabilidad de las
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células de la pared vascular es mediado totalmente por la activacion de los canales de Panx-1
durante la activacion de las fibras sensoriales perivasculares (Figura 32). De este modo, la
activacion del receptor CGRP-1 y la inmediata activacion de los canales de Panx-1
constituyen un requisito esencial para la mantencion de la actividad de los canales de Panx-1 y
la posterior apertura o reclutamiento de los hemicanales formados por conexinas, 1 h después

de la activacion de los nervios sensoriales perivasculares.

Conocer el mecanismo por el cual el incremento en la permeabilidad a través de los canales de
Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas ocurre de manera sostenida en el tiempo
después de la activacion de las fibras sensoriales perivasculares es una pregunta critica. Una
posibilidad es el reclutamiento (i.e. un aumento en el nimero de canales funcionales en la
membrana celular) de nuevos canales de Panx-1 y/o de hemicanales formados por conexinas
que contribuyan a la mantencion del fendomeno. Lamentablemente, con los resultados
expuestos en esta tesis no se puede confirmar que el incremento prolongado de Ia
permeabilidad de la membrana de las células de la pared vascular sea un reflejo de un
reclutamiento de nuevos canales de Panx-1 o de hemicanales formados por conexinas por lo

cual futuros experimentos deben realizarse para resolverlo.

Una segunda hipotesis con respecto al mecanismo por el cual el incremento de la
permeabilidad de la pared vascular ocurre de manera sostenida en el tiempo tras la activacion
de las fibras sensoriales perivasculares es que los canales de Panx-1 fuesen activados por una
sefializaciébn permanente en el tiempo (e.g. mediante un sistema de regulacion de tipo

feedback positivo). Un candidato que genere este tipo de senalizaciéon es el ATP. Se ha
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demostrado que el ATP incrementa la activacion de los canales de Panx-1 (Locovei et al.,
2006). Mas aun, se ha sugerido que los canales de Panx-1, al igual que los hemicanales
formados por conexinas (como los formados por Cx43), son permeables al ATP (Bao et al.,
2004; Pearson et al., 2005; Faigle et al., 2008; Kang et al., 2008). Por lo tanto, la activacion de
los canales de Panx-1 inducida por el CGRP podria conducir a la liberacion de ATP al
compartimiento extracelular. EI ATP liberado, podria actuar de forma autocrina o paracrina
sobre receptores purinérgicos favoreciendo la activacion de los canales de Panx-1 y
manteniendo abierta la via de salida de ATP. Este mecanismo prolongaria la activacion del
canal a lo largo del tiempo. Esta hipotesis fue descartada pues el tratamiento con PPADS, un
bloqueador de los receptores purinérgicos P2X y P2Y, no afect6 la captacion de colorante
inducida por capsaicina (Figura 45). Ademas, después de la estimulacion de la red arterial
mesentérica con CGRP, el tratamiento con el PPADS no previno la captacion observada al
menos, 1 h después del tratamiento con CGRP (datos no mostrados). Consistente con esto, la
estimulacion de las células endoteliales con CGRP no estimul6 la liberacion de ATP, al menos
en una cantidad detectable por el método luciferina-luciferasa (Figura 46). Estos resultados
sugieren fuertemente que la activacion de los nervios sensoriales perivasculares no genera
liberacion de ATP, ni menos ain, una sefializacion dependiente de ATP que conlleve a la
activacion prolongada de los canales de Panx-1. En consecuencia, la sefializacion purinérgica

no explica la activacion prolongada de los canales formados por Panx-1.
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FIGURA 45. La activacion de los canales de Panx-1 inducida por capsaicina no es mediada
por los receptores purinérgicos. El cambio en la permeabilidad de la membrana a través de
canales tales como los formados por Panx-1 se evalu6 mediante la captacion de etidio. (A)
Esquema del disefo experimental. El bromuro de etidio (5 uM) se perfundi6 en la red arterial
mesentérica durante la estimulacion con capsaicina (1 M, 20 min) en ausencia o presencia de
PPADS (30 uM). (B) Imagenes representativas de la captacion de etidio inducida por
capsaicina. Las imagenes 1, 3 y 5 corresponden al campo claro de los registros de
fluorescencia mostrados en 2, 4 y 6, respectivamente (C) Andlisis de los datos mostrados en
(B). * =P < 0,05 versus Vehiculo (primera barra). n.s. = no significativo. Estadistica: ANOVA
de una via y test post hoc Newman Keuls.
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FIGURA 46. La estimulacion de las células endoteliales con CGRP no esta asociada a la
liberacion de ATP. La liberacion de ATP se analizd en cultivos primarios de células
endoteliales aisladas de la red vascular mesentérica. Las muestras se tomaron antes de la
estimulacion (basal) y al minuto 1, 3 y 5 durante la estimulacion con CGRP (100 nM) o su
vehiculo. (A) Liberaciéon de ATP inducida por el vehiculo de CGRP. (B) Liberaciéon de ATP
inducida por CGRP. UA: unidades arbitrarias. Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc
Newman Keuls.
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Se ha propuesto que la probabilidad de apertura de los canales de Panx-1 se puede modular
por cambios post-traduccionales tales como fosforilacion (Johnstone ef al., 2012; Lohman y
Isakson, 2014). En este contexto, la fosforilacion de Panx-1 en el residuo tirosina 168 ha sido
recientemente propuesta como un indice de activacion del canal (Lohman y Isakson, 2014).
Sin embargo, se descartd que la activacion prolongada de Panx-1 inducida por CGRP se deba
a un incremento en la fosforilacion del canal ya que el estado basal de fosforilacion de Panx-1
en tirosina 168 no fue afectado 1 h después de la activaciéon de los nervios sensoriales
perivasculares (Figura 47). No obstante, se encontr6 un gran incremento en la fosforilacion de
Panx-1 después de 3 horas del tratamiento con capsaicina (Figura 47). Esto sugiere que los
canales de Panx-1 podrian seguir activados en tiempos superiores a 1 hora después de la

activacion de las fibras sensoriales perivasculares por una via de sefializacion diferente.

En este trabajo se muestra que la activacion inicial de los canales de Panx-1, inducida por la
liberacion del CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares, condujo a la activacion
prolongada de los canales formados por Panx-1 en el endotelio vascular y a la inhibicion de la
produccion del NO. Maés aun, la activacion inicial de los canales de Panx-1 dependid
completamente de la produccion de NO inducida por el CGRP (Figuras 36 y 37). Como se
menciond anteriormente, el NO es una sefial esencial en el control fisiologico del tono
vasomotor; en este sentido, existe una produccion basal de NO e incrementos en la actividad
de la eNOS a cada instante generado por diferentes estimulos fisiologicos como la tension de
roce (i.e. el shear stress), entre otros. Bajo este contexto, resulta poco loégico que un
incremento transitorio en la produccion de NO, conlleve a una inhibicién prolongada de la

sefializacion del NO.
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FIGURA 47. El tratamiento con capsaicina regula la fosforilacion de la Panx-1. Los niveles

de la fosforilacion de Panx-1 en el residuo tirosina 168 (P-Panx-

) fueron cuantificados en

mesenterios homogenizados después de 1 y 3 horas del tratamiento con capsaicina (1 uM, 20
min) o su vehiculo. En el panel superior se muestra un Western blot representativo y en el
panel inferior se presenta el analisis densitométrico de esos experimentos. C: Control. * =P <

0,05 versus Control. Estadistica: ANOVA de una via y test post hoc Newman Keuls.
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Recientemente Lillo encontré que la produccion de NO inducida por ACh (100 nM) activa los
canales de Panx-1 en arterias de resistencia (Lillo, 2011). Sin embargo, 100 nM ACh
(estimulo que en células endoteliales de la red vascular mesentérica induce una similar
produccion de NO con respecto a la producida por 100 nM CGRP (652,9 + 170,8 pmoL/mL
versus 391,4 £ 50,1 pmoL/mL, Figura 17)) no conduce a un incremento prolongado (al menos
1 h después de la estimulacion con ACh) en la permeabilidad de la membrana de las células de
la pared vascular (Figura 48). Méas alin, experimentos internos confirman que la activacion de
los canales de Panx-1 inducida por ACh es transitoria pues 15 min después de la estimulacion
con ACh la captacion de etidio es indetectable, al igual que lo observado con SNAP. Esto
sugiere que existe otro componente, ademas del NO, que induce la activacion prolongada de
los canales observada en respuesta a CGRP. Consistente con esta hipdtesis, la estimulacion de
los vasos con NO exogeno, al igual que ACh, induce un incremento transitorio en la
permeabilidad de las células de la pared vascular, ya que la captacion de etidio a través de los
canales formados por panexina o conexina es indetectable a los 15 minutos después de quitar
el NO de la perfusion (Figura 33). Estos resultados sugieren que para que la activacion de los
canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexina se prolongue en el tiempo se
requiere de otra sefial ademds del NO. Por lo tanto, se deben realizar futuros experimentos

para resolver esta interrogante.

Coémo el NO puede conducir a la activacion de los canales de Panx-1 en nuestro modelo es
una pregunta abierta. Se sabe que la actividad de los canales de Panx-1 puede ser controlada

por nitrosilacion (Johnstone et al., 2012; Lohman et al., 2012b).
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FIGURA 48. La estimulacion con ACh no conduce a la activacion prolongada de los canales
de Panx-1 o de los hemicanales formados por conexinas. El cambio en la permeabilidad de la
membrana a través de canales tales como los formados por Panx-1 o de los hemicanales
formados por conexinas se evaludé mediante la técnica de captacion de etidio. El bromuro de
etidio (5 uM) se perfundié durante 20 min en la red arterial mesentérica 1 h después de la
estimulacion con ACh (100 nM, 5 min). Notar que la estimulacion con ACh no conlleva a un
incremento sostenido en el tiempo de la permeabilidad de la pared vascular. Las imagenes 1 y
3 corresponden al campo claro de los registros de fluorescencia mostrados en 2 y 4,
respectivamente. Las iméagenes 3 y 4 corresponden a los mismos vasos mostrados en 1 y 2.
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Aunque Panx-1 tiene multiples residuos de cisteina en su estructura, por prediccion

bioinformatica (GPS-SNO v1.0, http://sno.biocuckoo.org/) esta proteina solo tiene tres

residuos con altas probabilidades de ser nitrosilados, la cisteina 66, la cisteina 245 y la cisteina
426. Sin embargo, la estimulacion de arterias de resistencia con 100 nM ACh no se asocia a la
nitrosilacion de Panx-1 (Lillo, 2011). En contraste, la nitrosilacion de Panx-1 solo se ha
observado utilizando elevadas concentraciones (no fisiologicas) de NO con donadores de esta
molécula de senalizacion (Lohman et al., 2012b). En estas condiciones, la nitrosilacion de
Panx-1 est4 asociada a la inhibicion del canal (Lohman ef al., 2012b). Asi, es poco probable
que el NO producido por CGRP active los canales de Panx-1 mediante nitrosilacion. Sin
embargo, no se puede descartar que el NO y/o la senal paralela (probablemente alguna
fosforilacion via PKA), necesaria para la activacion prolongada de los canales de Panx-1,
actuen sobre intermediarios (i.e. otras moléculas de sefializacion) que afecten la activacion del
canal de Panx-1, por ejemplo, mediante una interaccion alostérica que modifique la estructura
del canal. Tampoco se puede descartar que el NO pueda modificar la actividad de Panx-1
mediante nitracion (la Panx-1 posee al menos un sitio (tirosina 10) con altas probabilidades de

nitracion (GPS-YNO2 v1.0, http://yno2.biocuckoo.org/)). En este trabajo se mostrdé que

capsaicina induce un incremento en la produccion de superdxido en la red arterial mesentérica.
La produccion de superdxido esta directamente relacionada con la produccion de peroxinitrito

lo cual incrementa la probabilidad de modificacion de proteinas por nitracion.

Cabe destacar que el NO también puede activar hemicanales formados por conexinas (Retamal
et al., 2009; Figueroa et al., 2013b). Mas aun, este mecanismo de sefializacion ha sido

recientemente observado en arterias de resistencia (Lillo, 2011). Sin embargo, se desconoce
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por qué CGRP, a través de la produccion de NO solo activa los canales de Panx-1 y no los
hemicanales formados por conexinas. Desde esta perspectiva, la sefializacion mediada por NO
que regula la actividad de los canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas

es bastante mas compleja de lo que podria esperarse.

5 Regulacion de la comunicacion intercelular a través de uniones comunicantes

Uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar si la comunicacion intercelular a través de
uniones comunicantes es regulada por la activacion de los nervios sensoriales perivasculares.
Aunque no se profundizé en esta area de investigacion, se obtuvo evidencia contundente que
sugiere que la activacion de las fibras sensoriales perivasculares conlleva a una dréstica y
prolongada reduccion en el acoplamiento intercelular a través de uniones comunicantes. En
este contexto, usando la técnica de acoplamiento por colorante, se observéd que el tratamiento
de la red arterial mesentérica con capsaicina condujo a un bloqueo significativo de la difusion
del colorante etidio a las células vecinas (Figura 38 A-F). Si bien no se muestra evidencia
directa que descarte que este resultado se deba a la denervacion quimica de las fibras
sensoriales perivasculares por la accion de la capsaicina, yo pienso que la inhibicién del
acoplamiento intercelular no obedece a la denervacion de las arterias, sino que a la activacion
de las fibras, porque la aplicacion exogena del péptido CGRP, al igual que capsaicina, también
indujo la pérdida de acoplamiento intercelular (Figura 38 G-I). Por lo tanto, los resultados en
conjunto sugieren que el CGRP liberado desde los nervios perivasculares sensoriales gatilla un
mecanismo de sefalizacion que conduce a la inhibiciéon de la comunicacion via uniones

comunicantes entre las células que componen la pared de las arterias de resistencia. Es
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importante notar que en estos experimentos, el etidio se microinyectd en las células
musculares lisas. Little y colaboradores mostraron el afio 1995 que el etidio cuando se
microinyecta en una célula muscular de una arteria de resistencia, no difunde a las células
endoteliales, pero si a otras células musculares lisas (Little et al., 1995). Por lo tanto, es
importante destacar que los resultados de esta tesis sugieren que al menos la comunicacion
entre células musculares es afectada después de la activacion de las fibras sensoriales

perivasculares.

Como se ha descrito en el inicio de este trabajo, las uniones comunicantes son consideradas un
elemento clave para la funcion microvascular. Consistente con esto, las uniones comunicantes
median gran parte de la transmision (hacia el musculo liso) de los agentes vasodilatadores
derivados del endotelio producidos por ACh. En este contexto, la respuesta vasodilatadora
inducida por ACh fue drasticamente reducida en la red arterial mesentérica pre-contraida con
fenilefrina y tratada con el bloqueador de uniones comunicantes, B-GA (Figura 39A). Es
importante notar que la liberacion de CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares
inducida por capsaicina condujo a un bloqueo de la vasodilatacion mediada por uniones
comunicantes ya que el bloqueo de éstas con el B-GA no tuvo efecto sobre la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh (Figura 39B). Todos estos resultados sugieren que un
incremento en la liberacion de CGRP desde las fibras sensoriales perivasculares conlleva a la

pérdida funcional de las uniones comunicantes mioendoteliales en arterias de resistencia.

La técnica de acoplamiento de colorante utilizada para evaluar la comunicacion intercelular

tiene la limitacion que el bloqueo del paso de un colorante no necesariamente implica que los
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canales intercelulares estin completamente cerrados, sino que podria reflejar un cambio de la
permeabilidad de esa molécula por el canal. En este contexto, la selectividad del poro de los
canales podria haber sido afectada por nuestro tratamiento. Otra limitacion de los
experimentos de microinyeccion de colorante realizados es que no nos permitidé evaluar el
acoplamiento entre células endoteliales ni el acoplamiento mioendotelial pues, como se
mencion6 antes, el etidio microinyectado en la célula muscular lisa de una arteria de
resistencia no difunde a las células endoteliales (Little et al., 1995). Por lo tanto, futuros
experimentos seran necesarios para confirmar si el CGRP o la activaciéon de las fibras
sensoriales perivasculares inhiben la comunicacion endotelio-endotelio y el acoplamiento
mioendotelial. No obstante, los datos mostrados en la figura 39 sugieren fuertemente que la
activacion de las fibras sensoriales perivasculares conduce a la inhibicion, al menos, de la
comunicacion mioendotelial, la cual es importante en la respuesta vasodilatadora mediada por
el EDHF y el NO (Goto et al., 2002; Ungvari et al., 2002; Dora et al., 2003; Feletou y

Vanhoutte, 2009; Figueroa et al., 2013b).

En este trabajo, se muestra que la activacion de los nervios sensoriales perivasculares y la
subsiguiente liberacion de CGRP, conduce a la activacion prolongada de los canales de Panx-
1. Adicionalmente, se confirmé que la activacion prolongada de los canales de Panx-1
inducida por CGRP conlleva a la disfuncion del endotelio vascular. Asi, aun queda por
dilucidar si la inhibicion de la comunicacion intercelular es gatillada y mediada por el mismo
mecanismo. Debido a que la comunicacion a través de uniones comunicantes es altamente
regulada por el NO (Hoffmann et al., 2003; Yao et al., 2005; Looft-Wilson et al., 2012), es

posible que la inhibicién de la sefializacion del NO causada por la activacion de los canales de
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Panx-1 podria ser el mecanismo central por el cual capsaicina y CGRP inhiben el

acoplamiento intercelular en la pared vascular.

6 Regulacion de la funcion vascular por los nervios sensoriales perivasculares.

Debido a que una de las principales “manifestaciones” de la disfuncion endotelial es una
disminucion en la produccion y/o biodisponibilidad del NO, se evalu6 si la activacion de los
nervios sensoriales perivasculares regula la sefalizaciéon del NO a estadios mas tardios (ver
paper Gaete ef al., 2014 adjunto en apéndice ). En este sentido, se evaluo la expresion de la
eNOS hasta 3 horas después de la activacion de las fibras sensoriales. Sorprendentemente, se
encontro que los niveles proteicos de la eNOS decaen paulatinamente después de estimular la
activacion de los terminales sensoriales con capsaicina (Gaete et al., 2014). Mas auln, tres
horas después de la activacion de las fibras, se observd una disminucion significativa de los
niveles de la eNOS. Notablemente, se observdé lo mismo con los niveles de Panx-1. En
contraste, no se detectaron diferencias cuando se analizaron los niveles de la Cx32, la Cx43 y
la Panx-2, indicando que la activaciéon de las fibras sensoriales perivasculares afecta la
expresion de solo algunas proteinas de sefializacion. Notablemente, la regulacion de la
expresion de la eNOS y de la Panx-1 es mediada por el receptor de CGRP-1 y la posterior
activacion de los canales de Panx-1 porque la reduccion de la expresion de la eNOS y de la
Panx-1 causada por el tratamiento con capsaicina fue prevenida con el bloqueo de los
receptores CGRP-1 o de los canales formados por Panx-1 (Gaete ef al., 2014). Un hallazgo
que me llamo6 poderosamente la atencion fue que el tratamiento con el antagonista del receptor

CGRP-1 no solo previno la reduccion de la eNOS observada 3 h después de la activacion de
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las fibras sensoriales, sino que aumentd la expresion de esta enzima en aproximadamente 5
veces (Gaete et al., 2014). Este interesante resultado indica que no solo el CGRP liberado de
los terminales sensoriales inhibe la expresion de la eNOS, sino que otro neurotransmisor
liberado junto con CGRP desde los terminales sensoriales (probablemente substancia P), actia
potenciando la expresion de la eNOS. En consecuencia, la regulacion de la expresion de la
eNOS mediante la activacion de las fibras sensoriales perivasculares, depende de un balance

entre las senalizaciones del CGRP y otro neurotransmisor que se desconoce.

En este trabajo no se evalud directamente si los canales de Panx-1 permanecen activados por
un periodo superior a 1 h después del tratamiento con capsaicina. No obstante, basados en los
antecedentes que indican que la expresion de proteinas estd afectada 3 h después de la
activacion de las fibras sensoriales y que éste efecto es mediado por la activacion de los
canales de Panx-1 durante el periodo de activacion, creo que posiblemente los canales de
Panx-1 permanecen activados al menos 3 h después del tratamiento con capsaicina. Esta
hipotesis es apoyada por el hallazgo que la Panx-1 esta significativamente mas fosforilada 3 h

después de la activacion de las fibras sensoriales (Figura 47).

7 Proyecciones

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que CGRP participa en el desarrollo de
disfuncion endotelial y han avanzado significativamente en dilucidar el mecanismo principal
por el cual éste fenomeno ocurre. No obstante, el desarrollo de este trabajo también ha abierto

numerosas otras interrogantes como por ejemplo, ;por qué los canales de Panx-1 quedan
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activados a lo largo del tiempo?, ;como la activacion de los canales de Panx-1 conlleva al
reclutamiento de nuevos hemicanales formados por conexinas?, ;como la activacion de los
canales de Panx-1 regula la activacion de la eNOS?, ;como la liberacion de CGRP conlleva al
bloqueo de las uniones comunicantes?, ;cuanto tiempo después de la activacion de las fibras
se mantienen activados los canales de Panx-1?, ;jocurre este fenomeno en preparaciones in
vivo durante eventos inflamatorios?, ;puede ser revertida la disfuncién endotelial inducida por
CGRP?, ;cual es el rol que cumple substancia P en la regulacion de la funcidon vascular?, etc.
Indudablemente, la dilucidacion de estas interrogantes ofrece un amplio campo de

investigacion.

En esta tesis, muestro que tras la activacion de los nervios sensoriales perivasculares sensibles
a capsaicina, los agentes vasodilatadores derivados del endotelio son modificados de una
manera drastica. Aunque la magnitud de la vasodilatacion dependiente del endotelio esta
intacta, la produccion del NO es inhibida, lo cual puede tener una relevancia trascendental en
la mantencion de la funcién vascular normal; por ejemplo, el crecimiento del musculo liso, la
formacion de nuevos vasos sanguineos, la adhesion y agregacion plaquetaria, la sincronizacion
célula-célula a través de canales intercelulares formados por conexinas, etc. Notablemente, los
niveles proteicos de la eNOS y de Panx-1, dos proteinas importantes para el control de la
funcion vascular, fueron drésticamente reducidas 3 horas después de la activacion de los
receptores de CGRP (Gaete et al., 2014), sugiriendo que la activacion de los nervios
sensoriales perivasculares conduce a la alteracién de otras vias de sefializacion, las cuales
pueden contribuir a lo largo del tiempo a la disfuncion vascular. Debido a su potente accion

como vasodilatador, CGRP ha sido propuesto por mucho tiempo como un péptido protector
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para la funcion vascular en enfermedades como la hipertension (Xu ef al., 1989). Sin embargo,
nuestros resultados indican que la acciéon del CGRP modifica drasticamente la funcion
endotelial a lo largo del tiempo y futuros estudios deberian reconsiderar el efecto a largo plazo
de la aplicacion del CGRP y farmacos o agonistas que activen la liberacion de CGRP tales

como la capsaicina (tipicamente encontrado en cremas y dietas ricas en aji).

El CGRP es un vasodilatador muy potente (Brain et al., 1985; Girgis et al., 1985; Tippins,
1986). Por lo tanto, en orden de mantener la funcién vascular, la concentracion de CGRP
plasmatica tiene que ser baja. Aunque el CGRP es comunmente detectado en el plasma, su
medicion se encuentra normalmente en los limites de deteccion de la técnica utilizada (Mason
et al., 1986). Esto indica que la liberacion basal de CGRP desde los nervios sensoriales es
muy baja o que la tasa de degradacion del péptido es alta. Consistente con esto, la
participacion del CGRP en el control del tono vasomotor en condiciones fisioldgicas es
controversial (Smillie y Brain, 2011). Notablemente, no existe ningun trabajo que demuestre
directamente que el CGRP participe en la regulacion tonica (minuto a minuto) del control del
tono vasomotor. Mdas aun, la eliminacion especifica de la expresion génica del CGRP o la
aplicacion intravenosa de antagonistas del receptor de CGRP no afectan la presion arterial
media (Supowit et al., 1997; Lu et al., 1999; Katki et al., 2001; Nishikimi et al., 2001; Watson
et al., 2002), indicando que los niveles plasmaticos basales de CGRP provenientes de la
liberacion ténica de los nervios sensoriales perivasculares se encuentran bajo el umbral
necesario para activar los receptores en la vasculatura. Consistente con esta idea, la captacion
de colorante (etidio o amarillo de lucifer) es casi indetectable en la red arterial mesentérica en

condiciones basales. En vista del efecto negativo que tiene el CGRP sobre la funcién



180

endotelial, es probable que la liberacion tonica de CGRP tampoco alcance el umbral necesario
para gatillar la activacion de los canales de Panx-1 en el endotelio vascular. En contraste, la
activacion de los nervios sensoriales perivasculares y la subsiguiente liberacion de grandes
cantidades de CGRP estan mas relacionadas a condiciones patoldgicas tales como la
inflamacioén, entre otras (Wang et al., 1992; Arden et al., 1994; Arnalich et al., 1995; Hou y

Wang, 2001).

El estudio de la participacion de las fibras sensoriales perivasculares en la respuesta
inflamatoria se ha limitado a las vénulas post-capilares, lugar donde ocurren los cambios en la
permeabilidad de la pared vascular y la subsecuente extravasacion del plasma. Sin embargo, el
proceso inflamatorio es un proceso mucho mas complejo e involucra otros componentes que
comprometen también la funcion del lado arterial. En este contexto, ha sido ampliamente
documentado que la respuesta inflamatoria produce disfuncién endotelial en las arterias de
resistencia. Como se menciond anteriormente, la disfuncion endotelial se refiere a la
disminucion de la vasodilatacion dependiente del endotelio y generalmente se ha atribuido a
una reduccion en la produccion y/o biodisponibilidad del NO (Rudic y Sessa, 1999). Sin
embargo, diferentes reportes apuntan a que la disfuncién vascular inducida por agentes
inflamatorios es mas compleja y también puede involucrar la pérdida funcional de otros
componentes vasodilatadores, como el EDHF que se transmite por las uniones comunicantes.
En este contexto, estudios en arterias omentales humanas tratadas con TNF-o, uno de los
principales mediadores liberados en la respuesta inflamatoria, mostraron una disminucion de
los componentes dependientes de NO y EDHF de la respuesta vasodilatadora inducida por

bradicinina (Gillham et al., 2008). Este fendmeno también se puede observar en arterias
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mesentéricas aisladas, donde el componente vasodilatador dependiente del EDHF también
disminuy6 en vasos tratados con LPS, un componente de la pared de bacterias gram negativas
que actua como agente inflamatorio (Mitsumizo et al., 2004). Mas aun, consistente con la
inhibicién del EDHF observada en esos trabajos, un estudio en anillos adrticos mostré que el
tratamiento con LPS produjo una reduccion en la expresion de conexinas vasculares y la
pérdida del acoplamiento celular (Simon et al., 2004). Estos resultados indican que la
disfuncion endotelial inducida por agentes inflamatorios compromete no solo la sefializacion
del NO, sino también la coordinacion de la funcidén vascular via uniones comunicantes.
Notablemente, el mecanismo por el cual ocurre esta disfuncion en los vasos sanguineos es
todavia incierto. Se sabe que las fibras sensoriales perivasculares expresan receptores de
distintos mediadores liberados durante la respuesta inflamatoria (e.g. TNF-a, interleukina (IL)
1B, IL-6) (Sommer y Kress, 2004). Mas aun, el tratamiento con TNF-a incrementa la
actividad eléctrica de fibras sensoriales tipo C (Sorkin et al., 1997). Consistente con todo esto,
la estimulaciéon con LPS induce la expresion y liberacion de CGRP en cultivos de neuronas
sensoriales y en preparaciones in vivo (Tang et al., 1997; Hou y Wang, 2001). Més aun el
tratamiento con LPS conlleva a un incremento progresivo en la concentracion del CGRP
plasmatico (Tang et al., 1997). Estos antecedentes sugieren que la disfunciéon endotelial
generada durante la respuesta inflamatoria podria ser mediada por la activacion de las fibras

sensoriales perivasculares y la subsiguiente liberacion de CGRP.

Es importante destacar, que numerosas enfermedades o estados patoldgicos asociados al
proceso inflamatorio tales como hipertension, obesidad, diabetes, aterosclerosis, isquemia-

reperfusion, entre otras, comparten en comun la disfuncion del endotelio vascular. Como se
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sabe, la disfuncion del endotelio en las arterias de resistencia tiene un profundo impacto en la
funcion vascular, por lo cual el estudio de los mecanismos que conllevan a la disfuncion
endotelial ofrece nuevas oportunidades terapéuticas para contrarrestar el efecto adverso de la

inflamacidn sobre la funcidn arterial.

Los resultados presentados en esta tesis indican que la liberacion del CGRP desde las fibras
sensoriales perivasculares tiene un impacto negativo sobre la funcidon vascular debido a un
incremento prolongado en la actividad de los canales de Panx-1 y de los hemicanales
formados por conexinas presentes en el endotelio vascular. La relevancia de este trabajo se
basa en que estados patofisioldgicos que involucran disfuncidon endotelial en los cuales existe
un incremento en la activacion de las fibras sensoriales perivasculares (e.g. inflamacion),
podrian ser mediados por el CGRP. Desde esta perspectiva, el estudio de las fibras sensoriales
perivasculares sobre la funcion vascular en la respuesta inflamatoria ofrece una interesante

area de investigacion de gran relevancia clinica.
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CONCLUSION

La activacion de los nervios sensoriales perivasculares conduce a una pérdida progresiva de la
funcion endotelial. En este contexto, 15 minutos después de la activacion de las fibras
sensoriales perivasculares, la vasodilatacion dependiente de NO es inhibida parcialmente
(Figura 49). Una hora después de la activacion de las fibras sensoriales perivasculares, la
vasodilatacion dependiente de NO esta inhibida y se detecta un componente vasodilatador
compensatorio dependiente de prostaglandinas. Ademas, se reduce de manera dréstica la
comunicacion intercelular a través de uniones comunicantes (Figura 49). Finalmente, 3 h
después de la activacion de las fibras sensoriales perivasculares, hay una considerable
reduccion en la expresion de proteinas importantes para el control de la funcion vascular

(Figura 49).

La activacion de los nervios sensoriales perivasculares conduce a la liberacion de CGRP desde
los terminales sensoriales y a la activacion, en la pared vascular, de los receptores de CGRP
sensibles a CGRPg_37, los CGRP-1 (Figura 50). La estimulacion de los receptores de CGRP
induce la activacion prolongada de los canales de Panx-1 en el endotelio vascular, mediante
una via dependiente de la activacion de la PKA y de la produccién de NO (Figura 50). La

activacion de los canales de Panx-1 inducida por CGRP conlleva al reclutamiento de
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hemicanales formados por conexina en el endotelio (Figura 50). La activacion de los canales
de Panx-1 constituye un paso critico en la cadena de eventos que conduce a la inhibicion de la

senalizacion del NO causada por el CGRP (Figura 50).

Finalmente, los resultados de esta tesis apuntan a las fibras sensoriales perivasculares, a los
receptores CGRP-1, a los canales formados por Panx-1 y a los hemicanales formados por
conexinas como potenciales blancos terapéuticos para proteger la funcidon vascular en
enfermedades o estados patologicos que involucren la activacion de los nervios sensoriales

perivasculares y la disfuncion endotelial, como por ejemplo, la inflamacion.
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FIGURA 49. Efecto de la activacion de los nervios sensoriales perivasculares sobre la
funcion endotelial. La liberacion de CGRP desde los terminales nerviosos regula la funcién
endotelial de manera témporo-dependiente. Quince minutos después de la activacion de las
fibras sensoriales, la vasodilatacion mediada por NO inducida por ACh estd inhibida. Una
hora después de la activacion, la vasodilatacion dependiente de NO y la comunicacion
intercelular a través de uniones comunicantes estan abolidas. Ademads, se activa un
componente vasodilatador dependiente de prostaglandinas que compensa la inhibicion de la
respuesta vasodilatadora dependiente de NO. Tres horas después de la activacion, hay una
reduccion en la expresion de proteinas relevantes para la funcidon vascular, tales como la
eNOS. Abreviaciones: CGRP1: Receptor de CGRP-1; PG: prostaglandinas; NO: 6xido nitrico.
CML: células del musculo liso; CE: células endoteliales.
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FIGURA 50. Resumen de los mecanismos implicados en la disfuncion endotelial causada por
CGRP. La activacion de las fibras sensoriales perivasculares con capsaicina conlleva a la
liberacion de CGRP desde los terminales sensoriales. El CGRP activa los receptores CGRP-1
en las células endoteliales de la pared vascular. La activacion del receptor CGRP-1 gatilla la
activacion de la PKA y la activacion de la eNOS. La produccion de NO y posiblemente la
PKA inducen la activacion de los canales formados por Panx-1. Al menos una hora después de
la estimulacion de las fibras sensoriales, los canales de Panx-1 contintian activados. Mas aun,
la activacion inicial de los canales de Panx-1 conlleva a la activacion de los hemicanales
formados por conexinas. La activacion de los hemicanales formados por Panx-1 y de los
hemicanales compuestos por conexinas conlleva a la inhibicion de la vasodilatacion
dependiente de NO. La activacion del receptor CGRP-1 y la posterior activacion prolongada
de los canales de Panx-1 conducen a la reduccion de la fosforilacion de 1la eNOS en el residuo
serina 1177 y a la inhibicion de la sefializacion por Ca>" activada por acetilcolina (ACh), lo
cual esta asociado a una disminucion en la producciéon de NO. La activacion de las fibras
sensoriales también conduce a un incremento en la produccion del radical superoxido (Oy), el
cual puede contribuir a la reduccion en la biodisponibilidad del NO y a la mantencion de la
activacion de los canales de Panx-1 y de los hemicanales formados por conexinas. La
inhibicion de la produccion del NO gatilla la activacion de un componente vasodilatador
compensatorio que depende de prostaglandinas. EI CGRP también afecta la comunicacion
mioendotelial y el acoplamiento intercelular entre las células del musculo liso, posiblemente
mediante la reduccion en la biodisponibilidad del NO. Aun queda por resolver si la activacion
de las fibras sensoriales perivasculares regula la comunicacion entre células endoteliales, lo
cual es esencial en la transmision de respuestas vasomotoras a lo largo del vaso. Las lineas
punteadas indican sefalizaciones hipotéticas que no fueron abordadas en esta tesis y que ain
requieren ser resueltas. Abreviaciones: CML: célula muscular lisa; LEI: ldmina elastica
interna; CE: célula endotelial; CGRP1: Receptor de CGRP-1; AC: adenilato ciclasa; PKA:
proteina kinasa A; NO: 6xido nitrico; eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial; Panx-1: panexina
1; Cx: conexina; PG: prostaglandina.
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Functional Role of Connexins and
Pannexins in the Interaction
Between Vascular and Nervous
System

PABLO S. GAETE, MAURICIO A. LILLO, anp XAVIER F. FIGUEROA*

Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, Chile

The microvascular network of the microcirculation works in tight communication with surrounding tissues to control blood supply and
exchange of solutes. In cerebral circulation, microvascular endothelial cells constitute a selective permeability barrier that controls the
environment of parenchymal brain tissue, which is known as the blood-brain barrier (BBB). Connexin- and pannexin-formed channels (gap
junctions and hemichannels) play a central role in the coordination of endothelial and smooth muscle cell function and connexin-mediated
signaling in endothelial cells is essential in the regulation of BBB permeability. Likewise, gap junction communication between astrocyte
end-feet also contributes to maintain the BBB integrity, but the participation of hemichannels in this process cannot be discarded.
Sympathetic and sensory perivascular nerves are also involved in the control and coordination of vascular function through the release of
vasoconstrictor or vasodilator signals and by the regulation of gap junction communication in the vessel wall. Conversely, ATP release
through pannexin-|-formed channels mediates the al-adrenergic signaling. Furthermore, here we show that capsaicin-induced CGRP
release from mesenteric perivascular sensory nerves induces pannexin-|-formed channel opening, which in turn leads to reduction of
pannexin-| and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) expression along the time. Interestingly, blockade of CGRP receptors with
CGRPg_3; increased eNOS expression by ~5-fold, suggesting that capsaicin-sensitive sensory nerves are involved in the control of key
signaling proteins for vascular function. In this review, we discuss the importance of connexin-based channels in the control of BBB integrity

and the functional interaction of vascular connexins and pannexins with the peripheral nervous system.
J. Cell. Physiol. 229: 1336—1345, 2014. © 2014 Wiley Periodicals, Inc.

Blood vessels are typically thought as a simply irrigation system
intended to provide nutrients to the tissues and remove
metabolic waste. However, the vascular system forms a
complex and dynamic network that must work in fine
coordination with all surrounding cells. This coordination is
especially important in tissues that present a high metabolic
demand such as nervous tissue or cardiac and skeletal muscle
(Rolfe and Brown, 1997), since variations in cell activity must be
paralleled by a proportional change in blood flow to adjust the
supply of energy substrate to tissue metabolism (ladecola
etal., 1997; ladecola, 2004; Segal, 2000, 2005; Filosa et al., 2006;
Figueroa and Duling, 2009). Hence control of vascular function
does not depend only on the fine communication between
smooth muscle and endothelial cells, but also on tight
coordination of resistance vessels and capillaries with the tissue
requirements.

In addition to match oxygen and nutrient supply to metabolic
demand, blood vessels of the cerebral microcirculation also
contribute to control the environment of parenchymal brain
tissue, since microvascular cerebral endothelial cells form a
barrier between systemic blood circulation and brain tissue
(Gloor et al., 2001; Wachtel et al.,, 2001; Ballabh et al., 2004;
Hawkins and Davis, 2005; Abbott et al., 2010; Liebner
etal., 201 I). This blood—brain barrier (BBB) is a highly selective,
permeability barrier that separates and protects the central
nervous system (CNS) from potentially damaging blood-borne
substances, which is essential for maintaining homeostasis in
the CNS. Then, the stability of BBB is key for keeping a proper
neuronal activity and brain function (Gloor et al., 2001;
Wachtel et al., 2001; Ballabh et al., 2004; Hawkins and
Davis, 2005; Abbott et al., 2010; Liebner et al., 201 ).
Interestingly, although the interaction between endothelial
cells is critical for the barrier function, communication among
vascular cells and brain cells, especially astrocytes and neurons,
appears to play a central role in the development and
maintenance of the barrier (Goldstein, 1988; Kuchler-Bopp
et al., 1999; Hawkins and Davis, 2005; Abbott et al., 2010).

© 2014 WILEY PERIODICALS, INC.

Vascular function must not be coordinated only between
adjacent smooth muscle cells and endothelial cells, but also
along the length of different segments of the arteriolar network
in the microcirculation, which is essential for the regulation of
blood flow distribution (Figueroa et al., 2004; Segal, 2005).
Additionally, a significant part of the resistance to blood flow
resides on the proximal vessels that directly supply the
microcirculation (Davis et al., 1986; Mulvany and
Aalkjaer, 1990; Segal, 2000), and then, changes in diameter
must also be synchronized between arterioles (diameter,
10-100 wm) and feed arteries (diameter, 100-500 wm). In this
context, it should be noted that the peripheral vascular system
is tightly associated to a complex network of vasoconstrictor
and vasodilator nerve fibers (Rubino and Burnstock, 1996;
Kawasaki, 2002; Tsuru et al., 2002; Brain and Grant, 2004).
Although the gap junction-mediated linkage of cells of the
vessel wall certainly contribute to the coordination of
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CONNEXINS/PANNEXINS IN NEURO-VASCULAR SIGNALS

vasomotor tone in the microvascular network (Figueroa and
Duling, 2009), the innervation of peripheral vessels play a key
role in the local and central control of blood flow distribution
by functionally connecting proximal and distal vessel segments
(Burnstock, 1990; Kawasaki, 2002; Tsuru et al., 2002).
Therefore, perivascular nerves are an intrinsic functional
component of the vasculature that must work in concert with
the gap junction-related intercellular communication system of
the vessel wall.

Gap junctions are low resistance channels that directly
communicate the cytoplasm of adjacent cells, allowing
intercellular transfer of current and small solutes (<1.4 nm of
diameter) (Perkins et al., 1998; Unger et al., 1999), such as ions
and second messengers (e.g. Ca®" and IP;) (Evans and
Martin, 2002; Saez et al.,, 2003; Isakson et al., 2007). These
intercellular channels are formed by serial docking, at the
plasma membrane, of two hemichannels (i.e. half gap junction
channels) provided by each neighboring cell. In turn, hemi-
channels are made up by the arrangement of six connexin (Cx)
proteins around a pore. At least twenty connexin isoforms
have been described in mammals and each connexin isoform is
typically termed according to their apparent molecular weight
(Evans and Martin, 2002; Saez et al., 2003). Cells often express
more than one connexin isoform (Saez et al., 2003) and
hemichannels can be composed by association of one
(homomeric channels) or a mixture (heteromeric channels) of
different connexin isoforms, which typically differ in unitary
conductance, permeability, and regulation (He et al., 1999;
Cottrell etal.,, 2002 Martinez et al., 2002; Moreno, 2004). Then,
homomeric and heteromeric hemichannels provide signaling
pathways with unique communication properties. Neverthe-
less, direct cell-to-cell communication via gap junctions is not
the only mechanism of connexin-mediated signaling, because
functional hemichannels may also remain unpaired and release
paracrine signals such as ATP, NAD™, prostaglandins or NO
(Bruzzone et al., 2001; Stout et al., 2002; Goodenough and
Paul, 2003; Saez et al., 2003; Cherian et al., 2005; Figueroa
et al, 2013).

Interestingly, another family of membrane proteins named
pannexins (Panxs) was recently described to present similar
characteristics of connexins (Panchin et al., 2000; Bruzzone
et al., 2003). Three members of this protein family have
currently been described (Panx-1, Panx-2, and Panx-3)
(Panchin et al., 2000; Bruzzone et al., 2003). Although the
homology in the amino acid sequence of connexins and
pannexins is very low (~16%), these proteins share a similar
membrane topology (Bruzzone et al., 2003). Hitherto
pannexins have been observed to form only hemichannels in
physiological conditions, which provides an additional mecha-
nism of hemichannel-mediated paracrine or autocrine signaling
processes (Locovei et al., 2006; Billaud et al., 201 I; Orellana
et al, 201 I; Chandrasekhar and Bera, 2012).

Connexins and pannexins in central and peripheral
vasculature

Communication via connexin-formed channels in the vascular
system may be mediated by interaction of one or more of 5
connexin isoforms. In general, the expression of Cx32, Cx37,
Cx40, Cx43, and Cx45 has been detected in the vessel wall (van
Kempen et al., 1995; van Kempen and Jongsma, 1999; Severs
etal., 2001; Hill et al., 2002; Haefliger et al., 2004; Figueroa and
Duling, 2008; Okamoto et al., 2009). However, it is important
to note that the pattern of connexin expression in the
vasculature is variable and depends on vessel size, vascular
territory, and species (van Kempen et al., 1995; van Kempen
and Jongsma, 1999; Hill et al., 2002; Figueroa et al., 2004)
(Table I). Cx32 was just recently detected in endothelial cells
(Okamoto et al., 2009), but this connexin has not been
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described to be expressed in the cerebral circulation. Cx37 and
Cx40 are also typically confined to endothelial cells (Gabriels
and Paul, 1998; van Kempen and Jongsma, 1999; Severs

et al,, 2001; Kwak et al., 2002; Simon and McWhorter, 2002;
Figueroa et al., 2003; Figueroa and Duling, 2008), although, in
rat, both connexins have been found in smooth muscle cells as
well (Little et al., 1995; Gabriels and Paul, 1998; van Kempen
and Jongsma, 1999; Severs et al., 2001; Rummery et al., 2002a).
Likewise, in cerebral circulation, Cx40 is mainly found in the
endothelium and Cx37 has been detected in both endothelial
and smooth muscle cells (Ujiie et al., 2003; Haddock

etal., 2006). Cx43 is not restricted to a specific cell type (Little
et al., 1995; Gabriels and Paul, 1998; van Kempen and
Jongsma, 1999; Severs et al., 2001), but, is most prominently
found in smooth muscle cells of peripheral blood vessels (van
Kempen and Jongsma, 1999) or, in contrast, in endothelial cells
of cerebral vessels (Virgintino et al., 2001; Ujiie et al., 2003;
Haddock et al., 2006). Cx45, however, has been observed only
in smooth muscle cells and is mainly expressed in cerebral
vessels (Kruger et al., 2000; Li and Simard, 2001; Li and
Simard, 2002). The expression pattern of Cx32, Cx37, Cx40,
Cx43, and Cx45 in the vessel wall of different vascular
territories is summarized in Table I.

The distribution of pannexins in the vasculature has not been
well-characterized, but the first reports indicate that, as in the
case of connexins, the expression of pannexins is
heterogeneous along the vascular tree and seems to depend on
vessel size and vascular territory (Lohman etal., 2012) (Table I).
Panx-| is the most abundant pannexin protein in peripheral
blood vessels and has consistently been found to be expressed
in the endothelium of conduit and resistance vessels of all
vascular territories, but, in smooth muscle cells, this protein
has only been detected in small arteries and arterioles (Billaud
etal, 201 I; Lohman et al,, 2012). In contrast to the peripheral
circulation, Panx-| was detected exclusively in smooth muscle
cells of the middle cerebral artery, suggesting a different
distribution and, probably, function in the cerebral vasculature
(Burns et al., 2012). The expression of Panx-2 and Panx-3
seems to be restricted to the smooth muscle and endothelium
of small resistance vessels of some vascular territories. Panx-2
has only been detected in first order pulmonary arteries
(Lohman et al.,, 2012) and middle cerebral artery (Burns
etal,, 2012), and Panx-3 in small coronary arteries, renal cortex
arterioles, and first order arterioles of distal lung (Lohman
etal, 2012). However, the expression of Panx-3 has not been
studied in detail in cerebral blood vessels. The expression and
distribution of Panx-1, Panx-2, and Panx-3 in the vessel wall is
summarized in Table I.

Regulation of blood-brain barrier function by connexins

Neuronal environment is finely controlled by a barrier that
restricts the transport of solutes between blood and brain
tissue. The BBB is composed by endothelial cells, capillary basal
membrane, astrocyte end-feet, and pericytes (Kuchler-Bopp
et al., 1999; Ballabh et al., 2004; Hawkins and Davis, 2005
Abbott et al., 2010; Liebner et al., 201 1). In contrast to the
peripheral circulation, the BBB endothelial cells do not present
fenestrations, exhibit scarce vesicular transcytosis and are
highly sealed by an extensive tight junction complex that
selectively excludes most hydrophilic molecules to get into the
brain by paracellular flux (Gloor et al., 2001; Ballabh et al., 2004;
Abbott et al., 2010). Nevertheless, tight junctions do not limit
the movement of small lipophilic substances such as O, and
CO,, which can diffuse directly through plasma membrane. In
addition, specific transport of glucose and amino acids is
achieved by carriers and the transport of large essential
molecules is attained by receptor-mediated endocytosis
(Glooretal.,, 2001; Ballabh etal., 2004; Abbott etal.,2010). The
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TABLE I. Connexin and pannexin distribution in the vascular wall

Protein Blood vessel EC SMC Specie Reference
Cx32 Inferior vena cava + —  Mouse Okamoto et al. (2009)
Cx37  Aorta + — Rat van Kempen and Jongsma (1999), Severs et al. (2001),
Gabriels et al. (1998), Rummery et al. (2002a)
Coronary artery + + Rat van Kempen and Jongsma (1999)
Caudal artery + +/— Rat Hill et al. (2002), Rummery et al. (2002a,b)
Mesenteric arteries (200-300 wm) and arterioles (<50 um)  + — Rat Gustafsson et al. (2003)
Basilar artery + +/— Rat Hill et al. (2002), Haddock et al. (2006)
Aorta + —  Mouse Kwak et al. (2002), Kruger et al. (2002)
Cremaster muscle arterioles + —  Mouse Figueroa and Duling (2008)
Skin, testis, intestine and lung vessels + —  Mouse Simon and McWhorter (2002)
Cheek pouch arterioles, retractor muscle feed arteries + +/— Hamster Sandow et al. (2003)
Coronary artery + — Pig van Kempen and Jongsma (1999)
Middle cerebral artery + —  Rabbit Ujiie et al. (2003)
Cx40  Aorta + — Rat Bruzzone et al. (1993), van Kempen and Jongsma (1999),
Severs et al. (2001), Gabriels et al. (1998),
Rummery et al. (2002a)
Coronary artery + + Rat van Kempen and Jongsma (1999)
Caudal artery + — Rat Hill et al. (2002), Rummery et al. (2002a,b)
Mesenteric arteries (200-300 pm) and arterioles (<50 um)  + —  Rat Gustafsson et al. (2003)
Basilar artery + +/— Rat Li and Simard (1999), Hill et al. (2002), Haddock et al. (2006)
Brain Pial arterioles + +/— Rat Little and Duling (1995)
Aorta + —  Mouse Kwak et al. (2002), Kruger et al. (2002), Isakson et al. (2006)
Cremaster muscle arterioles + —  Mouse Figueroa et al. (2003), Figueroa and Duling (2008)
Skin, testis, intestine and lung vessels + —  Mouse Simon and McWhorter (2002)
Cheek pouch arterioles, retractor muscle feed arteries + —  Hamster Sandow et al. (2003)
Aorta and coronary artery + + Pig van Kempen and Jongsma (1999)
Aorta and coronary artery + + Cow van Kempen and Jongsma (1999)
Middle cerebral artery + +/— Rabbit Ujiie et al. (2003)
Cx43  Aorta + + Rat Bruzzone et al. (1993), van Kempen and Jongsma (1999),
Severs et al. (2001), Gabriels et al. (1998),
Rummery et al. (2002a)
Coronary artery - + Rat van Kempen and Jongsma (1999)
Caudal artery + — Rat Hill et al. (2002), Rummery et al. (2002a,b)
Mesenteric arteries (200-300 um) and arterioles (<50 um)  + — Rat Gustafsson et al. (2003)
Basilar artery + + Rat Li and Simard (1999), Hill et al. (2002), Haddock et al. (2006)
Brain pial arterioles + +/— Rat Little and Duling (1995)
Aorta +/— + Mouse Kwak et al. (2002), Kruger et al. (2002), Isakson et al. (2006)
Cheek pouch arterioles, retractor muscle feed arteries + —  Hamster Sandow et al. (2003)
Aorta and coronary artery + + Pig van Kempen and Jongsma (1999)
Aorta - +  Cow van Kempen and Jongsma (1999)
Internal mammary artery - +  Human Severs et al. (2001)
Telencephalon vessels + —  Human Rabbit Virgintino et al. (2001)
Middle cerebral artery +-  + Ujiie et al. (2003)
Cx45  Thoracic aorta - +/— Rat Rummery et al. (2002a)
Caudal artery -  +/— Rat Rummery et al. (2002a)
Basilar and posterior cerebral arteries — +  Rat Li and Simard (2001)
Panx-1  Middle cerebral artery — + Rat Burns et al. (2012)
Aorta, carotid artery, femoral artery + —  Mouse Lohman et al. (2012)
Renal artery + +/— Mouse Lohman et al. (2012)
Intrapulmonary, coronary, abdominal arteries + +  Mouse Lohman et al. (2012)
Spinotrapezius muscle and cremaster muscle arterioles + +  Mouse Lohman et al. (2012)
Thoracodorsal artery + +  Mouse Billaud et al. (2011), Lohman et al. (2012)
Panx-2  Middle cerebral artery + + Rat Burns et al. (2012)
Intrapulmonary artery +/— 4+ Mouse Lohman et al. (2012)
Panx-3  Intrapulmonary artery + +/— Mouse Lohman et al. (2012)
Small coronary arteries (<100 nm) + +  Mouse Lohman et al. (2012)
Cortical kidney Arterioles + +/— Mouse Lohman et al. (2012)

EC: endothelial cells; SMC: smooth muscle cells.

capillary basal membrane physically separates the astrocytic
end-feet and endothelial cells. Although astrocytic end-feet
tightly ensheath the capillary wall (Fig. I), they are not involved
directly in the barrier function, but rather play a critical role in
the signaling that induces the generation and functional
maintenance of the tight junction barrier (Goldstein, 1988;
Kuchler-Bopp et al., 1999; ladecola, 2004; Hawkins and
Davis, 2005; Leybaert, 2005; Liebner et al., 201 I). Pericytes are
embedded within the basal membrane and are also involved in
the formation of endothelial tight junctions (Lai and Kuo, 2005;
Dore-Duffy, 2008; Bell et al., 2010). The functional integrity of
all components of the BBB is critical for the normal function and
stability of the permeability barrier, and, in this context, gap
junction channels and hemichannels of astrocytes as well as
endothelial cells have emerged as novel, key regulators of BBB.
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Connexin signaling in astrocytes

The connexin-mediated signaling in astrocytes depends on the
expression of Cx30 and Cx43 (Thompson and Macvicar, 2008)
and, consistent with the participation of connexin-based
channels in the BBB function, the time pattern of postnatal
expression of Cx30 and Cx43 in astrocyte end-feet correlates
with the maturation of the BBB (Ezan et al., 2012). In addition,
the combination of global Cx30 knockout (Teubner

et al,, 2003) with astrocyte-specific deletion of Cx43 (deletion
targeted to glial fibrillary acidic protein-expressing cells) (Theis
et al., 2001) leads to morphological and functional barrier
alterations (Ezan et al., 2012). Microvessels in the cortex and
hippocampus of animals with astrocytes lacking Cx30 and Cx43
were observed to be surrounded by swollen edematous
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Fig. 1. Control of blood-brain barrier (BBB) permeability by connexin-formed channels. BBB function is regulated and coordinated by
interaction of gap junction (GJ)- and hemichannel-mediated signaling between endothelial cells (EC) and astrocytic end-feet. Although
endothelial cells and astrocytic end-feet are physically separated by the capillary basal membrane, astrocytes play a central role in the control
of BBB generation and tight junction barrier (T)) stablllty, at least in part, through astrocytic end-feet- dependent S|gnallng via gap junction
channels and hemichannels. In endothelial cells, the Ca>* S|gnallng associated to the bradykmm (BK)-stimulated increase in BBB permeability
is mediated by concerted activation of ATP release and Ca®" influx through connexin-formed hemichannels (Cx-HC). Stlmulatuon of P2Y
purinergic receptors by the ATP released via hemichannels contributes to increase and coordlnate the bradykinin-initiated Ca®" signal.
Additionally, gap junction communication is essential for the synchronization of the Ca>" osmllatlons between neighboring endothelial cells.
Gap junctions are also important in the functional coordination of the astrocytic end-feet Ca" signals.
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perivascular end-feet, which was associated with a decrease by
half in the expression of aquaporin 4 (AQP4), an astrocyte
perivascular end-feet marker, and B-dystroglycan (Ezan

etal,, 2012). Although 3-dystroglycan is involved in the linking
of astrocyte and endothelial cytoskeleton to the perivascular
basal lamina ( Ervasti and Campbell, 1993; James etal., 1996; del
Zoppo and Milner, 2006), deletion of Cx30 and Cx43 did not
change the expression and distribution of basal lamina
molecules interacting with 3-dystroglycan (Ezan et al., 2012).
Likewise, the overall structure and expression of tight junction
proteins in the cerebral endothelium were not affected in the
double knockout. However, the BBB strength was diminished
in these animals, as evidenced by changes in intraluminal
vascular pressure. Although deletion of Cx30 and Cx43 did not
affect permeability in control conditions (in situ brain perfusion
at 100—110 mmHg of hydrostatic pressure), the increase in
hydrostatic pressure (~180 mmHg) by adding human serum
albumin to the perfusion saline solution resulted in an
increment in the permeability to high molecular weight
molecules (Ezan et al,, 20I2) Changes in BBB permeability
were assessed by using ['*CJsucrose and horseradish
peroxidase (HRP). Although HRP may be transported by a
transendothelial pathway (Lossinsky and Shivers, 2004), the
HRP signal was only detected in the extracellular space and not
within endothelial cells (Ezan et al., 2012), suggesting that the
increase in HRP permeability was rather via a paracellular
pathway. All together, these results indicate that the absence of
astrocytic connexins weakens the BBB, which suggest that
connexin-mediated signaling in the astrocyte end-feet plays a
central role in the preservation of the functional integrity of
BBB properties (Fig. 1). Interestingly, disruption of the BBB
leads to gradual development of an epileptic focus in 4-7 days
(Seiffert et al., 2004; Ivens et al., 2007 Tomkins et al., 2007;
Tomkins et al., 2008). The development of epilepsy in these
conditions appears to be initiated by plasma extravasation and,
the subsequent, albumin-mediated transforming growth factor
B (TGFR)-dependent astrocyte activation (Friedman

et al.,, 2009; Heinemann et al., 2012; Kovacs et al., 2012). This
process is associated with functional changes in astrocytes,
such as control of extracellular K™ and glutamate homeostasis,
which contribute to the increased neuronal excitability (David
et al., 2009; Friedman et al., 2009; Kovacs et al., 2012).
Activation of astrocytes is also paralleled by downregulation of
Cx30 and Cx43 expression in these cells (David et al., 2009),
which may contribute to prolong the BBB disruption and
facilitate the development of epilepsy along the time.

Connexin signaling in cerebral endothelial cells

As observed in astrocytes, connexins expressed in endothelial
cells are involved in the operative structure of the BBB, but in
this case, connexin-based channels seem to play a more radical
role. In porcine BBB endothelial cells, the tight junction
proteins occludin, claudin-5, and zonula ocludens-1 (ZO-1)
were found to co-localize and co-immunoprecipitate with
either Cx40 or Cx43 (Nagasawa et al., 2006), which is
consistent with previous reports (Giepmans and

Moolenaar, 1998; Toyofuku et al., 1998; Figueroa et al., 2004).
Although this spatial association may contribute to stabilize the
intercellular gap junction communication, apparently, the
connexin-mediated signaling is also essential for the functional
integrity of BBB, because treatment with 20 uM 183-
glycyrrhetinic acid (183-GA) or 100 uM oleamide, two
connexin-formed channel blockers, resulted in a reduction in
transendothelial electrical resistance and in an increase in
paracellular permeability to mannitol, which was not related to
an alteration in the subcellular localization or expression of
connexins (Cxs 37, 40 or 43) or tight junction proteins
(occludins, claudin-5, ZO-I, junctional adhesion molecule
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(JAM)-A, JAM-B and JAM-C) (Nagasawa et al., 2006). Changes
in intracellular Ca®" concentration play a key role in the
control of BBB permeability properties (De Bock et al., 2012),
and then, these results may be consistent with the notion that
gap Junctlon intercellular communication may coordinate the
Ca”" signaling between neighboring endothelial cells (Figueroa
et al., 2004) (Fig. 1). However, connexin-formed functlonal
hemichannels may also be involved in the control of Ca?"
dynamics in cerebral endothelial cells (Fig. 1), as recently
demonstrated by De Bock and collaborators. The participation
of hemichannels in this process was tested by using RBE4 (rat
brain endothelial) cells and bovine brain capillary endothelial
cells grown in a noncontact co-culture with rat mixed glial cells,
in which endothelial cells were seeded on membrane inserts
and glial cells on the bottom dish (De Bock et al., 201 I).
Interestingly, these authors found that blockade of connexin-
based channels using carbenoxolone, GAP27 (a mimetic
peptide of the second extracellular loop of Cx37 and Cx43) or
siRNA silencing of Cx37 and Cx43 inhibits the Ca*"
oscillations and, the subsequent increase in BBB permeability
activated by the pro-inflammatory agent bradykinin (BK) (De
Bock etal., 201 I). Notably, GAP27 also blocked the increase in
BBB permeability evoked by BK i in VIVO (De Bock et al., 201 1).
Furthermore, the BK-induced Ca>" oscillations correlated
with a GAP27-sensitive hemichannel opening, as demonstrated
by the assessment of Lucifer yellow or propidium iodide uptake
or pre-loaded calcein release (De Bock et al., 201 1). It is
important to note that cells were treated with GAP27 for short
periods of time (from 10 min to | h), which only inhibits
hemichannel activity, without affecting the intercellular gap
junction-mediated communication (Braet et al., 2003; Eltzschig
etal., 2006; Evans et al., 2006), as confirmed in this study by De
Bock et al. (2011).

Hemichannel-dependent responses may be mediated by
ATP release and although BK-triggered Ca®" oscﬂlatlons were
inhibited after interfering with ATP signaling, Ca®" oscillations
activated by ATP stimulation were not associated with an
increase in BBB permeability or hemichannel opening (De Bock
etal,, 2011). Then, in contrast to the gap junction contribution
to maintain the BBB function (Nagasawa et al., 2006), hemi-
channels appear to play a key role in the generation and,
probably, modulation of the Ca®" oscillations associated with
the increase in BBB permeability induced by BK (Fig. 1).
Although hemichannel-driven ATP release certainly partic-
ipates in the control of brain endothelial cell function, the BK-
evoked increase in permeability is a complex signaling process
and the actlvatlon of a parallel signal, such as a hemichannel-
mediated Ca”" influx, seems to be required (Fig. 1). Disruption
or loosening of the tight junction complex with the consequent
BBB detriment is a critical feature of neuroinflammatory
diseases such as multiple sclerosis, cancer and HIV (de Vries
et al,, 1996 Davies, 2002; Eugenin et al., 201 |; Miller, 2012;
Spindler and Hsu, 2012), and then, hemichannels may provide a
novel pharmacological target for therapeutic strategies design
to protect the BBB function in pro-inflammatory conditions.

Perivascular nerves in the regulation of vascular
connexins and pannexins

Peripheral blood vessels are extensively surrounded by a dense
network of autonomic nerve fibers of both sympathetic and
sensory nerves (Kawasaki, 2002; Tsuru et al., 2002). Peri-
vascular nerves play an important role in the control and
coordination of vascular function between different vessel
segments through the release of neurotransmitters that
activate specific receptors localized in endothelial cells and/or
smooth muscle cells (Burnstock, 1990; Rubino and
Burnstock, 1996; Tsuru et al., 2002). Interestingly, the signaling
pathways activated by most of these neurotransmitters in
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different cells have been associated with a fine regulation of
connexins or pannexins (Giaume et al., 1991; De Mello, 1997;
Head et al., 1998; Haug and Segal, 2005; Billaud et al., 201 | Piao
et al, 201 I; Billaud et al., 2012).

Perivascular sympathetic nerves

The sympathetic neurotransmission is mediated by the release
of noradrenaline, neuropeptide Y and ATP, but, among these,
noradrenaline is the most prominent sympathetic
neurotransmitter (Tsuru et al., 2002) and several studies
indicate that this neuronal signal is involved in the control of gap
junction-mediated intercellular communication in different cell
types. Twenty years ago, Giaume et al. found that 3- and a-
adrenergic signaling possesses a dual regulatory effect on gap
junction channels in primary cultures of mouse striatal
astrocytes (Giaume et al.,, 1991). While the increase in cAMP
associated to (3-adrenoceptor activation enhanced dye-
coupling in these cells, stimulation of o l-adrenergic receptor
with noradrenaline inhibited the intercellular gap junction
communication through a phospholipase C-dependent signal-
ing pathway (Giaume et al., 1991). Likewise, the electrical
coupling of ventricular cardiac cells was observed to be
strongly reduced by the stimulation with phenylephrine, an oI -
adrenoceptor agonist (De Mello, 1997). Consistent with these
findings, electrical stimulation of perivascular nerves or
exogenous application of noradrenaline inhibited the longitu-
dinal conduction of acetylcholine-induced vasodilation in
retractor muscle arterioles of hamster (Haug and Segal, 2005).
As conduction of vasomotor responses depends on spread of
an electrical signal along the vessel length through gap junctions
(Figueroa et al., 2003, 2004; Figueroa and Duling, 2009), the
inhibition of the conducted vasodilation induced by acetyl-
choline suggest that sympathetic activation reduces the gap
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junction-mediated coupling in the vascular wall. It is important
to note, however, that freezing-induced perivascular dener-
vation did not affect the conducted vasomotor responses
initiated by acetylcholine or phenylephrine (Looft-Wilson

et al., 2004), which suggests that basal, tonic activity of
perivascular sympathetic nerves is likely to be below the
signaling threshold for the adrenoceptor-mediated control of
gap junction activity. Taken together, these data suggest that, in
addition to control vasomotor tone, sympathetic nerves also
are involved in the regulation of gap junction-mediated
synchronization of vascular function.

Perivascular sympathetic nerves also appear to work in
coordination with pannexin- and connexin-based hemichannels
in resistance vessels. Recently, Billaud et al. found that
phenylephrine-induced vasoconstriction of isolated and
pressurized mouse thoracodorsal arteries is drastically
reduced after blocking Panx-|-based channels or ATP signaling
(Billaud et al., 2011, 2012). Phenylephrine stimulation of
smooth muscle cells evoked a Panx-| channel-dependent ATP
release, and then, the authors proposed that o | -adrenoceptor
stimulation is coupled to P2Y receptor activation via ATP
release through Panx-| channel opening, which partially
contributes to the noradrenaline-induced vasoconstriction
(Billaud et al., 2011, 2012). Therefore, these results indicate
that Panx-| is involved in the perivascular sympathetic nerve-
mediated control of vasomotor tone. Interestingly, Cx40 may
also participate in the ol-adrenoceptor signaling, since the
blockade of connexin-based channels with 183-GA or Cx40
mimetic peptide “*GAP27 was recently reported to attenuate
the increase of phenylephrine-induced perfusion pressure in
rat isolated kidney (Piao et al., 201 |). The specific participation
of Cx40 in the response to phenylephrine was confirmed by the
lack of effect of the connexin-blocker peptides *"**GAP27,
which targets Cx37- and Cx43-based channels, and *GAP26,
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Fig. 2. Activation of vascular pannexin-1 channels by CGRP. (A) CGRP induces pannexin-1 channel opening in the wall of resistance arteries.
The isolated arterial mesenteric bed of rat was perfused at 2 ml/min with a Tyrode-buffer saline solution kept at 37 °C. Then, mesenteric
resistance arteries were stimulated with 100 nM substance P or 100 nM CGRP for 5 min in the presence of 5 uM ethidium bromide to assess
hemichannel opening by measuring ethidium uptake at the end of the stimulation period. In addition, the effect of CGRPg_3; (300 nM), a CGRP
receptor-1 inhibitor, or probenecid (I mM), a pannexin-l1 channel blocker, on CGRP-induced ethidium uptake was evaluated. (B) CGRP
induces pannexin-1 channel opening in primary cultures of mesenteric endothelial cells. Cultured endothelial cells were incubated in MOPS-
buffered physiological saline solution (pH 7.4) containing 5 uM ethidium bromide, and then, the ethidium uptake observed in response to
100 nM CGRP was evaluated over time (time lapse recording) in control conditions and in the presence of 300 nM CGRPg_3;. The horizontal
bar indicates the period of stimulation. Ethidium produces nuclear fluorescence after intercalating with DNA, which was evaluated by
epifluorescence (exciter: 530-550 nm, emission: 590 nm) and quantified using the software Image). Changes in ethidium-fluorescence signal
are expressed in arbitrary units (AU). *, P < 0.05 vs. vessels in control conditions by one-way ANOVA plus Newman-Keuls post hoc test. f,

P < 0.05 vs. Control by two-way ANOVA.
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which is a Cx43 selective peptide (Piao et al., 201 1). The
mechanisms involved in the inhibition of phenylephrine-evoked
increment in perfusion pressure were not elucidated in this
study. However, the effect of the peptide “°GAP27 was
observed in a few minutes (Piao etal., 201 |), which suggests the
participation of Cx40-formed hemichannels.

Perivascular sensory nerves

The primary neurotransmitters of perivascular sensory nerves
are calcitonin gene-related peptide (CGRP) and substance P
(Rubino and Burnstock, 1996) and, in thymic cells, both
substance P or CGRP application has been observed to reduce
the intercellular diffusion of Lucifer yellow (Head et al., 1998),
suggesting that sensory nerves may be involved in the

regulation of intercellular communication via gap junction
channels. However, in contrast to the reduction in gap junction
communication observed in thymic cells, we found that CGRP,
but not substance P, leads to hemichannel activation in the
vessel wall, as attested by the strong increase in ethidium
uptake detected in mesenteric resistance vessels (Fig. 2A) and
primary cultures of mesenteric endothelial cells (Fig. 2B). As
expected, the CGRP-induced hemichannel activation was fully
prevented by CGRPg_37, a CGRP receptor antagonist, but also
by probenecid, a Panx-| hemichannel blocker, which indicates
that CGRP activates Panx-|-based channel opening in the
vascular wall, most likely, in endothelial cells (Fig. 2). Although
the physiological or pathophysiological relevance of the CGRP-
induced Panx-|-based channel opening remains to be deter-
mined, this neuropeptide may be involved in the control of the
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Fig. 3. Capsaicin-induced CGRP release from perivascular sensory nerves controls the expression of pannexin-1 and eNOS in resistance
arteries. The isolated arterial mesenteric bed of rat was perfused at 2 ml/min with a Tyrode-buffer saline solution kept at 37 °C. Then,
mesenteric vessels were homogenized in control conditions (C) and | h or 3 h after 20 min treatment with | uM capsaicin to analyze the
expression of pannexin-1 (Panx-1) and endothelial NO synthase (eNOS) by Western blot. In addition, the effect of CGRPg_37 (300 nM), a
CGRP receptor-1 inhibitor, or probenecid (prob, | mM), a pannexin-I channel blocker, on the response to capsaicin treatment was also
evaluated (horizontal bars). Controls were treated with the vehicle of capsaicin. The blots were stripped and re-probed for (3-actin. Protein
bands were analyzed using the software Image) and B-actin was used to normalize the changes in Panx-1 and eNOS expression. *, P < 0.05 vs.
Control by one-way ANOVA plus Newman-Keuls post hoc test. , P < 0.05 vs. Control by unpaired Student’s t-test.
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Fig. 4. CGRP release from perivascular sensory nerves does not affect the expression of connexin 32 (Cx32), connexin 43 (Cx43), or
pannexin 2 (Panx-2). The isolated arterial mesenteric bed of rat was perfused at 2 ml/min with a Tyrode-buffer saline solution kept at 37 °C.
Then, mesenteric vessels were homogenized in control conditions (C) and | h or 3 h after treatment with | pM capsaicin for 20 min to analyze
the expression of Cx32, Cx43 and Panx-2 by Western blot. Controls were treated with the vehicle of capsaicin. The blots were stripped
and re-probed for 3-actin. Protein bands were analyzed using the software Image) and 3-actin was used to normalize the changes in Cx32,

Cx43, and Panx-2.

expression of critical signaling proteins for vascular function. In
this context, here we show that stimulation of CGRP release
from perivascular sensory fibers of isolated arterial mesenteric
bed of rat with | WM capsaicin for 20 min results in a gradual
reduction in the expression of Panx-| and eNOS that reaches
significance 3 h after capsaicin application (Fig. 3). Interestingly,
capsaicin treatment did not affect the expression level of Panx-
2, Cx32, and Cx43 (Fig. 4). Capsaicin induces the release of
neurotransmitters specifically from perivascular sensory
nerves by activating vanilloid receptors (i.e. TRPV | channels) of
sensory C and A3 fibers, which increases permeability to
cations and leads to nerve depolarization (Caterina et al., 1997;
Wood and Docherty, 1997; Zygmunt et al., 1999). Consistent
with the involvement of CGRP in the response to capsaicin,
blockade of CGRP receptors with CGRPg_3; prevented the
capsaicin-induced decrease in Panx-1 expression (Fig. 3).
Surprisingly, in the case of eNOS, treatment with CGRPg_3;
not only abolished the effect of capsaicin, but also produced an
increase of ~5-fold in eNOS expression (Fig. 3). The reduction
in Panx-1 and eNOS expression was also prevented by
probenecid (Fig. 3), which suggests that opening of Panx-|-
formed channels is involved in this response. CGRP and
substance P are widely-known as potent vasodilators (Rubino
and Burnstock, 1996; Brain and Grant, 2004); however, these
data strongly suggest that, in addition of their vasomotor
activity, perivascular sensory nerves also regulate the
expression of important signaling proteins in resistance
arteries, at least in part, through a CGRP-dependent activation
of Panx-| channels in the vessel wall.

It is noteworthy that the blockade of CGRP receptors led to
an increase in eNOS expression (Fig. 3), which suggests that
release of CGRP inhibits the expression level of this enzyme.
Then, the activation of perivascular sensory nerves observed in
pro-inflammatory responses (Wang et al., 1996; Sorkin
etal., 1997; Brain and Grant, 2004) may explain the endothelial
dysfunction related to a reduction of eNOS levels typically
described in pathological conditions associated with inflam-
mation (Yoshizumi et al., 1993; Huang and Vita, 2006; Ding
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et al.,, 2009). However, the contribution of substance P in the
changes of eNOS expression induced by capsaicin cannot be
discarded.

Conclusion

Blood vessels are complex multicellular structures that work as
a unit and connexin- and pannexin-based channels are essential
in the control and coordination of vascular function along the
length of microvessels. Interestingly, the connexin- and
pannexin-mediated control of vascular function is modulated
by astrocytes, in the CNS, and by perivascular nerves, in
peripheral tissues. In cerebral microcirculation, Cx-formed
channels of both astrocytes and endothelial cells are critical in
the control of BBB function. Interestingly, gap junction channels
and hemichannels of endothelial cells appear to play opposite
roles in the regulation of BBB permeability; while gap junction
communication contribute to maintain the barrier integrity,
hemichannel signaling is essential in the generation of the Ca®"
oscillations associated to the BBB disruption induced by pro-
inflammatory signals such as BK. It is important to note that the
participation of Cx-formed hemichannels in the astrocyte-
mediated control of BBB function cannot be discarded. In
peripheral circulation, gap junction-dependent coordination of
vasomotor tone is modulated by perivascular sympathetic and
sensory nerves. In addition, Cx40- and Panx-|-formed
hemichannels in smooth muscle cells participate in the
vasoconstriction elicited by o |-adrenoceptor activation and,
apparently, CGRP signaling is coupled to Panx-1 hemichannel
opening. In this context, it is noteworthy that CGRP release by
sensory nerves seems to be involved in the control of the
expression of critical signaling proteins for vascular function
such as Panx-1 and eNOS. However, the participation of
substance P in this process is an interesting substrate for future
investigations. Likewise, the function of Panx-2 and Panx-3 in
resistance vessels remains to be determined. Then, it is
becoming evident that gap junction channels and connexin- and
Panx- |-formed hemichannels have different roles in the
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regulation of vascular function, which may represent an
attractive opportunity to the design of new specific
pharmacological approaches for the manipulation of BBB
permeability or the treatment of diseases-associated with the
development of vascular or endothelial dysfunction such as
hypertension or diabetes.
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