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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El uso de las plantas medicinales se remonta al inicio de la historia del hombre,
donde, de forma empirica, fue descubriendo cuéles eran beneficiosas y podian ser
utilizadas en la dieta o para curar y cudles eran toxicas. El primer texto escrito sobre el
uso de plantas medicinales, datado en torno a 3000 afios AC, aparece en una tablilla
de arcilla en la cultura de los sumerios. Otros documentos de diferentes culturas de la
Edad Antigua nos dan una idea del grado de conocimiento que tenian de las plantas
medicinales: Papiro de Ebers (Egipto, 1700 afios AC), libro de Pen Tsao (China, 1000
anos AC), cédigo de Hamurabi (Babilonia 772 afios AC), etc.

El nacimiento de la Farmacologia en la segunda mitad del siglo XIX y su
progresivo desarrollo, debido en buena parte a los productos procedentes de plantas
(curare, alcaloides aislados, etc.), permitid la investigacion de preparados vegetales
(extractos, fracciones aisladas, principios activos) en modelos bioldgicos,

contribuyendo a explicar los efectos de las mismas.

La sintesis de la urea en 1828, marco el inicio de la etapa de la quimica de
sintesis que alcanzo6 un espectacular desarrollo en la primera mitad del siglo XX, con
la aparicion de numerosos farmacos que relegaron las plantas medicinales de la
terapéutica. A partir de los afios 60 resurge en occidente el interés del publico y los
cientificos por la medicina tradicional, como demuestra el numero creciente de
investigaciones realizadas en los Ultimos afios. Asi, en la actualidad, el mundo vegetal
desempefa un importante papel en el desarrollo de nuevos farmacos. Es muy habitual
tomar como modelo un principio activo natural, o bien una parte de la molécula, para
desarrollar derivados semisintéticos con el objetivo de mejorar la seguridad y la

eficacia de dicho principio activo.

Una de las lineas de trabajo que viene desarrollando nuestro grupo de
investigacion desde hace varios afios, en colaboracion con el Departamento de
Quimica Orgénica de la Universidad de Santiago de Compostela, consiste en el

aislamiento, la sintesis, la evaluacion farmacoldgica y el estudio de mecanismos de
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accion de compuestos de origen natural y sintético con potencial actividad sobre el
sistema cardiovascular. La presente Tesis Doctoral se ha desarrollado dentro de esta
linea de trabajo y se centra en la evaluacion farmacoldgica del resveratrol (RSV), un

estilbeno natural que se presenta de forma abundante en el vino.

Desde principios del siglo XX se han hecho estudios quimicos de la planta
Vitis vinifera. La base cientifica de los citados estudios se fundamenta en el fendmeno
conocido como la Paradoja Francesa, fendémeno al que la comunidad cientifica y del
publico en general, han prestado ultimamente considerable atencion y que ha
despertado gran interés en el ambito cardiovascular. Se trata de encontrar la causa de
por qué la poblacion gala y otras regiones mediterrdneas presentan una menor
incidencia de enfermedades coronarias que el resto de la poblacion, pese a dietas ricas
en grasas. El vino es un componente esencial de la dieta mediterranea y diversos
autores han demostrado una correlacion entre la menor incidencia de enfermedades

cardiovasculares y el consumo de vino (fundamentalmente de vino tinto).

Como los efectos beneficiosos y protectores del vino son totalmente
independientes de su contenido en alcohol, a lo largo de estos ultimos afios se han
llevado a cabo intensas investigaciones para identificar los principios activos
responsables. Aunque dichos principios activos todavia no se conocen, posiblemente
debido a la compleja mezcla de sustancias presentes en el vino con efectos opuestos
sobre el sistema cardiovascular y sanguineo, existen varias moléculas candidatas,
entre las que se encuentran diversos compuestos de naturaleza polifendlica. Ello hace
que el vino y las bebidas relacionadas constituyan una buena fuente para la busqueda

de nuevos farmacos con potencial actividad sobre dichos sistemas.

Asi, se han aislado compuestos procedentes de hojas, frutos y otras partes de la
planta V. Vinifera de diferentes clases quimicas. Entre estos compuestos destacan los
fendlicos, y en concreto, dentro de los no flavonoides, los estilbenos. Al grupo de los

estilbenos pertenece el RSV, tanto en la forma isomérica cis como en la trans.

Hasta la fecha, la mayor parte de los estudios farmacologicos se han centrado
en el isomero trans (t-RSV), que ha demostrado tener una amplia variedad de
actividades bioldgicas, entre las que se encuentran aquellas relacionadas con los

efectos preventivos a nivel cardiovascular como, por ejemplo, una marcada actividad
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vasorrelajante. Sin embargo, la actividad farmacologica del c-RSV esta mucho menos
estudiada, probablemente debido a que este isomero, al contrario que el RSV, no se
encuentra disponible de forma comercial. De ahi nuestro interés en dilucidar si dicho
isomero presenta similares propiedades, o si por el contrario, posee una actividad

diferente con respecto a la forma trans.

Con estos antecedentes, hemos creido que resultaria de interés la realizacion de
un estudio sobre los efectos del RSV en la homeostasis del Ca*" y del éxido nitrico
(NO") en células vasculares, tanto miocitos de musculo liso como endoteliales. El Ca**
y el NO" son dos de los mediadores celulares mas importantes en el sistema
cardiovascular, participando en la regulaciéon una amplia variedad de procesos
fisioldgicos (contraccion muscular, vasodilatacion, proliferacion y apoptosis celular,
etc.). Las alteraciones en su homeostasis pueden estar implicadas en el origen de

diversas enfermedades del sistema cardiovascular.

Ademas, mientras se llevaba a cabo la fase experimental reflejada en la
presente memoria, otros grupos de investigacion publicaron una serie de articulos
relacionados con el tema de estudio y que facilitan la interpretacion de los resultados
obtenidos. En este sentido, los trabajos sobre la actividad del RSV a nivel caveolar
(relacionados también con la homeostasis calcica y del NO"), fueron de gran ayuda a

la hora de elaborar disefios experimentales.

En base a ello, en el presente trabajo se pretende profundizar en el
conocimiento de los mecanismos mediante los cuales los isomeros del RSV actian en
el sistema vascular, con la intencion de explicar algunos de los efectos
cardioprotectores atribuidos al RSV y al consumo regular de vino tinto en general.
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Realizar el primer estudio comparativo detallado acerca de los efectos de

los isdmeros del RSV sobre la [Ca®'];

basal y sobre la respuesta célcica
inducida por agonistas de receptores especificos o por despolarizacion con
elevada concentracién de K en las células musculares lisas de aorta de
rata.

2. Determinar si el +-RSV y el ¢-RSV presentan diferentes acciones

farmacoldgicas a nivel de la homeostasis calcica en los miocitos vasculares
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o si, por el contrario, la diferencia entres sus efectos es inicamente de tipo
cuantitativo.

Investigar por primera vez si el -RESV provoca cambios en Ila
sefalizacion cdlcica en las células endoteliales humanas y si sus efectos se
traducen en una modificacion de la biosintesis y liberacion de NO™ a partir
de dichas células.

Estudiar los microdominios caveolares presentes en diversos tipos de
células vasculares (musculares lisas y endoteliales), las proteinas en ellos
presentes, y como el +-RSV afecta a la distribucidon e interaccion entre
dichas proteinas. En este sentido nos centraremos de manera especial en
dos proteinas que participan de modo decisivo en la regulacion de la
homeostasis del Ca*" y del NO': los receptores de IPs y la sintetasa de NO',

respectivamente.

Consideramos que este trabajo de investigacion tiene un interés practico

(sanitario) muy importante, ya que las investigaciones que nos proponemos

realizar pueden reportar los siguientes beneficios:

1.

Obtener valiosa informacion para el disefio y sintesis quimica de nuevos
derivados con mayor potencial terapéutico.

Facilitar a la industria farmacéutica el desarrollo y la introduccion de
nuevos farmacos con indice terapéutico mas elevado (mds eficaces y
menos toxicos). Aportar nuevas soluciones al tratamiento y la prevencion
de patologias cardiovasculares.

Justificar la busqueda de nuevas fuentes dietéticas de estilbenos
alternativas al vino, utiles en la proteccion frente a la incidencia de

enfermedades cardiovasculares.
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1. El resveratrol

El resveratrol (RSV) es un polifenol natural, con estructura de estilbeno, que
presenta una amplia variedad de actividades biologicas. A pesar de que el RSV estaba
presente en preparados medicinales, tales como el darakchasava o el manakka, hace
mas de 2000 anos (Paul et al., 1999); su estructura quimica no fue caracterizada hasta
el afo 1940, cuando Takaoka logré aislarlo de las raices de Veratrum grandiflorum

(Takaoka, 1940).

En la década de los sesenta, Nonomura descubrié que el RSV era el principal
principio activo del ko-jo-kon (Nomomura ef al., 1963), un preparado de uso comin
en la medicina tradicional oriental a base de raices secas de Polygonum cuspidatum.
En el afio 1976 se describid su presencia en la piel de la uva (Langcake y Pryce,

1976).

A finales de los ochenta, los doctores Serge Renaud y Robert Ellison, en base a
diferentes estudios epidemioldgicos, pusieron de manifiesto la baja tasa de mortalidad
por enfermedades coronarias entre la poblacion gala y otras regiones mediterraneas en
comparacion con la poblacion norteamericana, a pesar de que los dos grupos se
caracterizan por presentar un consumo relativamente elevado en el aporte lipidico de

la dieta. Este fenomeno fue bautizado con el nombre de “paradoja francesa”.

Hasta la década de los noventa tan s6lo existian unos pocos estudios sobre este
compuesto. Algunos de estos trabajos tratan sobre los efectos del RSV y otros
estilbenos de origen natural sobre el metabolismo lipoproteico en ratas y ratones

(Arichi et al., 1982; Kimura ef al., 1983).

En noviembre de 1991, durante la emisiéon de un programa del canal de
television CBS, “60 minutes”; se difundi6 la conocida “Paradoja Francesa” que tuvo
una importante repercusion mediatica. En el programa se sefal6 que el consumo
regular y moderado de vino era una caracteristica diferencial entre la poblacion gala y

la norteamericana y que este factor podria ser el responsable de la baja mortalidad
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coronaria (un extracto de este programa referido al RSV, puede verse en la web:

<http://www.youtube.com/watch?v=njm1LkXP2sg>.

Un afo mas tarde, se descubrid6 que el vino tinto contenia una cantidad
relativamente elevada de RSV (Siemann y Creasy, 1992) y se plante6 que este
compuesto podria ser el responsable del efecto cardioprotector asociado al consumo
moderado de vino (Renaud y de Lorgeril, 1992). De hecho, gran parte de los estudios
que se llevaron a cabo para evaluar este efecto confirmaron que existe una relacion
entre el consumo moderado de vino tinto y la salud cardiovascular (Soleas et al.,
1997b). La mayoria de los resultados de estas investigaciones concluyeron que el RSV
podria ser el responsable, al menos en parte, de los beneficios cardiovasculares
atribuidos al consumo de vino (Andriambeloson et al., 1998) y muchos estudios
pusieron de manifiesto propiedades del RSV que podrian estar implicadas en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares como la arteriosclerosis, la
aterosclerosis y la hipertension (Orallo et al., 2002; Bradamante et al., 2004; Hao y
He, 2004; Dong y Ren, 2004; Delmas ef al., 2005; Burjonroppa y Fujise, 2006).

La figura 1 muestra graficamente el aumento exponencial que se viene
produciendo en el nimero de articulos cientificos publicados relacionados con el
estudio de la actividad biolégica del RSV, destacandose los acontecimientos mas
importantes que se han producido en el &mbito cientifico de este polifenol. Notese que
la Paradoja Francesa y el descubrimiento de la presencia del RSV en el vino coinciden
con el inicio del crecimiento exponencial en el nimero de articulos publicados del
RSV. Entre estos acontecimientos se incluye la publicacion de las primeras evidencias
del potencial efecto antineoplasico del RSV (Jang et al., 1997) y la capacidad de este
compuesto para modular la expresion de genes implicados en la longevidad celular
(Howitz et al., 2003), que conjuntamente, han contribuido a aumentar, todavia mas, la
popularidad en el &mbito cientifico y a situar al RSV en el conocimento de la sociedad

en general.

Por lo tanto, podria decirse que en los ultimos 20 afios se han descrito claras
evidencias in vivo de los beneficios cardiovasculares que aporta el consumo de RSV;
incluso teniendo en cuenta que gran parte de los estudios in vivo emplean extractos

que contienen RSV, vino u otras fuentes dietéticas de RSV, pero no Uinicamente este
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compuesto aislado (Soleas et al., 1997a; Dell'Agli et al., 2004; Alarcon de la Lastra y
Villegas, 2005).
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Figura 1. Numero de referencias del RSV registradas en el motor de blisqueda
PubMed en relacion al afio de publicacion. La busqueda se realizéo empleando la
palabra clave “resveratrol”. La grafica muestra el ajuste sigmoidal (linea azul) del
numero de articulos identificados para cada afio (puntos en purpura) tras la
creacion de la base de datos Medline en 1963.

Es importante destacar que la mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha
han considerado unicamente al isémero trans (-RSV), probablemente debido a que
solo este isdmero se encuentra disponible de forma comercial y a que la presencia del
isémero cis (c-RSV) en el vino fue descubierta mas tarde (Jeandet et al., 1993). En
consecuencia, los conocimientos relativos a la actividad farmacolodgica que se tienen

del ¢c-RSV son mucho menores.
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1.1. Caracteristicas quimicas del resveratrol

El RSV se encuentra ampliamente extendido en la naturaleza y se conocen
multitud de andlogos sintéticos o naturales, asi como los isomeros, aductos, derivados
y conjugados de éstos (Aggarwal et al., 2004). Su estructura base consiste en la union
de dos anillos fenolicos por un doble enlace estireno que forman el 3,4°,5-
trihidroxiestilbeno (peso molecular: 228,25 g/mol). Este doble enlace es el
responsable de las formas isoméricas cis y trans del RSV (Figura 2). Sin embargo, el
isdmero trans es la forma mdas estable desde el punto de vista estérico (Trela y

Waterhouse, 1996).

HO,

— L ~O—

HO

OH OH
trans-resveratrol

cis-resveratrol

Figura 2. Estructuras quimicas del cis-3,4’,5-trihidroxiestilbeno (cis-resveratrol) y
del trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno (trans-resveratrol).

Combinando las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion con
espectrofotometria ultravioleta (HPLC/UV) es posible separar los dos isomeros del
RSV empleando etanol como solvente, ya que presentan distintas longitudes de onda
de absorbancia maxima: 308 nm para el RSV y 288 nm para el c-RSV (Trela y
Waterhouse, 1996). Ademas, ambos isomeros pueden identificarse claramente por
resonancia magnética nuclear (Deak y Falk, 2003). El ~RSV es un so6lido blanco con
un punto de fusion de 253-255 °C, mientras que el c-RSV es un aceite. Los dos
isdbmeros presentan una baja solubilidad en agua, pero son solubles en etanol y

dimetilsulfoxido (DMSO).

Trela y Waterhouse estudiaron la estabilidad del RSV bajo diferentes
condiciones y demostraron que el #~RSV es estable durante meses cuando se protege
de la luz y no se somete a pHs alcalinos. El c-RSV es extremadamente fotosensible,

pero permanece estable en la oscuridad a temperatura ambiente durante mas de un
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mes cuando se prepara en una solucion de etanol al 50% en concentraciones

comprendidas entre 5,3-52,8 uM (Trela y Waterhouse, 1996).

El RSV pertenece al grupo de las fitoalexinas, sustancias quimicas de bajo
peso molecular capaces de inhibir el progreso de ciertas infecciones y cuya
acumulacion en las plantas se produce por interaccion de éstas con los
microorganismos; es decir, su produccion es consecuencia de un mecanismo de
resistencia a los parasitos y otras condiciones adversas (Siemann y Creasy, 1992;

Bavaresco et al., 1999; Cassidy et al., 2000; Miura et al., 2000).

Para que una fitoalexina esté implicada en la resistencia a la enfermedad ha de
cumplir una serie de requisitos: 1) debe estar presente en aquellas partes de la planta
invadidas por el patdgeno; ii) tiene que encontrarse en concentraciones elevadas para
inhibir el crecimiento del patogeno in vivo; iii) ha de acumularse el tiempo adecuado
para que puedan observarse los efectos protectores; y iv) los cambios de concentracion

en la planta deben corresponderse con cambios en la susceptibilidad al patogeno.

El +-RSV cumple todos los requisitos anteriores (Hart, 1981), al igual que los
derivados oligoméricos de éste (las viniferinas), sintetizados en las hojas de V. vinifera
cuando la planta se infecta con Botrytis cinerea, Plasmopara viticola o Uncinola
necator, o bien cuando se expone a radiacion UV. Las hojas sanas de la planta V.
vinifera carecen de +-RSV y de sus derivados, mientras que éstos abundan en la parte
lefiosa de la planta. Ademas, el -RSV esta presente en la piel de los frutos (uvas) y en

las semillas.

La sintesis del ~RSV en las uvas se inicia con la biotransformacion de la
fenilalanina y tiene lugar mediante la condensacion de una molécula de cumaril-CoA
con tres de malonil-CoA, reaccion catalizada por la resveratrol sintetasa, una enzima

que pertenece a la familia de las estilbeno sintetasas (Figura 3).

Las plantas de la familia de las vitdceas poseen otra enzima, la chalcona
sintetasa, que con la misma estequiometria que la resveratrol sintetasa (pero liberando
tres moléculas de CO, en lugar de cuatro) da lugar a la chalcona naringenina,
compuesto del que deriva la familia de los flavonoides (taninos y antocianos). Estos
ultimos son los responsables de la pigmentacion y del sabor amargo de la piel de las

uvas (Soleas et al., 1997a).
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Tanto la chalcona sintetasa como la resveratrol sintetasa son enzimas
polipeptidicos de las plantas pertenecientes a la superfamilia de las chalconas
sintetasas. Ambas enzimas son homodimeros de subunidades idénticas de 43 KDa y
utilizan las mismas moléculas precursoras e igual mecanismo de reaccion para crear
un intermediario tetrapeptidico comun. Posteriormente, cada enzima debera conferir a
este intermediario una conformacion plegada diferente para facilitar la reaccion de

ciclacion que origine la chalcona naringenina, o bien el ~RSV (Yamaguchi et al.,

1999).
COOH
m Fenilalanina

Amino-fenilalanina liasa —> NH;,
X _-COOH

4-Cinamato hidrolasa

X _~COOH
HO' / SH-CoA
CoA ligasa
X _-CO-SCoA
Cumaril CoA Q

SCoA

HO i
3 Malonil CoA

SCoA
o

Estilbeno sintetasa Chalcona sintetasa

Chalcona

Figura 3. Biosintesis del #~-RSV y chalcona (metabolito precursor de la sintesis de
los flavonoides) a partir del aminoacido fenilalanina en V. vinifera (Lanz et al.,
1991; Jeandet ef al., 2002).

La obtencion del ¢-RSV a partir de +-RSV consiste en una fotorreaccion con
luz UV a la que se somete este ultimo (Cantos et al., 2000). La sintesis del c-RSV
mediante este método se decribe con detalle en un trabajo publicado por nuestro

laboratorio (Leiro et al., 2004).
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1.2. Fuentes de resveratrol en la dieta humana

El RSV es un componente natural presente en el vino, fundamentalmente en
el vino tinto (Siemann y Creasy, 1992; Soleas et al., 1997b), pues para la elaboracion
de éste se emplea la uva entera, mientras que para la elaboracidon de vinos blancos, la
piel, las semillas y parte de las flores (peciolos) se eliminan después de la extraccion
del jugo de las uvas. Aunque en la mayoria de los estudios el c-RSV no ha sido
identificado en el extracto de uva (Palomino et al., 2000; Burns et al., 2002), en el
vino estdn presentes los dos isémeros del RSV, siendo el /~RSV la forma mas
abundante (Gu et al., 1999; Burns ef al., 2002). La sintesis del c-RSV probablemente
ocurra durante el proceso de vinificacion, sin llegar a alcanzar los niveles de

concentracion del isdbmero frans en el vino.

El RSV también esta presente en multitud de frutos propios de la dieta
humana, tales como arandanos, grosellas (Vaccinum spp.), moras (Morus spp.),
cacahuetes (Arachis hypogaea) y otras especies vegetales (Cassia, Picea 'y Pinus spp.
entre otras) (Soleas et al., 1997a; Sato et al., 2000; Aggarwal et al., 2004). La forma
mas abundante en la que se presentan los dos isdmeros del RSV en la naturaleza es
unida a azlcares simples, formando glucdsidos, y su concentracion en las plantas
depende de numerosas variables. La humedad (el clima en general) y la presion
fungica son dos de los factores mas importantes que influyen en el contenido de RSV
en la vid (Pace-Asciak et al., 1995; Ferrero et al., 1998). Ademas, como ya
explicamos antes, el RSV es un compuesto que actiia como fungicida y su sintesis es
inducida por infecciones causadas por diversos microorganismos. Otros factores que
pueden influir en el contenido de RSV pueden ser la variedad de vid y el origen
geografico. No es objeto de este trabajo el describir los mecanismos que inducen la
biosintesis del RSV, aunque este tema ha sido tratado en detalle en la siguiente

bibliografia (Soleas et al., 2000; Delaunois et al., 2009).

1.3. Metabolismo y biodisponibilidad

La biodisponibilidad y el metabolismo del RSV han sido ampliamente
estudiados tanto en ratas como en humanos. Su eficacia depende de su absorcion y

metabolismo. Tras una administracion oral se detectaron cantidades elevadas de RSV
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en heces, orina y bilis, pero también en plasma, rifiones, higado, estdmago e intestino
(Jang et al., 1997; Soleas et al., 2002; Wenzel y Somoza, 2005; Wenzel et al., 2005)
que son los 6rganos donde la biodisponibilidad es mayor. Al igual que sucede con
otros polifenoles de la dieta, el RSV sufre las reacciones de metabolizacion de fase II
(conjugacién) en el higado, que principalmente dan lugar a la formacion de los
metabolitos glucuronidos (frans-resveratrol-3-O-glucuronido) y sulfatos (trans-
resveratrol-3-sulfato,  trans-resveratrol-4’-sulfato, trans-resveratrol-3,5-disulfato,
trans-resveratrol-3,4’-disulfato y trans-resveratrol-3,4’,5-trisulfato) (Soleas et al.,
2002; Wenzel y Somoza, 2005; Wenzel et al., 2005). No hay indicios de que el RSV
sufra reacciones de metabolizacion de fase I, dado que se ha localizado su estructura
intacta en ciertos organos (Vitrac et al., 2003). La mayoria de los investigadores
coinciden en la baja biodisponibilidad del RSV en plasma y tejidos (Wenzel y
Somoza, 2005); sin embargo, Abd El-Mohsen y colaboradores demostraron que el *H-
t-RSV fue la forma mayoritaria en higado, pulmones, corazéon y cerebro tras una

administracion oral (Abd El-Mohsen et al., 2006).

Cabria esperar que una dieta rica en grasas favoreciese la absorcion y la
biodisponibilidad del RSV, ya que se trata de un compuesto lipofilico. Sin embargo,
Vitaglione y colaboradores demostraron que la absorcion del RSV contenido en el
vino administrado por via oral en humanos es independiente del contenido de lipidos

en la dieta (Vitaglione ef al., 2005).

A pesar de su baja biodisponibilidad, el RSV ha demostrado presentar
actividades cardioprotectoras (Wu et al., 2001; Das y Maulik, 2006) y antitumorales
en ratas (Udenigwe ef al., 2008), aunque no se ha encontrado acumulacion del
estilbeno en los tejidos enfermos, donde necesariamente debe producirse la actividad

(van Ginkel et al., 2007).

1.4. Efectos farmacologicos del resveratrol

Actualmente, la comunidad cientifica muestra un gran interés por el RSV dado
que presenta una amplia variedad de actividades bioldgicas como la antioxidante, la
antiinflamatoria, la vasorrelajante, la antiagregante plaquetaria, la estrogénica, la

anticancerigena y la antimicrobiana. En las paginas siguientes nos centraremos en
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aquellas actividades y efectos farmacologicos relacionados con la prevencion de
enfermedades cardiovasculares (para una revision mas exhaustiva, ver Campos-Toimil
et al., 2008). Los efectos farmacoldgicos principales derivados de estas actividades
pueden resumirse en efectos antiinflamatorios, cardioprotectores, y vasorrelajantes. En
la ultima parte de este apartado comentaremos brevemente los efectos antitumorales
que han hecho del RSV una molécula con potencial terapéutico conocida no sélo a

nivel cientifico, sino también por la sociedad en general.

1.4.1. Efectos antiinflamatorios

La inflamacién es un fenémeno de respuesta inmune que tiene lugar tras una
lesion o infeccion de un tejido y consiste en una actividad aumentada de los leucocitos
que producen y liberan especies reactivas del oxigeno (ROS), leucotrienos y enzimas
proteoliticas lisosomales capaces de producir dafio vascular e influir en la activacion
de las plaquetas y las células endoteliales. Una inflamacion puede ser el origen de
multitud de enfermedades diferentes, tales como la aterosclerosis, el cancer o
enfermedades autoinmunes. La inflamacion juega un papel clave en la aterosclerosis,
pues contribuye desde el primer momento al estancamiento de lipidos oxidados y
otros elementos en el seno de los vasos sanguineos. Recientemente, conforme
aumentan los conocimientos relativos a la fisiopatologia de la aterosclerosis, se ha
descubierto que los procesos inflamatorios median las fases fisioldgicas de esta
enfermedad cardiovascular (Vidavalur et al., 2006; Das y Maulik, 2006). La actividad
antiinflamatoria del #-RSV podria estar relacionada con el papel de éste en la

prevencion de enfermedades cardiovasculares (Jang et al., 1999; Fremont, 2000).

Se ha descrito que el ~-RSV inhibe la liberacion de las ROS y disminuye las
funciones trombogénicas de los leucocitos (Rotondo et al., 1998). En cultivo de
fibroblastos se ha observado que el #~-RSV suprime la produccion de las ROS y que
este efecto esta relacionado con una disminucion en la sintesis de acido araquidonico
(Andriambeloson et al., 1998a) y la posterior formacion de prostaglandinas (PGs)

(Martinez y Moreno, 2000).

Cavallaro et al. (2003) han demostrado que el +-RSV inhibe la generacion de

0" en los neutrofilos humanos estimulados, pero es inefectivo cuando estas células
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se encuentran en estado de reposo. Ademas, disminuye la produccion de acido
hipocloroso (HOCI) y de 6xido nitrico (NO®). Esto contribuye a su papel protector en

patologias tales como la inflamacion y el cancer.

Los principales sistemas enzimaticos implicados en la sintesis de mediadores
proinflamatorios tales como el 4cido 5-hidroxi-6,8,11,14-eicosatetraenoico (5-HETE),
el trombonaxano A, (TxA;), las prostaglandinas (PG) y el 4cido 12-hidroxi-5,8,10-
heptadecatrienoico (HTT) son los relacionados con la actividad de la ciclooxigenasa
(COX) y con la enzima lipoxigenasa (LOX) (Pervaiz, 2003). En una serie de
experimentos, Kimura demostrdé que el RSV inhibe la formacion del 5-HETE, del
HTT y del tromboxano B, (un producto formado a partir del TxA;) por los leucocitos
de rata (Kimura et al, 1985). Otros estudios han atribuido la actividad
antiinflamatoria de este estilbeno a su capacidad para inhibir selectivamente la
actividad de la COX-1 (Schwartz et al., 2000; Szewczuk et al., 2004). Este hallazgo
ha sido confirmado en estudios posteriores que demuestran que el ~-RSV y otras m-
hidroquinonas son inactivadores selectivos de la COX-1 (Szewczuk et al., 2004). Sin
embargo, otros autores han encontrado que el +~RSV inhibe la actividad de la COX-2
y la transcripcion genética de esta enzima (Subbaramaiah et al., 1998; Martinez y

Moreno, 2000).

1.4.2. Efectos cardioprotectores

Se ha descrito que el --RSV reduce las arritmias ventriculares y, como ya se ha
mencionado anteriormente es efectivo en la prevencion de la aterosclerosis. El --RSV
influye sobre la proliferacion y el ciclo celular de los cultivos de células musculares
lisas. Varios autores han descrito que es capaz de retrasar el desarrollo de la
aterogénesis inhibiendo la proliferacion de células vasculares lisas inducida por el
factor de crecimiento endotelial (VEGF) (Jang ef al., 1997; Araim et al., 2002; Lin et
al., 2003; Dong y Ren, 2004; Delmas et al., 2005). Es por ello que muchos grupos de
investigacion estudian los posibles efectos del +-RSV en la aterogénesis y en la
inhibicién del desarrollo de diferentes tipos de céancer (ver apartado 1.4.4). En una
serie de ensayos in vivo se observd que la administracion cronica de -RSV prevenia el

aumento de la presion sistdlica y la hipertrofia cardiaca en ratas alimentadas con
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fructosa (Miatello et al., 2005). Ademas, el +-RSV disminuye la incidencia de la

isquemia coronaria, tanto aguda como cronica.

Los mecanismos celulares que favorecen el origen de una isquemia no se
conocen con precision, pero se sabe que ciertos mensajeros y proteinas pueden
contribuir a su desarrollo. Algunos de los factores celulares que se ven alterados
durante un proceso isquémico son el NO°, ciertas enzimas antioxidantes, los
receptores de adenosina, el factor nuclear kappa B (NFxB), la COX-2, y muchas

proteinas cinasas como la proteina cinasa C (PKC) (Smani et al., 2008).

El precondicionamiento isquémico se define como la proteccion adquirida por
el corazén tras haber sufrido breves episodios isquémicos subletales. En clinica el
precondicionamiento isquémico suele inducirse quirurgicamente, aunque también
puede ser inducido farmacologicamente con diferentes agentes como el
monofosfolipido A (MLA). Diversos estudios in vivo han demostrado que el +-RSV
disminuye el tamafio de infarto y la apoptosis de los cardiomiocitos (Das y Maulik,
2006; Das, 2006). Se ha descrito al +-RSV como un agente “precondicionante”
farmacologico al relacionarlo con sus efectos activadores de los receptores de
adenosina 1y 3 (A; y Az) (Das et al., 2005b) y su capacidad de activar la sintetasa de
oxido nitrico inducible (iNOS) en el miocardio isquémico (Hattori et al., 2002; Das et
al.; 2005a). Sin embargo, el +~-RSV disminuye la expresion de iNOS en el corazén
sano. Ademds de los mecanismos mencionados, los efectos precondicionantes del ¢-
RSV implican la movilizaciéon de multitud de vias de sefalizacion celular como la
potenciacion de sefales de supervivencia, la modulacion de la apoptosis, la
potenciacion de la via de sefalizacion de las MAP cinasas (MAPK) y la activacion de

la PKC (Das y Maulik, 2006; Das, 2006).

No debemos olvidar que las acciones cardioprotectoras atribuidas al RSV son
también consecuencia de los efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antiagregantes,
antiproliferativos musculares y de su accion sobre el metabolismo lipidico. El --RSV
es capaz de inhibir la agregacion plaquetaria inducida por el acido araquidonico
(Kimura et al., 1985); asi como por la trombina y el ADP (Pace-Asciak et al., 1995a).
Ademas, se cree que el RSV también podria contribuir a la prevencion de la

formacion de trombos, puesto que es capaz de inhibir la expresion del factor tisular
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tanto en células endoteliales (Davis et al., 2006) como en monocitos (Pendurthi et al.,

1999; Di Santo et al., 2003).

Ademas, tanto el RSV como el ¢-RSV se comportan como agonistas
estrogénicos (Gehm y Levenson, 2006). Sin embargo, dependiendo de la
concentracion, ambos isdbmeros pueden actuar como antagonistas estrogénicos (Basly
et al., 2000); por lo que resulta muy dificil evaluar el balance de actividad
estrogénica/antiestrogénica del RSV desde el punto de vista de sus efectos

cardioprotectores.

A su vez, todos estos efectos forman parte de otras acciones beneficiosas del
RSV como las relacionadas con su actividad neuroprotectora o antineoplasica (ver

apartado 1.4.4).

1.4.3. Efectos vasorrelajantes

El RSV (1-30 uM) induce vasorrelajacion en anillos de arteria aorta de rata
(Gojkovic-Bukarica et al., 2008), de cerdo (Li et al., 2005) y de cobaya (Naderali et
al., 2000) precontraidos con fenilefrina. Estos efectos podrian contribuir a la accion
cardioprotectora mediante la disminucién de la resistencia periférica y la presion
arterial, y subsecuentemente, la disminucion del volumen de eyeccion y la hipertrofia

cardiaca.

Este efecto vasorrelajante inducido por RSV (Su ef al., 2005) es observable
en anillos de aorta desprovistos de endotelio, por lo que se ha descrito como un
mecanismo independiente del endotelio. Sin embargo, existe un componente
importante dependiente de endotelio que puede observarse con dosis <30 uM (Chen y
Pace-Asciak, 1996); por lo que estos autores concluyen que el -RSV actlia mediante
mecanismos indirectos (relajacion mediada por NO’) y mecanismos vasodilatadores

directos.

El laboratorio del Dr. Nguyen-Duong evalu6 los efectos vasorrelajantes del z-
RSV sobre arterias coronarias porcinas. Este grupo de investigacion sugirio que dicha
relajacion era debida a las acciones no gendémicas derivadas de la interaccion del #-
RSV con receptores esteroideos presentes en la membrana plasmatica (MP) (Jager y

Nguyen-Duong, 1999). Naderali también estudié los mecanismos de relajacion del ¢-
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RSV en diferentes vasos sanguineos con dos poblaciones de ratas (sanas e
hipercolesterolémicas) y concluyd que tales efectos eran mucho mayores en las
arterias que oponen mayor resistencia (arterias mesentéricas) que en las arterias de
elevada capacidad de conductancia (Lungu et al., 2004). Ademas, dichos efectos no
eran mediados por prostanoides, pero si podian estar mediados por el NO" (Naderali et
al., 2000). En otro trabajo posterior, estos autores describen mecanismos de relajacion
diferentes para las ratas sanas y las ratas hipercolesterolémicas. Observaron que los
efectos de relajacion maximos ejercidos por el RSV sobre las arterias mesentéricas no
eran modificados en las ratas hipercolesterolémicas que presentaban una disfuncion
endotelial, lo que indica un mecanismo independiente de endotelio. Por otra parte, los
efectos de relajacion producidos en las ratas sanas eran casi totalmente bloqueados por
el éster metilico de N-NITRO-L-arginina (L-NAME), lo que indica un mecanismo

dependiente de endotelio (Naderali et al., 2001).

La mayoria de los estudios sobre los efectos vasorrelajantes del RSV en anillos
de aorta de rata han sido realizados con el isémero frans y, por tanto, es mucho menos
lo que se conoce acerca de los efectos del ¢-RSV. El Dr. Orallo ha revisado
recientemente de los efectos farmacologicos del ¢-RSV (Orallo, 2006). Estudios
preliminares realizados en nuestro laboratorio indican que los efectos vasorrelajantes
del ¢-RSV (al contrario que los del +~RSV) son independientes de endotelio (Fraiz et
al., 2004). El c-RSV no afecta a la respuesta contractil inducida por dcido ocadaico (1
uM), aunque si relaja de forma dependiente de la concentracion los anillos de aorta de
rata precontraidos con noradrenalina (NA, 1 puM), acetato de miristato de forbol
(PMA, 1 uM), o medio despolarizante con elevada concentracion de KCI1 (60 mM).
Los estudios comparativos entre el c-RSV y el --RSV realizados en nuestro laboratorio
parecen indicar que los efectos vasorrelajantes son similares, pero no idénticos para
los dos isémeros. Probablemente, el efecto vasorrelajante del RSV se deba
mayoritariamente a su capacidad para inhibir la oxidasa NADH/NADPH vy Ila
subsecuente disminucion en la produccion de O,”, lo que favorece una potenciacion
de la biosintesis de NO* (Orallo y Camifia, 1998; Zhang et al., 2008). Los efectos
vasorrelajantes del ¢-RSV parecen ser independientes de endotelio y podrian estar
relacionados con la inhibicion de la actividad de la PKC en alguno de los pasos del

proceso de contraccion de la fibra muscular.
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Diferentes grupos de investigacion estudiaron los efectos vasorrelajantes de
una mezcla de polifenoles contenidos en el vino tinto (RWPC, del inglés Red Wine
Polyphenol Compounds). Los RWPC aumentan la produccion de NO™ mediante el
aumento de la expresion y la actividad de la eNOS endotelial (eNOS, ver mas
adelante) en células endoteliales de arterias pulmonares (Hsieh et al., 1999) y en
células HUVEC (Wallerath et al., 2003). El +-RSV parece ser el polifenol mas activo
en la estimulacion de la actividad de la eNOS, aunque no es suficiente para explicar el
efecto estimulador total que se alcanza con el RWPC (Wallerath et al., 2005). La
estimulacion de la eNOS inducida por /~RSV también ha sido descrita por otros
grupos (Rakici et al.,, 2005; Li et al., 2002) que observaron dichos efectos en
diferentes lechos vasculares (arteria mamaria interna humana y en anillos de vena

safena).

El tono vascular depende directamente de la concentracion intracelular de Ca®”
libre ([Ca®'];) en las células musculares lisas de los vasos sanguineos. Por ello,
cualquier accion del RSV relacionada con la sefializacion célcica de la maquinaria
contractil podria estar relacionada con los efectos vasodilatadores independientes de
endotelio. No son muchos los trabajos relativos a las propiedades antagonistas del
Ca”" inducidas por el RSV sobre el sistema cardiovascular presentes en la bibliografia.
El grupo del Dr. Wang investigo los efectos del RSV sobre la [Ca®]; empleando
microscopia confocal. En miocitos ventriculares de rata observaron que el RSV
bloquea los canales de Ca>" operados por voltaje (VOCC) y la actividad tirosina
cinasa, ademas de disminuir la liberacion de Ca”" de reservorios sensibles a rianodina
(Liu et al., 2005). Posteriormente, el mismo laboratorio, empleando la técnica de
patch-clamp en célula Unica, publicé que el ~RSV inhibe la activacion de VOCC en
cardiomiocitos ventriculares y que ademas, ralentiza la recuperacion de la inactivacion
de estos canales (Zhang et al., 2006a). Dicho mecanismo podria estar relacionado con

una inhibicidn de la actividad tirosina cinasa.

Se ha descrito que el RSV inhibe el aumento de la [Ca®]; inducido por
agonistas en leucocitos polimorfonucleares (PMN) (Rotondo et al., 1998) y que puede
bloquear la entrada de Ca®" desde el exterior cellular en plaquetas humanas
estimuladas con trombina (Dobrydneva et al., 2002). Sin embargo, experimentos

. + . . .
realizados con **Ca*" en anillos de aorta de rata parecen indicar que el efecto
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vasorrelajante del ~-RSV no esta relacionado con el bloqueo de la entrada de Ca®*

desde el exterior celular (Orallo y Camina, 1998).

1.4.4. Efectos antitumorales

El RSV ha demostrado presentar actividad antineoplasica en las tres etapas
principales (inicio, diferenciacion y progresion) de distintos tipos de tumores (Jang et
al., 1997). El RSV actiia como un agente antioxidante y promueve la actividad de
enzimas que participan en la fase II del metabolismo de farmacos, por lo que
contribuye a bloquear la etapa de inicio de la carcinogénesis. Ademads, es capaz de
inhibir la COX y la hidroperoxidasa (por lo que también es considerado un agente
anti-inflamatorio) y esto explica su capacidad para inhibir la diferenciacion en células
tumorales. Por otra parte, el RSV frena la division celular de una linea de leucemia
mielocitica, por lo que contribuye a detener la progresion del tumor (Jang et al.,

1997).

Ademas de estos efectos, el RSV (50 uM) indujo la muerte celular en modelos
animales de neuroblatoma humano (van Ginkel et a/, 2007) y a concentraciones mas
elevadas (Joy et al; 2006) en células cancerosas de colon (Trincheri et al.; 2007).
También ha demostrado inhibir la progresion del cancer de mama a concentraciones

inferiores a 1 uM tras 48 h de exposicion (Su et al., 2007).

Se han llevado a cabo diversos ensayos clinicos para evaluar los efectos
antitumorales del RSV, s6lo o acompanado con otros nutrientes. Algunos de éstos
pueden ser consultados en la pagina web del Instituto Nacional de Salud
Norteamericano (<http://clinicaltrials.gov/ct2/search>). Estos ensayos pretenden
aclarar los mecanismos de accion y la potencial actividad quimioprotectora del RSV.
Desde el punto de vista nutricional, no es sencillo determinar la cantidad de vino
(cacahuetes u otros alimentos) que debemos consumir al dia para lograr dicha
proteccion, pues la concentracion de RSV varia mucho entre unos vinos y otros.
Ademas, el RSV es metabolizado en el higado por lo que la mayor parte aparece en
forma de derivados mono-/di-glucurénidos y sulfatos en el plasma sanguineo. Por este

motivo, muchos autores consideran recomendable que se profundice en los estudios in
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vitro sobre los metabolitos del RSV generados en los mamiferos (Aggarwal y

Shishodia, 2006).

En resumen, teniendo en cuenta los antecedentes cientificos relacionados con
los efectos del RSV sobre los sistemas biologicos, no hay duda de que esta molécula,
o los productos comerciales que la contienen (vino tinto), podrian llegar a ser

empleados como agentes terapéuticos.
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2. La homeostasis calcica en células vasculares

El Ca’" es un mensajero intracelular que, caracterizado por su ubicuidad,
controla multitud de procesos bioquimicos, y estd implicado en diversos mecanismos
fisioldgicos como la secrecion, la comunicacion celular, la contracciéon muscular, la
division y la diferenciacion celulares (Lodish et al., 2000). Ademas, muchas
patologias como la hipertension, el fallo cardiaco congestivo, la enfermedad maniaco-
depresiva y el Alzheimer se caracterizan por presentar los mecanismos de regulacion

calcica alterados (Berridge, 2008).

‘ Estimulo |

Senales de
movilizacion
de Ca?*

mecanismos ‘

ON
Reposo ' Activacion Procesos
0,1uM 1-10uM sensibles
Ca?t Ca?* al Ca?*
mecanismos
OFF

Figura 4. Elementos de sefializacion calcica. Los estimulos (agonistas del
Ca2+) actian sobre las sefiales de movilizacién del Ca** que, a su vez,
estimulan los mecanismos de activacion (mecanismos ON) implicados en
el incremento de la [CaH]i. Este aumento induce la estimulacién de
diversos procesos sensibles al Ca’" que desencadenan la activacién de
diferentes vias celulares. La respuesta finaliza con los mecanismos de
desactivacion (mecanismos OFF) responsables de la recuperacion de los
niveles calcicos en reposo. Figura modificada de Berridge, 2000.
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El Ca* es, por tanto, un elemento de transduccion celular basico finamente
controlado por multitud de componentes de senalizacion intracelular. En los
subapartados siguientes se describirdn brevemente los elementos principales que
contribuyen a aumentar o disminuir los niveles de la [Ca®'];, destacando los
principales mecanismos de activacion (ON) y desactivacion (OFF) que integran la red
de senalizacion calcica presentes en las células vasculares endoteliales y musculares

lisas (Figura 4) (Berridge et al., 2000).

En situacion de reposo, la [Ca®"]; en las células es del orden de 0,1 M, pero se
activan cuando estos niveles alcanzan valores de 1 hasta 10 uM. El hecho de que un
unico mensajero intracelular pueda controlar tanta variedad de procesos se debe a la
versatilidad de los mecanismos de la sefializacion del Ca®" en términos de rapidez,
amplitud y patrén espacio-temporal. Esta versatilidad surge del empleo de una gran
variedad de elementos moleculares implicados en la sefializacion intracelular que, a su
vez, forman parte de la red de sefializacién célcica (Ca’" signalling toolkir) y pueden
coordinarse de diferentes maneras para crear sefiales calcicas con diferentes perfiles

espaciales y temporales.

Berridge y Bootman describieron la red de sefializacion célcica de una manera
sencilla y sintética en cuatro unidades funcionales (Berridge et al., 2000): 1) elementos
que desencadenan la movilizacién del Ca** como consecuencia a un estimulo, ii)
mecanismos de activaciéon (mecanismos ON) que aumentan los niveles de Ca®’
citoplasmaticos, iii) procesos sensibles al Ca®" que son activados por este segundo
mensajero, y iv) mecanismos de inactivacion (OFF), constituidos por bombas e
intercambiadores, que permiten regresar a la situacion de reposo. La relacion
funcional entre los distintos elementos se ilustra en la figura 5, que refleja los

multiples componentes por los que estd constituida la red de sefializacion calcica.
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Figura 5. Elementos generales implicados en la sefializacion célcica. Las
células presentan una extensa maquinaria de regulacion calcica que puede
combinarse de distintas formas para producir sefiales calcicas de diferente
naturaleza. Las sefiales de movilizacion del Ca®* son generadas por
estimulos que actian a través de diferentes receptores de la MP,
incluyendo a los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y los
receptores con actividad tirosina cinasa (RTK). Algunas de las sefiales
generadas son el inositol-1,4,5-trifosfato (IP;), la ADP ribosa ciclica
(cADPR), el acido nicotinico dinucleotido fosfato (NAADP), y la
esfingosina-1-fosfato. Los mecanismos ON incluyen los canales de Ca®"
presentes en la MP que responden a neurotransmisores o a diferencias de
potencial, como los presentes en las membranas intracelulares (receptor de
IP5;-IP;R, receptor de rianodina-RyR, receptor de NAADP, y la proteina
del RE que media la liberacion del Ca®" inducida por esfingolipido-
SCaMPER). El aumento de los niveles de Ca®* citoplasmaticos activa
diversos sensores de Ca®" capaces de desencadenar una amplia variedad de
procesos sensibles al Ca>" dependiendo del perfil de la sefal y del tipo
celular. Los mecanismos OFF bombean el Ca®* fuera de la MP
(intercambiador Na”/ Ca*" y la Ca’*-ATPasa de la membrana plasmatica-
PMCA), o hacia el interior del RE (Ca’*-ATPasa del RE). TnC, troponina;
CaM, calmodulina; MLCK, cinasa de la cadena ligera de la miosina;
CAMK, cinasa dependiente de Ca?*-CaM; NOS, sintetasa de 6xido nitrico;
PKC, proteina cinasa C; MPTP, poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial). Figura tomada de Pani y Singh, 2009.
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2.1. Aumento de la [Ca?"];

2+ . . 2+

La [Ca”] en el medio extracelular es muy superior (1-2 mM) a la [Ca”"]; (0,1
uM) de una célula que se encuentra en situaciéon de reposo. Este gradiente de
concentracion se mantiene gracias a la actuacion de una serie de mecanismos

homeostaticos que se mencionaran mas adelante.

En las células musculares lisas la principal funcion del Ca** es la contraccion.
Para que se produzca una activacion de la maquinaria contractil es necesario que la
[Ca®"); se incremente hasta un rango de entre 1 y 10 uM (Bolton, 1979; Marin, 1993).
La [Ca®]; puede incrementarse por una liberacion de Ca®” desde los reservorios
intracelulares, o bien por una entrada del catiéon en la célula a través de canales
especificos existentes en la membrana plasmatica, aunque en la mayoria de los casos
el Ca®* procede de ambas rutas. En la célula lisa vascular el Ca*” externo puede entrar
durante la despolarizacion de la membrana plasmatica, mediante estimulos mecanicos

0 por agonistas.

Un aumento en los niveles de la [Ca®"]; en las células endoteliales vasculares
provoca la liberaciéon de mediadores paracrinos; y ésta es probablemente la funcion
principal del Ca®" es este tipo celular. Sin embargo, este segundo mensajero participa
en multitud de procesos tanto en células endoteliales como en las musculares lisas,
incluyendo la proliferacion celular, la activacion de diversos sistemas enzimaticos y la

apoptosis.

Niveles muy elevados de la [Ca®"]; pueden resultar en muerte celular, por lo
que es fundamental que los mecanismos homeostaticos de regulacion calcica

funcionen correctamente.

2.1.1. Entrada de Ca** a través de la membrana plasmatica

En algunos tejidos la entrada de Ca®" extracelular es relativamente sencilla. En
células que funcionan desarrollando pequefias sefales eléctricas, como las neuronas
presentes en vasos sanguineos, el Ca’" puede entrar a través de canales de Ca®"
dependientes de voltaje activados por estas sefiales. Esto tiene lugar, por ejemplo, en

. . 2+ . . ., .
las sinapsis, donde el Ca” necesario para la liberacion del neurotransmisor entra al
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abrirse canales de Ca”" activados por voltaje en respuesta al cambio en la polaridad
eléctrica de la membrana (potencial de accion). Sin embargo, existen mecanismos de
entrada de Ca’" mas complejos, algunos de ellos no del todo bien conocidos. A
continuacion se explican brevemente los mecanismos de activacion de algunos de los

canales presentes en las células vasculares.
i. Canales de Ca** operados por voltaje (VOCC).

Estos canales constituyen la via de entrada de Ca®" mas importante en células
musculares lisas. Una despolarizacion, es decir, una variacion del potencial de
membrana hacia valores mas positivos, puede inducir la apertura de estos canales,
generando asi un flujo de entrada de Ca®" que permite la activacion de la maquinaria
contractil. La presencia de este tipo de canales ha sido demostrada en gran cantidad de
células musculares lisas, tanto vasculares como no vasculares. Se ha descrito la
existencia de varios tipos de VOCC caracterizados por métodos farmacologicos y
electrofisiologicos. Estos canales, presentes en diferentes tipos celulares, se designan
con las letras L, T, R, N, P y Q (Dolphin, 1995), sin embargo en las células
musculares lisas s6lo se han identificado tres de estos tipos de canales: L, T y R (Ong

y Barritt, 2004).

Canales operados por voltaje tipo L

Su denominacion procede del inglés long-lasting large capacitance (larga
duracion y gran capacitancia). Este tipo de canales ha sido caracterizado
electrofisiolégicamente en gran nimero de preparaciones, siendo los mayoritarios y
los més importantes desde el punto de vista funcional en células musculares lisas con
fenotipo contractil, y su presencia se correlaciona con la expresion de genes
especificos caracteristicos de la maquinaria contractil como la a-actina de musculo

liso (SMa-actin) y la cadena pesada de miosina (Gollasch et al., 1998).

Canales operados por voltaje tipo T

Su nombre deriva del término inglés transient (transitorio). Su inactivacion es
muy rapida y parece ser Unicamente dependiente de voltaje. Se cree que estan
implicados en el inicio del potencial de accién de células musculares lisas con
actividad espontanea. A diferencia de los canales de tipo L, su estructura molecular no

se conoce bien (Ong y Barritt, 2004). La funciéon de estos canales no esta del todo
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clara, aunque diferentes estudios sugieren que los canales tipo T estan implicados en
la potenciacion de la proliferacion celular de las células musculares lisas (Rodman et

al., 2005; Cribbs, 2006; Braunstein et al., 2009).

Canales operados por voltaje tipo R

Su nombre deriva del término inglés resting (reposo). Han sido identificados
en células musculares lisas de aorta y de arterias renales. Su papel fisiologico no se
conoce con exactitud. Se ha planteado la posibilidad de que este tipo de canales estén
implicados en la entrada permanente de Ca’" en la célula durante la fase de
contracciébn ténica que tiene lugar en preparaciones de musculo liso por
despolarizacion con concentraciones extracelulares elevadas de K™ (Kawanabe et al.,

2004; Yamamoto et al., 2008).
ii. Canales de Ca** operados por receptor (ROCC)

Se ha descrito que diversos agonistas son capaces de inducir una contraccion
en células lisas completamente despolarizadas. A partir de estos y algunos otros datos,
diversos autores plantearon la existencia de un tipo de canales de Ca*" de estructura
similar a los operados por voltaje, cuya activacion se debe unicamente a la interaccion
de un agonista con su receptor de membrana (van Breemen y Saida, 1989). Por
ejemplo, el ATP liberado por neuronas del sistema nervioso autbnomo puede provocar
un aumento en la [Ca®"]; debido a la entrada de Ca®" a través de canales P2X (Loirand
y Pacaud, 1995; Large, 2002). Los principales neurotransmisores simpaticos
endogenos que estimulan células musculares lisas en mamiferos son la noradrenalina

y el ATP.

Segiin William Large (2002), dentro de los ROCC podemos distinguir canales
activados por ligando como el cldsico P2X, presente en células musculares lisas, y
otros canales asociados a proteinas G. De cualquier modo, este autor se refiere a estos
canales de forma general como canales cationicos no selectivos permeables al Ca®" y
operados por receptor. La caracteristica principal de estos canales es la presencia de
un canal i6nico permeable a cationes monovalentes y divalentes, pero ademads, todos
muestran una permeabilidad para el Ca®" suficiente como para activar la maquinaria

de la contraccidn.
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Ademas se han descrito otros tipos de canales que pueden considerarse ROCC,
como los llamados canales operados por segundos mensajeros (SMOCC, del inglés
second messenger operated Ca>* channel). En este grupo se consideran todos aquellos
canales a través de los cuales entra Ca®" en el citoplasma como consecuencia de la
interaccion de un mensajero con su receptor. No se conoce con exactitud si la
interaccion de un agonista con su receptor puede producir directamente una
despolarizacion de la MP (Pacaud et al., 1991). De todas formas, la despolarizacién
puede ser indirecta; asi se ha propuesto que la activacion de un receptor por su
agonista, y la subsiguiente liberacion de Ca>" de sus depésitos intracelulares, puede
dar lugar a la apertura de canales catidnicos no especificos que provoquen una

despolarizacion de la membrana, con la subsiguiente apertura de VOCC.

Algunos autores identifican a los ROCC con los canales receptores transitorios
de potencial (TRP, del inglés transient receptor potential) de tipo 6 (TRP6) en el
musculo liso vascular (Jung ef al., 2002). Sin embargo, estos canales también han sido

propuestos como posibles canales operados por deplecion (ver mas adelante).
iii. Canales cationicos no selectivos (NSCC) sensibles a estimulos mecanicos.

Determinados estimulos mecanicos también pueden activar la apertura de
canales cationicos en células musculares lisas. El hinchamiento de células musculares
de arterias mesentéricas provoca un aumento de la permeabilidad del Ca*" que puede
ser bloqueado por Gd®" (Setoguchi ef al., 1997). Los canales activados por distension
mecanica no son selectivos para el Ca®”, por lo que se consideran canales catidnicos

no selectivos.
iv. Canales operados por deplecion (SOCC)

En las células endoteliales vasculares, asi como en muchos otros tipos
celulares, se ha observado un mecanismo de entrada de Ca’" extracelular distinto a los
mencionados anteriormente. Estudios en los afios 80 pusieron de manifiesto que la
entrada se activaba cuando los depositos intracelulares se vaciaban. Los canales de
este tipo que mejor se conocen son los canales de Ca®" activados por liberacion de
Ca®" (CRAC, del inglés Ca’" release-activated Ca’* channels), aunque existen otros
que han sido identificados recientemente, de los que se hablara mas adelante. En 1986,

el Dr. J.W. Putney acuii6 el término entrada capacitativa de Ca®" (CCE) para designar
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un modelo segun el cual el grado de depleccion/llenado de los depositos regularia la
apertura/cierre de los canales de la membrana (Putney, Jr., 1986; Putney, Jr., 1990).
La CCE no so6lo interviene en el llenado de los reservorios intracelulares, si no que
ademas, estd implicada en la regulacion fina de multitud de procesos celulares. La
activacion de los SOCC se inicia con la union de un agonista (hormona o factor de
crecimiento) a un receptor (GPCR o RTK). La activacion del receptor dispara una
cascada de sefializacion que termina con la sintesis de DAG e IP; mediada por la PLC.
El IP; se une a receptores de IP; localizados en el RE y de este modo se produce la
liberaciéon de Ca®" de los reservorios intracelulares. La depleccion de estos depositos
de Ca”" inicia una via de sefializacién (todavia no del todo conocida) que resulta en la
activacion de los SOCC. Por lo tanto, la activacion de los SOCC viene determinada

por el contenido de Ca®" del RE.

Desde entonces, y casi durante 20 afios, dos cuestiones fundamentales en torno
a la CCE han permanecido sin respuesta: 1) la identidad molecular de los SOCC vy ii)
los mecanismos concretos que conducen a la apertura de los canales SOC tras la

deplecion del RE.

Se han propuesto diferentes hipotesis para explicar como se transfiere dicha
informacion desde el RE hasta la MP. Sin embargo, gracias a la contribucion de
determinados hallazgos recientes, en la actualidad, tan s6lo se mantienen dos modelos
generales. El primero establece que se produce una interaccion directa entre el canal
SOC (CRAC) localizado en la MP y el receptor de IP; del RE tras la deplecion de
Ca”" en el RE, por lo que fue denominado modelo del acoplamiento conformacional
(Conformational Coupling) por Dr. Robert Irvine y mas tarde modificado por el Dr.
Michael Berridge (Figura 6.A) (Irvine, 1990; Berridge, 1995). El segundo implica la
actuacion del factor de entrada de Ca®" (CIF, Ca’" influx factor) que es liberado desde
el RE como consecuencia de la deplecion para activar los SOCC en la MP (Figura
6.B). La idea del CIF fue introducida por el Dr. Takemura (Takemura et al., 1989),
pero en la actualidad el maximo representante de este modelo es el grupo de la Dra.
Victoria Bolotina de la Universidad de Boston (Bolotina, 2008). Existen numerosas
evidencias experimentales que apoyan esta teoria como el aislamiento del CIF a partir

de Saccharomyces cerevisiae, a pesar de que todavia no se conoce la identidad
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molecular de este mensajero intracelular (Randriamampita y Tsien, 1993; Csutora et

al., 1999; Trepakova et al., 2000).

A Hipotesis del acoplamiento B Modelo del factor de
conformacional entrada de Ca2+ (CIF)
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Figura 6. Hipodtesis contemporaneas propuestas para explicar el
mecanismo de activacion de la CCE. A. Hipotesis del acoplamiento
conformacional (Berridge, 1995). Segun la cual se establece el contacto
directo entre los recetores de IP; del RE y los canales CRAC. Esto implica
el desplazamiento del RE periférico hacia la MP para que el acoplamiento
tenga lugar. B. Modelo del factor de la entrada de Ca®" (Randriamampita y
Tsien, 1993). Este modelo establece que al reducirse el contenido de Ca*"
de los depositos se genera una sefial 0 mensajero quimico (denominado
CIF) que difunde hacia la MP y activa la apertura de los SOCC.

En los ultimos afios se han producido grandes avances en el descubrimiento de
la composicion molecular y los mecanismos de activacion de CCE. Empleando
técnicas de cribado con RNA de interferencia (iIRNA) cuatro laboratorios
independientes consiguieron identificar dos de los genes implicados en la CCE
inducida por tapsigargina: Stim1 y Orail (Liou et al., 2005; Zhang et al., 2006b; Vig
et al., 2006; Feske et al., 2006). Stiml, una proteina del RE que contiene un unico
domino EF (domino estructural propio de proteinas de unién al Ca*"), es un sensor de
largo alcance capaz de oligomerizar y reorganizarse en zonas concretas de la MP tras
la deplecion de los reservorios y de algin modo activar a Orail, la subunidad

formadora del poro de los SOCC de la MP. Los mamiferos presentan dos isoformas de
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Stim (Stiml y Stim2), y tres isoformas de Orai (Dehaven et al., 2007), que se
expresan de forma ubicua en diversos tipos celulares. Ademas, recientemente se ha
identificado a la fosfolipasa A,p (iPLA2p, isoforma independiente de Ca*") como un
componente esencial en la transduccion de la sefial desde el RE a los canales de la

MP.

La identificacion de los canales TRPC (especialmente los TRPC1 y TRPC4)
como miembros de los SOCC también ha supuesto un avance el la comprension del
mecanismo de activacion de los SOCC. Todavia no se conoce la estructura molecular
de los SOCC en los diferentes tipos celulares, aunque distintos grupos de
investigacion han mostrado claras evidencias de que algunos TRPC y Orai act@ian
como elementos de los canales SOCC, ya sea conjuntamente o de forma
independiente (Ambudkar, 2006; Ong et al., 2007; Pani et al., 2008; Cheng et al.,
2008; Zeng et al., 2008). La familia de los canales ionicos TRP en los humanos esta
contituida por 27 miembros que pertenecen a 7 subfamilias. Todos estos canales
tienen seis dominios transmembrana con los extremos C y N terminales orientados

hacia la cara citosdlica (Venkatachalam y Montell; 2007).

A pesar de los hallazgos recientes, los mecanismos de la CCE siguen siendo
uno de los enigmas mas intrigantes en el campo de la sefializacion calcica (Bolotina,
2008). La entrada de Ca®" a través de estos canales estd implicada en multitud de
procesos patoldgicos (hipertension, inflamaciones como la pancreatitis, muerte
celular, etc.), por lo que comprender bien los mecanismos de regulacion de la CCE

podria contribuir a mejorar el tratamiento de dichas enfermedades.

2.1.2. Liberacién del Ca** almacenado

El principal reservorio de Ca*" celular es el RE. En esta organela la [Ca®']
puede llegar a alcanzar los 15 mM (Iino, 1990; Sanders, 2001), lo que supone entre
cientos o miles de veces la del citosol. Esta gran capacidad de almacenamiento se

debe a la existencia en el RE de ciertas proteinas fijadoras de Ca*" como la

calreticulina y la calsecuestrina.

Se han descrito dos tipos de receptores en la membrana del RE que a su vez

. ., 2+ .
pueden actuar como canales de liberacion de Ca™ intracelular:
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i. Receptor de IP;3 (IP3R)

Un mecanismo muy comun por el cual se generan sefales calcicas es la
activacion de receptores que estan acoplados a la fosfolipasa C (PLC). La unién de un
agonista a su receptor de membrana genera unos cambios conformacionales que
provocan la activacion de la PLC. La PLC genera inositol-1,4,5-trifosfato (IP3),
molécula de pequetio tamafo que difunde a gran velocidad por el citosol y se une a su
receptor especifico situado en la membrana del RE denominado receptor del IPs
(IPsR) (Berridge, 1993; Clapham, 1995a; Clapham, 1995b). La activacion del IPsR
permite la salida del Ca*" desde los depésitos al citosol, lo que conduce al aumento de
la [Ca®'];. La forma de liberaciéon de Ca®" caracterisitca de estos canales es conocida
con el nombre de puff. Los IP3;Rs se sensibilizan al aumentar la [Ca2+]i
moderadamente por encima de los niveles de reposo; sin embargo, el Ca*" tiene un

efecto bifasico, por lo que un incremento mucho mayor en la [Ca®']; bloquea la

apertura del canal (Bootman et al., 2001; Lipskaia y Lompre, 2004).

NH,

Domino de unién al IP;

Citosol

ER

Figura 7. El IP;R es un heterotetramero constutido por cuatro subunidades
como la que se representa en esta figura. Cada subunidad esta constituida
por seis dominos transmembrana. La topologia del canal de Ca®" esta
definida por las cuatro subunidades agrupadas de tal modo que los
dominios transmembrana 5 y 6 estan localizados en la cara interior del
poro, mientras que los dominos 1, 2, 3 y 4 se encuentran en el exterior.

El IP;R pertenece a la superfamilia de los canales idnicos de seis dominios

transmembrana (Figura 7). Se han identificado tres isoformas de este receptor con
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diferente distribucion tisular en los mamiferos (Mikoshiba, 2007). El canal Ca*" es un
tetramero constituido por cuatro subunidades agrupadas de tal modo que los dominios
transmembrana 5 y 6 estdn localizados en la cara interior del poro, mientras que los
dominos 1, 2, 3 y 4 se encuentran en el exterior. Tanto el extremo amino terminal
como el extremo carboxilo terminal estan en la cara citosdlica. En el extremo amino
terminal estd localizada el domino de union al IP; (IP;-binding core domain) y el
lugar de unién al Ca*". En el extremo carboxilo terminal esta localizado el dominio
compuerta (gatekeeper domain). Recientemente se ha descrito que este receptor

también puede estar localizado en la MP (Taylor y Dellis, 2006; Dellis et al., 2008).
ii. Receptor de Rianodina (RyR)

Los RyR son canales localizados en la membrana del reticulo sarcoplasmico
(RS) que liberan Ca*" al citosol. La liberacion de Ca®" a través de estos canales genera
sefiales cdlcicas conocidas con el nombre de sparks. Los RyR son sensibles a la
cafeina y al alcaloide rianodina; aunque el principal activador de estos canales es el
Ca®" citoplasmatico (del orden nM o uM). Por este motivo, los RyRs estin
considerados como los canales de liberacién de Ca*" inducida por Ca** o CICR (del
inglés Ca’*-induced Ca®" release). Su principal modulador alostérico fisiologico es la
ADP-ribosa ciclica (cADPR, cyclic ADP-ribose), sintetizada a partir del NAD"
(dinucledtido de nicotin-adenina) por el enzima ADP-ribosil ciclasa, aunque la
proteina cinasa A (PKA) también estd implicada en la regulacion de este canal. La
cADPR incrementa la sensibilidad del RyR por el Ca*", lo que induce la CICR,
mientras que la PKC disminuye la sensibilidad del RyR por el Ca*". Se conocen tres
isoformas de RyR (RyR1, RyR2 y RyR3), siendo las isoformas RyR1 y 3 las mas
abundantes en el musculo liso (Zhang et al., 1999; House et al., 2008). El paso de
células musculares lisas de aorta a condiciones in vitro supone una modificacion en el
fenotipo celular. Las células pierden su capacidad contractil y desarrollan un fenotipo
proliferativo (House et al., 2008). Esta modificacion coincide con la pérdida de la
expresion de RyR3 y la consecuente pérdida del mecanismo CICR (Vallot ef al.,

2000).
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2.2. Mecanismos de descenso de la [Ca2+]i

Ademéas de los mecanismos que median el incremento de la [Ca®’];, en la
homeostasis célcica participan un conjunto de mecanismos cuyo ultimo fin es
mantener el estado de reposo o de la [Ca*']; basal. Por ello, las células disponen de
sistemas para retirar el Ca”" del citosol y asi, evitar su potencial toxicidad. Estos
sistemas estan constituidos por transportadores proteicos que expulsan el Ca®" al
exterior celular, o bien bombas que recaptan Ca>™ en reservorios intracelulares, donde

este 10n se asocia a ciertas proteinas con elevada afinidad.

2.2.1. Salida de Ca** a través de la membrana plasmaética
i. Ca*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)

El principal mecanismo de expulsion de Ca*" de la membrana plasmatica es la
bomba PMCA. Se cree que este transporte no afecta al gradiente electronico de la
membrana, puesto que el Ca*" bombeado hacia el exterior celular es intercambiado
por dos protones. La expulsion de Ca*" supone una disminucion del pH en el
citoplasma que es compensada por el intercambiador Na'/H". No existen inhibidores
especificos para la PMCA, pero su actividad puede ser bloqueada con inhibidores no

selectivos como los lantanidos.
ii. Intercambiador Na*/Ca**

Para expulsar Ca®" de forma muy rapida, algunas células musculares lisas
cuentan con el intercambiador Na'/Ca®* que utiliza la energia del gradiente
electroquimico del Na' para transportar tres Na™ al interior de la célula mientras
expulsa un Ca>". La contribucion relativa del intercambiador Na/Ca** en la expulsion
de Ca®" parece variar entre diferentes tipos de preparaciones.

Tanto este intercambiador como la PMCA permanecen en continuo
funcionamiento, incluso mientras se estan produciendo modificaciones en la [Ca®];

como las oscilaciones ciclicas de Ca** (Tepikin et al., 1992).
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2.2.2. Recaptacion de Ca** por parte de los reservorios

Estos mecanismos, ademas de reducir la [Ca*'];, devuelven la capacidad de
respuesta a las células. Las dos estructuras celulares que contribuyen en mayor medida
al mantenimiento de la homeostasis célcica son el reticulo endoplasmatico (RE) en las
células endoteliales o reticulo sarcoplasmico (RS) en los miocitos vasculares y la
mitocondria (ver apartado siguiente). Aunque el término RS se emplea
especificamente para referirse al reticulo de las células musculares, puesto que
presenta caracteristicas morfologicas propias; en este trabajo nos referiremos a esta
organela con el término RE indistintamente, ya se trate de un miocito o de otro tipo

celular.

El RE es el principal reservorio de Ca*" celular, y por tanto, la organela mas
importante en el mantenimiento de la [Ca’'];. La membrana del RE no es permeable al
Ca®, de manera que existe una bomba selectiva para el Ca®” denominada Ca®'-
ATPasa del RE o SERCA, que genera y mantiene un gradiente de concentracion
10.000 veces mayor dentro del reticulo con respecto al citoplasma. Esta proteina esta
codificada por tres genes (SERCAL, 2 y 3) localizados en diferentes cromosomas.
Existen multitud de variantes splicing para esta proteina, por lo que se conocen mas de
10 isoformas de la SERCA presentes en distintos tejidos y estados de desarrollo
(Periasamy y Kalyanasundaram; 2007). Las isoformas de la SERCA se diferencian
por su resistencia al estrés oxidativo, su afinidad al Ca*" y su modulacién por la
proteina fosfolamban (PLN) y la cinasa II dependiente de Ca®"-calmodulina
(CaMKII). La actividad de la SERCA depende basicamente de su interaccion con la
PLN. Cuando la PLN esta desfosforilada interacciona con la SERCA inhibiendo la
actividad de la bomba. Por el contrario, cuando la PLN es fosforilada (accion llevada a
cabo por la PKA) se disocia de la SERCA y aumenta el transporte de Ca®" hacia el RE
(MacLennan e al., 2003). Esta bomba de Ca”” puede ser inhibida de forma selectiva

por el acido ciclopiazénico (CPA).

2.3.Papel de la mitocondria y el nucleo en la homeostasis calcica

Las mitocondrias intervienen decisivamente en el abastecimiento energético de

la célula mediante la produccion de ATP, y en la regulacion de los niveles de
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segundos mensajeros como el Ca®" o especies reactivas del oxigeno (ROS). Ademas,
se ha observado que las mitocondrias intervienen en fases iniciales del proceso de
muerte celular programada o apoptosis (Pinton et al., 2008). Su capacidad de
asociacion a los microtubulos las convierte en organulos moviles, capaces de

desplazarse activamente por el citoplasma (Alonso et al., 2006).

Las mitocondrias desempefian un papel fundamental en la homeostasis celular
del Ca*" (capaces de precipitar Ca®" en su matriz en forma de fosfatos) al captar o
liberar grandes cantidades de este catién cuando la [Ca®']; se eleva o desciende
respecto de determinados valores criticos. Estos valores criticos estan en relacion con
las afinidades relativas de los sistemas de transporte i6nico presentes en la
mitocondria (Hajnoczky et al., 1995). Al objeto de poder soportar el gradiente
electroquimico necesario para desempefar su funcidon energética, la membrana
mitocondrial interna, debido a su alto contenido en el fosfolipido cardiolipina, es
especialmente impermeable a los iones. Por el contrario, la membrana externa es mas
permeable y, debido a la presencia de la porina, un canal aniénico dependiente de
voltaje, permite el paso de metabolitos con pesos moleculares de hasta 6000 Da. Se
han descrito tres sistemas de transporte implicados en la entrada y salida de Ca®" en
las mitocondrias: el uniportador de Ca™", el intercambiador de Na'/ Ca®" y el
intercambiador de Ca*/H" (Figura 8). En determinadas ocasiones, la salida de Ca**
desde la mitocondria puede producirse a través del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (MPTP) (Hoth ef al., 2000). La transferencia local de Ca®" entre el RE y
la mitocondria permite la liberacion de Ca** del RE y el aumento de los niveles
calcicos en el lumen de la mitocondria, necesario para la activacion del ciclo de Krebs
y la generacion de ATP. Por otra parte, la propagacion de la sefial de Ca”" citosélico a

la mitocondria puede iniciar la muerte celular a través de la apertura del MPTP.

Las mitocondrias también estan implicadas en la regulacion de la CCE. La
regulacion mitocondrial de los SOCC ha sido demostrada tanto por métodos
electrofisiologicos como fluorimétricos (Hoth et al., 2000; Gilabert y Parekh, 2000;
Gilabert et al., 2001).

La senalizacion calcica en el nucleo de la célula tiene efectos directos sobre la

transcripcion génica y el crecimiento celular; y éstos son diferentes a los efectos
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producidos por la sefializacion calcica citoplasmatica. Sin embargo, aunque se