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La inhibicion de la cinasa de Rho como posible terapia
de la hiperreactividad bronquial

RESUMEN

La contraccion del mdsculo liso de las vias aéreas en
respuesta a diversos estimulos disminuye el didme-
tro de las vias aéreas y en enfermedades como el
asma reviste importancia, pues esta contraccién se

exacerba.
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Una de las lineas de estudio que bus-
ca documentar la posible alteracién en
la contraccién del misculo liso de las
vias aéreas en los asmadticos se refiere a
la via de senalizacién intracelular media-
da por la proteina G monomérica Rho y
su principal cinasa efectora (ROCK). Este
articulo refiere algunos indicios que apun-
tan a que la inhibicién farmacoldgica de
esta via de senalizacién tendria potencial
terapéutico.

INTRODUCCION

Algunos padecimientos respiratorios obstructivos
de los humanos se caracterizan por la constric-
cién exagerada de las vias aéreas en respuesta a
estimulos inespecificos, y el asma es el ejemplo
mas ilustrativo de esta respuesta patofisiologica.

Desafortunadamente, los mecanismos que
desembocan en hiperreactividad bronquial per-
manecen sin aclararse del todo. El alivio rapido
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ABSTRACT

Airway smooth muscle contraction in response to
diverse stimuli diminishes patency and this issue
becomes clinically important in ailments like asthma.
A researchers concern is to explain if the Rho/ROCK
signaling pathway might be altered in asthmatic air-
ways. This article reviews some of the scientific lit-
erature that points out the therapeutic potential
that the inhibition of the Rho/ROCK signaling path-
way would have in asthmatics.

que experimentan la mayoria de los enfermos
asmaticos con la inhalacion de agonistas 3, adre-
nérgicos sugiere un aumento en la capacidad de
contraccién del musculo liso de las vias aéreas
(MLVA), predisponiendo a la broncoconstriccion.
Por otro lado, las vias aéreas del enfermo asmati-
co sujetas continuamente a la inflamacion sufren
cambios estructurales (hipertrofia e hiperplasia del
MLVA, entre otros) que se piensa favorecen dicha
hiperreactividad.?* Ademas de la hiperplasia e
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hipertrofia de las células del musculo liso, los
miocitos pueden sufrir cambios fenotipicos y
funcionales en respuesta a los mediadores pro-
inflamatorios asociados con la enfermedad asma-
tica.* Algunos autores han reportado alteraciones
en la cantidad de proteinas relacionadas con la
contraccion en el masculo liso en biopsias bron-
quiales de enfermos asmaticos, ademas de que
dichos miocitos se contrajeron con mayor fuerza
y rapidez.® Estos indicios apuntan a laimportancia de
tener un mejor conocimiento de los mecanismos
de contraccién del MLVA para implementar nue-
vas y mejores terapias para el asma.

CONTBACC[(’)N DEL MUSCULO LISO DE
LAS VIiAS AEREAS

En general, la contraccién del MLVA comienza
por el aumento de la concentracién de Ca?* in-
tracelular. Este catién ingresa desde el exterior a
través de canales membranales y también se
libera de los almacenes intracelulares (princi-
palmente del reticulo sarcoplasmico). Entre otros
eventos, el Ca?* citoplasméatico modifica la estruc-
tura de la calmodulina de manera que ésta es ca-
paz de activar a la cinasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCK) que dispara la contraccién al fos-
forilar a la miosina en su fraccién reguladora de
20 kDa (MLC,).® Paradéjicamente, la concentra-
cién de Ca?* citoplasmatico no es proporcional a
la fosforilacién de MLC,, pues esta determi-
nada por el balance entre la actividad de MLCK
y la enzima encargada de la accién contraria (des-
fosforilar ala MLC, ), la fosfatasa de la cadena li-
gera de la miosina (MLCP; Figura 1). Este feno-
meno se conoce como sensibilizaciéon al Ca** de
la maquinaria contréctil y es la expresion fisiol6-
gica (contraccién sostenida) de la inaccién de la
MLCP.” Es aqui donde interviene la cinasa de Rho
(ROCK), pues fosforila a la MLCP, inactivandola
(Figura 2).

CASCADA DE SENALIZACION DE RHO Y
ROCK

Rho es una proteina G monomérica citoplasmati-
ca y el principal activador de ROCK.8 La funcién
de Rho esta regulada por tres grupos de proteinas:
inhibidores de la disociacion de guanina

(GDI), factores de intercambio de guanina (GEF)
y proteinas activadoras de GTP-asa (GAP). En su
forma inactiva y unida a GDI y GDP, Rho esta
en el citoplasma. Los GEF activaran a Rho, al
promover el intercambio de GDP por GTP;
mientras que las GAP inducen lo contrario.
Cuando esta unida a GTP, Rho se traslada a la
membrana donde activa a ROCK” (Figura 3).
Estd muy bien documentado que Rho y con-
secuentemente ROCK, se activan por una gran
variedad de receptores membranales acoplados
a proteinas G, particularmente a las G12/13 a
través de la interaccién con RhoGEFs. Los recep-
tores Gqg/11 también son capaces de activar a Rho.
Considerando que la mayoria de los receptores que
inducen contraccion del MLVA estan acoplados a
Gq (muscarinico, histaminérgico, sustancia P, sero-
toninérgico, endotelina, etc.), recientemente se ha
propuesto que Rho/ROCK es la via de sefaliza-
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Figura 1. Registro original de la medicién simultdnea
de la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca?*]i, tra-
zo oscilatorio) y la contraccién (linea sin oscilaciones)
en tiras de musculo liso de traquea de bovino. Estos
trazos se observan cuando el tejido es estimulado con
un agente broncoconstrictor (carbacol, histamina, se-
rotonina, etc.); en el registro de [Ca?*]i se observa
un pico que corresponde a la liberaciéon de Ca** del
reticulo sarcoplasmico, seguido de una meseta que re-
presenta al Ca?* extracelular que entré por los cana-
les catiénicos membranales. Nétese que la contraccion
se mantiene aun cuando la [Ca**]i disminuyd; este es
el fendbmeno de sensibilizacién al Ca?*.
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cion intracelular en la que convergen éstos y
otros estimulos generadores de hiperreactividad
bronquial.™

interaccién directa con un dominio en la porcién
carboxi-terminal de Rho-GTP (en la membrana
citoplasmica). Ademas de su papel en la contraccién

muscular, se ha postulado que ROCK participa en
la migracién celular, transcripcion genética, adhe-
sion celular, remodelacién del citoesqueleto y
proliferacién celular." En el MLVA, ROCK fos-
forila a la MLCP, inhibiéndola (Figura 2). Esta

CINASA DE RHO (ROCK)

ROCK es el efector mejor caracterizado de Rho.
Es una cinasa de serina/treonina y se activa por

Cadena ligera de la miosina

(Mdsculo relajado)

MLCK

ROCK

i MYPT1 fosforilada

MLCP ———> (inhibida)

Cadena ligera de la miosina-fosforilada
(MUsculo contraido)

Figura 2. Inactivacién de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina por la cinasa de Rho. La contraccién del
musculo liso de las vias aéreas comienza por el aumento del Ca?* intracelular. El incremento de este cation
modifica la estructura de la calmodulina (Ca-CaM) y ésta activa a la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK) que fosforila a la cadena ligera de la miosina. La fosforilacién de la cadena ligera de miosina esta de-
terminada por el balance entre la actividad de MLCK y la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP).
La MLCP es inhibida por la cinasa de Rho (ROCK) que la fosforila en su subunidad reguladora (MYPT1).
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Figura 3. Via de sefializacion Rho/ROCK. Rho estéd en el citoplasma unida al inhibidor de la disociacién de
guanina (RhoGDI) que la mantiene en su estado GDP (inactiva). Cuando se activa algtn receptor acoplado
a proteinas G (RAPG) particularmente los G12/13 y los Gq/11, los factores de intercambio de guanina (GEF)
promueven la separacién de GDI y el intercambio de GDP por GTP. Este es el estado activo de la Rho que
se transfiere a la membrana citoplasmatica para ahi activar a la cinasa de Rho (ROCK). Una vez acabada su
funcién, Rho-GTP regresa a Rho-GDP por la desfosforilacion realizada por la proteina activadora de GTP-
asa (GAP).
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fosforilacién se lleva a cabo generalmente en las
treoninas 696 y/o 852 de la subunidad reguladora
de la MLCP, lo cual es especie-dependiente e
impide que la fosfatasa se dirija a su sustrato, la
miosina fosforilada, para desfosforilarla.”?El au-
mento en la tensién y/o fosforilacién de la cade-
na ligera en su fraccién regulatoria de 20 kDa a una
concentracion constante de calcio se define como
sensibilizacion a calcio.

Por otro lado, la participacién de ROCK en
el mantenimiento de la contraccion del MLVA
depende, aparentemente, del estimulo que la in-
duce. Asi, en musculo liso bronquial humano, los
factores de crecimiento producen una contraccién
mediada exclusivamente por ROCK, mientras que
la contraccién inducida por histamina es sélo par-
cialmente dependiente de ROCK." La accién de
farmacos muscarinicos y la despolarizacién inducida
por el cloruro de potasio son también parcial-
mente dependientes de ROCK, aunque esta
Ultima depende en mayor grado de la cinasa.™"
Recientemente, se ha informado que en el
musculo liso de la trdquea bovina, la contraccién
por serotonina depende primordialmente de
ROCK."® Estas evidencias apuntan a la complejidad
de las interacciones entre receptores y canales i6ni-
cos membranales con la cascada de sefalizacién
Rho/ROCK. Sin embargo, no hay que perder de
vista que un sinfin de agentes broncoconstrictores
convergen en esta sefializacion: la acetilcolina, el
principal neurotransmisor parasimpatico y la sus-
tancia P, que se co-libera con ella; la histamina
liberada por los mastocitos en los pacientes de
asma alérgica; los leucotrienos; algunas prosta-
glandinas; la serotonina; la endotelina, etc. No que-
da duda de que la inhibicién farmacolégica de la via
de sefalizacién Rho/ROCK, o bien sélo de ROCK,
parecen blancos interesantes para el tratamiento del
asma. Mas atin cuando hay mltiples evidencias de que,
en condiciones patofisiolégicas, los mecanismos
de sensibilizacién al Ca?* estan incrementados.

Varios autores han reportado haber encontrado
aumento de la MLCK en condiciones experimen-
tales que emulaban inflamacién asmatica. Asi,
usando un modelo de sensibilizacién pasiva,
Ammit AJ et d/," encontraron un incremento en
la cantidad de esa cinasa en bronquios humanos
expuestos a suero atdpico. En miocitos aislados de
biopsias bronquiales de enfermos asmaticos, Ma X

et dl,° observaron que éstos se contraen con
mayor fuerza y rapidez y que esto estaba au-
nado a un aumento en MLCK.

En cuanto a la via de sefalizacion Rho/ROCK,
se ha evidenciado que Rho aumenta en cantidad
en el musculo liso bronquial de ratas sometidas a
retos antigénicos repetidos, y que la hiperreactivi-
dad a la acetilcolina en esos tejidos disminuye en
proporcién a la inhibicién de Rho.™ En contraste,
un reto Unico a ovalblimina en cobayos no indu-
jo hiperreactividad a la metacolina, pero siala
histamina y la PGF?*, aun cuando los pulmones
de los animales experimentales mostraron un
aumento en Rho. Parece entonces que un reto
antigénico repetido pudiera contribuir a la
optimizacion de la via de sefalizacién Rho/
ROCK, originando que las vias aéreas desarrollen
hiperreactividad a los agentes colinérgicos.”

INHIBIDORES DE ROCK Y-27632

El farmaco inhibidor de ROCK més empleado
experimentalmente es el Y-27632 (dihidrocloru-
ro de (+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)- N-4-piridil
ciclohexancarbox-amida). El Y-27632 inhibe los
dos tipos de ROCK (ROCK-1 y ROCK-2) con
constantes de inhibicion similares (Ki = 0.22 uM
y 0.30 uM, respectivamente). Estas concentracio-
nes se refieren a la Cl_, usadas in vitro para la
relajacion de musculos lisos vascular y traqueal.
Algunas otras cinasas (PKCa, PKA, MLCK) se
alteran sélo con concentraciones mayores.?'

Fasudil (HA-1077)

Este compuesto (1-(5-isoquinolinsulfonil)-homopipe-
razina) tiene alta afinidad por la ROCK (0.33 uM);
sin embargo, también es un potente inhibidor de
PKA, PKC y MLCK en concentraciones altas.?

En 1999, Yoshii A et 4/, publicaron que, en
estudios in vitro, el Y-27632 relaja las traqueas
de conejo y humanas previamente contraidas con
carbacol, siendo éste uno de los primeros reportes
en apuntar a que la inhibicién de ROCK podria
ser usada como método terapéutico. Hoy en dia, el
fasudil esta siendo probado en diversos estudios
clinicos,?*? pero en ninguno relacionado con el
asma a pesar de las evidencias experimentales en
animales. Los avances logrados en los protocolos
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clinicos de enfermedades cardiovasculares son
particularmente relevantes, por lo que se mencio-
naran algunos aun cuando rebasen el objetivo de
este articulo. El fasudil intravenoso es usado en el
tratamiento del vasoespasmo cerebral,?* y se
administra por via oral para la angina pectoris.?’

En pacientes con angina vasoespastica, el fa-
sudil intracoronario inhibe el espasmo coronario
inducido por acetilcolina y la consecuente isque-
mia del miocardio.*? Este medicamento también
es efectivo en el tratamiento de la angina micro-
vascular®®* y del espasmo coronario resistente a
terapia vasodilatadora con bloqueadores de cana-
les de calcio y nitratos después de la cirugfa de
bypass de la arteria coronaria.>*

La infusién intravenosa de fasudil reduce signi-
ficativamente la resistencia vascular en pacientes
con hipertensiéon pulmonar.® La administracion
intravenosa en la fase aguda de un infarto de-
mostré los efectos benéficos de este medicamento
contra el dafio neuronal por isquemia.* En pacien-
tes con falla cardiaca, la infusion arterial de fasudil
incrementa el flujo sanguineo en el antebrazo,
sugiriendo que RhoA/ROCK participa en el au-
mento de la resistencia vascular periférica por falla
cardiaca en humanos.>”

En un modelo animal de hipertensién pulmo-
nar, Nagaoka T et d/,*® compararon los efectos
del Y-27632 y el fasudil administrados por via oral
o inhalada, y demostraron que cinco minutos de
inhalaciéon de cualquiera de ellos, producen una
disminucion de la presion arterial pulmonar sin
reducir la presion arterial sistémica. Este hallazgo
apoya el potencial terapéutico del Y-27632, también
comprobado por Schaafsma D et d/,"® quienes ad-
ministraron inhalaciones del Y-27632 (5 mM, 5
minutos) a cobayos sensibilizados a la ovalbimina
y demostraron que la hiperreactividad a la histami-
na disminuye. Es interesante que estos ultimos
autores reporten que incluso los animales control
que recibieron el Y-27632 inhalado mostraron una
broncoconstriccién menor en respuesta a la hista-
mina, indicando que las nebulizaciones de Y-27632
podrian ser profilacticas. Esta conclusién también
es sustentada por lizuka K et 4/,* quienes in-
formaron que el aumento en la resistencia de
las vias aéreas inducido por un reto antigéni-
co en cobayos sensibilizados es inhibido por el
Y-27632.

Otros investigadores han abordado la hiper-
reactividad de las vias aéreas como el resultado
de la accién conjunta entre sustancias inflamato-
rias. Liu C et d/* reportan que, en el musculo liso de
traquea bovina, algunos isoprostanoides como la
8-isoprostaglandina E, (15-E,-IsoP) aumentan las
respuestas de contraccion a carbacol y que esa
hiperreactividad se revierte con el Y-27632 y con
el vaciado del Ca** del reticulo sarcoplasmico, lo
cual sugiere que esta hiperreactividad involucra la
estimulacion de la via de sefalizacion Rho/ROCK
y/o la liberacién del Ca?* citoplasmatico. Hashi-
moto T et 4/,*' investigaron, en cobayos in vivo,
los efectos de la inhalacion del acido lisofosfati-
dico (LPA) en la induccién de hiperreactividad de
las vias aéreas a la acetilcolina, misma que inhi-
bieron con la inhalacién del Y-27632. Sin embar-
go, LPA no produjo hiperreactividad a la acetil-
colina exégena en los parénquimas pulmonares. Al
usar la mepiramina, un antagonista del receptor
histaminérgico H' o el ketotifen, un inhibidor de
la liberacién de histamina, inhibieron la hiperreac-
tividad, y la incubacién de fragmentos del parén-
quima pulmonar con LPA produjo liberacién de
histamina. Estos resultados sugieren que la hipe-
rreactividad de las vias aéreas inducida por LPA es
debida a la activacién de Rho/ROCKy a la con-
secuente liberacién de histamina.

En el asma atopica el flujo de células infla-
matorias inducido por el reto alergénico podria
considerarse fundamental en el desarrollo de la hi-
perreactividad de las vias aéreas. Ademas de
otros tipos de células inflamatorias, los linfocitos
CD4+ y los eosinéfilos suelen encontrarse en el
asma alérgica.*? En varios reportes se indica que
estos Ultimos estan involucrados en la hiperreac-
tividad bronquial;*** mientras que Adachi T et 4/,%
reportaron que Rho/ROCK es participe de la qui-
miotaxis de eosindfilos desencadenada por la
eotaxina. Interesados en ampliar el conocimiento
de la participacién de Rho/ROCK en la inflamacién
eosinofilica del asma atépica, Henry PJ et d/,* in-
hibieron exitosamente la migracién pulmonar
eosinofilica en un modelo de ratones sensibiliza-
dos a la ovalbtimina con el uso del Y- 27632.

Por otro lado, también se ha estudiado inten-
samente la importancia de la via de sefializacién
Rho/ROCK en la migracién o funcién de otras
células inflamatorias.*® En la inflamacion, un au-
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mento en la permeabilidad capilar favorece el
transito de células inflamatorias desde el torren-
te sanguineo hasta el espacio intersticial. Uno de
los papeles preponderantes de Rho/ROCK pa-
rece ser mantener la fosforilacién de la actino-
miosina de las células endoteliales, que al estar
retraidas, propician el aumento de la permeabili-
dad vascular.® Saito H et d/,* reportaron que la
inhibicion de ROCK o de la MLCK disminuye
la fosforilacién de la actinomiosina y evitan la ex-
travasacion de células inflamatorias.

Es, entonces, indudable la importancia de Rho/
ROCK en la hiperreactividad pulmonar, algunos
investigadores han intentado resolver el proble-
ma desde una nueva perspectiva: evitar el inicio
de la cascada de sefalizacién Rho/ROCK. Esta
idea es consecuente con la inhibicién de ROCK
e igualmente promisoria. Partiendo de las obser-
vaciones del aumento en cantidad de Rho en
tejidos de animales sensibilizados'>° y de corro-
borar su funcionalidad midiendo el incremento de su
traslado a la membrana en animales sensibilizados,*
Chiba Y et 4/ reportaron recientemente que el
uso de lovastatin (4 mg/kg/dia, ip) en ratas
sensibilizadas, disminuyé significativamente la
hiperreactividad a la acetilcolina. Unos afos
antes, Takeda N et 4/ reportaron haber encontra-
do que el simvastatin inhibe significativamente la
proliferacién de células vasculares y de musculo liso
de vias aéreas inducida por suero fetal bovino; ese
efecto antiproliferativo fue mimetizado por la
exoenzima C3, un inhibidor de RhoA y por Y-
27632. Los hallazgos de estos investigadores se
relacionan si consideramos que la luz de las vias
aéreas hiperplasicas se cerrara mas facilmente que
una via aérea normal; es decir, estara predispues-
ta a la hiperreactividad.

En resumen, existen evidencias de que Rho y
su cinasa efectora, ROCK, son protagonistas im-
portantes en la hiperreactividad de las vias aéreas
caracteristica del asma,*y la investigacion de los
efectos de los inhibidores de esta via de sefali-
zacién en ese padecimiento debe considerarse
prioritaria.
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