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MIRANDA VIRAMONTES PEDRO, Respuesta Anafildctica del M@isculo
Liso Uterino de Cobayos Sensibilizados por Via Intraperito---
neal y Respiratoria (Bajo la direccién de Luis Manuel -

Montano Ramirez).

RESUMEN

De los modelos de broncoconstrieci§n alérgica experimental -
aguda, el cobayo inmunizado por via intraperitoneal, es el mo
delo animal habitualmente utilizado. No obstante tiene la des
ventaja de que la respuesta de broncoconstriccibén inducida -
por el antigeno se produce como parte de una reaccibén anafi--
l4ctica .generalizada. Con el objeto de demostrar que la inmu-
nizacién de los cobayos por via respiratoria, con Bordetella

pertussis y ovoalbfimina, se sensibiliza, principalmente el -
m@sculo liso traqueobronquial y no otros tejidos, se diseha--
ron los siguientes experimentos: Se realizaron dos modelos de
broncoconstriccién alérgica, cuya diferencia se bas6 en la -
forma de inmunizacibn; via intraperitoneal versus via respira

toria, con Bordetella pertussis y ovoalbfimina. Posteriormente

se estudib el mfisculo liso uterino de ambos modelos en céma-
ras de 6rganos aislados. La administraci6n de diferentes. con-
centracifnes de ovoalbimina (0.01-31.0 ug/ml) a las prepara -
cibnes de fitero, produjo una respuesta de contraccifn en am--

bos grupos de cobayos. Sin embargo, se comprobd que el mfiscu-



lo liso uterino de los cobayos sensibilizados por via intra--
peritoneal fue aproximadamente 1000 veces mds sensible a la -
ovoalbfimina que el de los animales sensibilizados por via res
piratoria. Ademds se pudo observar que el tejido del modelo -
intraperitoneal, produjo una respuesta de contraccién 3 veces
mayor que el tejido de cobayos inmunizados por via respirato-
ria a concentracibénes de 31.0 ug/ml de ovoalbfimina. Estos re-
sultados sugieren que la inmunizacibn de los animales por via
respiratoria, representan una situacién similar a la que ocu-
rre en el asma bronquial de los humanos; por lo que, este mo-
delo es una buena alternativa para el estudio experimental de
los mecanismos fisiopatol6gicos y la exploraci6én de nuevas -

perspectivas terapfuticas para este padecimiento.



INTRODUCCION

En la actualidad existen dos diferentes tipos de modelos ex-
perimentales de hiperreactividad de las vias aereas, el inmu
nolégico y el no inmunolégico; pero, s6lo el primero se ha =
podido desarrollar ampliamente en diferentes especies anima-
les (cobayo, perro, mono y borrego) (1, 2, 13, 24).

En el caso del modelo inmunolé6gico estédn presentes fenbmenos
de hiperreactividad inmediata. Este término denota una sen--
sibilidad inmunol6gica a los antigenos, que se manifiestan -
por reaccibnes histicas que ocurren minutos después de que -

el antfgeno se combina con el anticuerpo adecuado.

Para quéﬁun animal quede sensibilizado a un antigeno, es nece
sario una primera exposicibén a dicha substancia, la cual, -
ocasiona la formacibn de anticuerpos citotrbpicos como la -
IgE, que se fijan a receptores membranales superficiales de
alta afinidad (fraccibn Fc) de las c&lulas cebadas y bas6fi-

los (4, 14).

Con la segunda exposicibn, cada antigeno se une a dos molé&cu-
las de IgE que se localizan en las c&lulas cebadas y bas6fi--
los. Esta interaccibn ocasiona un aumento en la permeabilidad
de la membrana al calcio (16), provocando la liberacién de -

mediadores quimicos preformados como la histamina, serotonina



{4, 8), la formacibn de novo de mediadores quimicos lipidi -
cos como prostaglandinas (PGE,, PGF,e, Prostaciclina y -
Tromboxanos) (19, 25), asi como la substancia de reaccibn -
lenta a la anafilaxia (SRS-Ai, la cual se considera que estd
formada por productos derivados del metabolismo de &cido ara
quidbnico (via lipooxigenasa) como los leucotrienos Cyr Dy ¥
E4 (4, 6, 11, 20) los cuales son responsables de contraer -
el msculo liso traqueobronquial (18). Otro derivado lipidi-
co formado por &sta reaccibn, es el leucotrieno Byr conside~
rado como un potente factor quimiotdctico para los neutr6fi-

los (4).
Histamina

La histamina es la 2-(4-imidazolil) etilamina (o beta amino-
~.etilimidazol) . Puede formarse por decarboxilacibén del amino-
4cido histidina, reaccibn efectuada por la enzima L-histiding

decarboxilasa,

La f6rmula quimica de la histamina es la siguiente:

Qﬂz

CH2NH2

NF



La histamina contrae muchos m@isculos lisos; como los bronquia
les, intestinales y uterinos, pero relaja poderosamente otros,
como los de vasos sanguineos finos; ademds también estimula
"la produccibn de &cido gdstrico y produce otras secrecibnes
exocrinas. Algunos de estos efectos, como la broncoconstri--
ccibn, contraccién del msculo liso intestinal y del Gtero,
estdn mediados por la estimulacibn de los receptores Hl para

la histamina (3, 12, 26),

Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina es la 3-(beta- aminoetil)
-5-hidroxiindol. Como la histamina, tiene una alta distribu-
cibn en el reino animal y vegetal., Se forma enzim&ticamente
a partir del amino&cido tript6fano por hidroxilacién, sequida

de decarboxilacibn.

La f6rmula quimica de la serotonina es la siguiente:



La serotonina estimula o inhibe diversos mfisculos lisos y -
nervios. Eséas y otras acciones producen un alto espectro de
respuestas que afectan en particular a los sistemas cardio--
vascular, respiratorio y gastrointestinal. En el mdsculo li-
so traqueobronquial produce la contraccién de este (28). Ac-
tfia directamente sobre el mfisculo liso vascular produciendo

vasoconstriccibn o vasodilatacibn segfin el lecho vascular y

su tono en reposo (10). En el dtero aislado de la rata duran
te el estro, la serotonina estimula al mfisculo, pero en o--

tras especies en diversos estados funcionales no produce res

puestas significativas (12).

Prostaglandinas 'y Leucotrienos

Las prostaglandinas y leucotrienos derivan de &cidos grasos

esenciales de 20 carbonos como el &cido araquidénico.

La f6rmula quimica del &cido araquidbnico es la siguiente:

VANV
—N=/N"\"




Este compuesto deriva del 4cido linoléico de la dieta, luego
se esterifica como un componente de los fosfolfpidos de las

membranas celulares.,

El Scido araquidbnico se libera de los fosfolipidos de las

membranas por la accién de la enzima fosfolipasa A.,. Una vez

2
liberado el &cido araquidbnico se metaboliza rfpidamente dan
do productos oxigenados por medio de dos mecanismos enzim&-
ticos diferentes, la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa (6,

20, 22).

A través de la via enzimdtica de la ciclooxigenasa el &cido
araquidbnico es transformado a las diferentes prostaglandinas
endbgenas (PGE, PGF, PGD, PGI o Prostaciclina y Tromboxanos)
(7). Cuando el &cido araquidbnico es metabolizado por la via

de la lipooxigenasa se forman los leucotrienos A4, B4, C4
14

D, vy E, (6, 20, 22).

En general la PGF, ® es responsable de contraer los diferen
tes misculos lisos y, la PGE2 produce el efecto contrario -

(5, 29).

Por otro lado, la liberacibn de todos los mediadores qui--
micos ya mencionados por parte de las células cebadas y ba

s6filos son, los que provocan los -sintomas clinicos de la



anafilaxia como el broncoespasmo, edema e hipotensibn arte-

rial.

En relacibn al modelo no inmunol8gico, no se ha definido con
exactitud cudles son los mecanismos fisiopatol8gicos involu-

crados,

Recientemente se han llevado a cabo una serie sistemdtica de
"érabajos de investigaci&n con el objeto de encontrar uno, o
varios modelos apropiados. de broncoconstriccibn alérgica ex-
perimental, Los animales que se han utilizado con mayor fre-

cuencia son el cobayo, perro, mono y borrego (1, 23, 26, 30).

En el caso de los borregos, monos y perros se ha logrado re-
producir una buena hiperreactividad inmunol8gica de las vias
aereas, ya que la inhalacibn repetida del antigeno (Ascaris
suum), durante varias semanas d& como resultado, que estos
animales, al ser retados con el antigeno, reproduzcan res---
puestas homogéneas de broncoespasmo (1, 23, 30), Este fenb--

meno se presenta con mucho menor frecuencia en los cobayos.

De los modelos de broncoconstriccibn alérgica experimental--
aguda, el cobayo inmunizado por via intraperitoneal es el mo-

delo animal habitualmente utilizado (2, 26, 27).



No obstante tiene la desventaja de que la respuesta de bron-
coconstriccibén inducida por el antigeno se produce como par-
te de una reaccibn anafilictica generalizada (&sto no ocurre

en los modelos de borregos y perros) (2, 23, 30).

Por otro lado Cain et al. (9), intentaron la sensibiliza --
cibn de cobayos por via respiratoria por medio de aerosoles

con Ascaris suum, y encontraron que las respuestas de bronco

espasmo obtenidas por el desafio del antigeno eran muy varia

bles y heterogeneas,

Estos resultados son similares a los obtenidos por Montaiio
et al. (21), donde la inmunizacifn diaria con ovoalbimina por
medio de aerosoles, a un grupo de cobayos durante cuatro meses
né logr6 una buena sensibilizacibn al antigeno. Sin embargo,
la inmunizacibn de los cobayos por instilacibn de ovoalb@imina
y Bordetella pertussis por via respiratoria produce respues-
tas de broncoconstriccifn homogéneas al enfrentar a los ani-
males con el antigeno (ovoalbGimina) sin alterar la presibn -
arterial; estos hallazgos sugieren la presencid. de cam--
bios predominantemente bronquiales y no generalizados (21),
como sucede en el caso de los borregos y perros inmunizados
por medio de la inhalacibn de aerosoles con Ascaris suum (1},

24, 30).
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De los modelos de broncoconstriccibn alérgica experimental de
tipo inmunol6gico, existen buenos modelos en borregos, perros
y monos inmunizados por medio de Ascaris suum. Sin embargo, -
en México resulta dificil utilizar estas especies por ra-

zones econfmicas y de espacio en -los centros de investigacifn

dedicados al estudio del asma bronquial.

La inmunizaci6n de los cobayos por via respiratoria con ovo-

albfimina mas Bordetella pertussis produce predominantemente

respuestas locales.

Por lo tanto este trabajo estuvo encaminado a confirmar, por
medio de Srganos aislados, que la inmunizacibn por via respi

ratoria con ovoalbimina m&s Bordetella perfussis produce prin

cipalmente respuestas locales no generalizadas a diferencia
de los cobayos inmunizados por via intraperitoneal, donde la
administracifén del antigeno produce una respuesta anafilécti-

ca,

Por lo que se propusieron los siguientes experimentos:
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a) Sensibilizar a un grupo de cobayos por via respiratoria

con Bordetella pertussis mas Ovoalbfimina.

b) Sensibilizar a un grupo de cobayos por via intraperitoneal

con Bordetella pertussis mas ovoalb@imina.

c) Estudiar el comportamiento in vitro del mfisculo liso ute
rino de ambos modelos al enfrentarlos a diferentes con--

centracibnes de ovoalbfimina.
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MATERIAL Y METODOS

Para la realizacibn de este trabajo se estudiaron 30 cobayos

hembras de 500 a 700 gramos de peso.

Se desarrollaron dos modelos de broncoconstriccibn al&rgica
experimental, cuya diferencia se basé en la forma de inmuni-
zacibn, via intraperitoneal versus via respiratoria. En el -
caso de la via intraperitoneal los cobayos se inmunizaron con
2.0 mg de ovoalbGmina y 0.25 ml de la vacuna de Bordetella
pertussis inactivada por calor, diluidos en 1 ml de solucifn
salina fisiolégica. A los ocho dias se repiti6 la inmuniza--
cibn finicamente con ovoalbimina y se estudiaron 21 dias des-

pués.

Para el modelo de inmunizacibn respiratoria los cobayos fue-
ron anestesiados con ether e instilados por via intratraqueal
con 2,0 mg de ovoalbGimina mas 0.03 ml de la vacuna de Bor--

detella pertussis, diluidos en 0.4 ml de solucibn salina ~

fisiolb6gica (22). 15 dias después de la inmunizacibn, los =
animales fueron colocados 15 minutos, 5 dias a la semana du~
rante 2 semanas en una c8mara de acrilico (70 X 30 X 55 cm )
y sometidos a la inhalacibn de ovoalbfimina por medio de un

nebulizador Bennet US~1 (velocidad de nebulizaci6tm 2 ml /mi=-

nuto, media del didmetro de las particulas nebulizadas 7-9 a),



la concentracién de ovoalbimina en el nebulizador fue de 3.0

mg /ml.

Se utilizaron como testigos cobayos no sensibilizados con

ovoalbGmina.

Finalizando el periodo de inmunizacibn, los animales de am-
bos modelos, fueron inyectados con dietilestilbestrol a una
dosis de 1.0 mg /kg 18-19 horas (16) antes de ser sacrifi-
cados con pentobarbital s6dico (dosis 35 mg /kg ), con el ob
jeto de sincronizar el ciclo estral y tener una preparacibn
homogenea. Posteriormente el fitero fue disecado y, de cada -
cuerno uterino se cortaron dos porcibnes de aproximadamente
1.5 cm de longitud, cada segmento fue colocado en una c8ma-
ra de 6rganos aislados de 10 ml con solucifn baja en magne-
sio (7), a una temperatura constante de 32~33°C, controlada
por medio de un bafno metab8lico Dubnoff y burbujeada con una

mezcla de 95% de 0, y 5% de CO, (Fig. 1).

El contenido de la solucifn baja en magnesio fue la siguien-

te; (g/1):

Cloruro de sodio 9.0 ¢
Cloruro de potasio 0.42 g
Cloruro de calcio 0,08 g
Carbonato de sodio 0.5 g

Dextrosa anhidro 0.25 g
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Cloruro de magnesio 0.0039 g

Agua bidestilada c.b.p. 1000 ml

Las tiras . se conectaron a un transductor Gould Statham UC3 -
para registrar la tensibén isomé&trica, el cual estuvo conec--
tado a un Dinbgrafo Beckman R-612., El transductor se montd

en un soporte mévil que permitid un ajuste fino de la longi-
tud del utero de cobayo. La velocidad del registro fue de -
0.01 cm /segundo. Antes de iniciar los experimentos, el te -
jido permanecib en reposo en condicibnes basales con un gra-

mo de tensibn durante 45 minutos para permitir su adapta----

cibén al medio.

Posteriormente las tiras de utero fueron sometidas a diferen
tes concentracibnes acumuladas de ovoalbmina (0.01, 0.031,

0.1, 0.31, 1.0, 3.1, 10.0, y 31.0 ug/ml ). La actividad con-
tréctil fue calculada por medio de planimetria y expresada -

en g /cm,

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de todos los datos que se obtu-
vieron en este trabajo se utiliz6 la prueba de T de Student
para muestras no correlacionadas; el limite para considerar

la significancia estadistica fue de P <L 0,05. Los valores -~
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notificados en el texto, fueron media % Error esté&ndar de la

media.

Las sustancias que se utilizaron fueron: Ovoalbfinina (lab. -

Baker), Bordetelia pertussis donada por la Direccibn General

de Productos Biolb6gicos y Reactivos de la S.S.A., Dietilestil

bestrol (lab. Sigma).
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RESULTADOS

La administracién de diferentes concentracibfnes de ovoalbfimi
na (0.01-31.0 pug/ml ) a las cémaras de 6rganos aislados pro-
dujo una respuesta contrdctil del Gtero de ambos grupos de -
cobayos, la cual fue dependiente de la poncentracién. Sin em
bargo el mfisculo liso de los animales sensibilizados por via
intraperitoneal result® claramente mds sensible al efecto de
la ovoalbfimina que el de los cobayos inmunizados por via res

piratoria (Fig. 2C).

En todas las preparacibnes de fitero de cobayos sensibiliza--
dos por via intraperitoneal, la adicibén de ovoalb@imina a ba-
jas concentraci6nes (0.01 ug/ml,) produjo una contraccibn =~
sostenida hasta de-4 g de tensibn (Fig. 2C). La respuesta -
méxima obtenida (en g /cm durante 3 minutos) fué de 3.53 *
0.16 g /cm a concentracibnes de 31.0 ug/ml. de ovoalbGmina

(Fig. 3).

En el caso del mfisculo liso uterino de los cobayos inmuniza-
dos por via respiratoria, la administracibn de ovoalbfimina a
diferentes concentracibnes (0.01-31.0 ug /ml ) produjo con -
traccibnes repetidas de amplitud aumentada, de corta dura---
cibén y de menor intensidad,a concentracibnes 100 veces més =~
elevadas en comparacibn con el modelo intraperitoneal (Figs.

2B y 3).
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Por otro lado; se pudo observar que la adicién de ovoalbfimina
(0,01-31,0 ng./ml.) al Gtero de los animales no inmunizados,

no produjo ninguna respuesta significativa (Fig. 2a).
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DISCUSION

Hasta la fecha, se han descrito numerosos modelos de bronco-
constriccibn alérgica experimental realizados en diferentes
especies animales (15,'17, 24, 30). Sip embargo, en el caso
de los cobayos, sBlo. se ha logrado un buen modelo de bronco-
espasmo asociado a la anafilaxia en los animales sensibiliza

dos por via intraperitoneal (17).

Aunque se ha intentado la sensibilizacibn por via respirato-
ria através de aerosoles con Ascaris suum en cobayos (10), -
las respuestas de broncoespasmo obtenidas al desafio dek an-

tigeno han sido muy variables y heterogénreas.

Por' otro lado; la inmunizacién de los cobayos por via respira
toria con ovoalb@imina y Bordetella pertussis, produjeron una
exelente hiperreactividad de las vias aereas al enfrentarlos
al antigeno, sin cambios notables en la presibn arterial, a
diferencia de los cobayos sensibilizados por via intraperito
neal donde se encontr6 una hipotensifn arterial sistémica se
vera e irreversible. Estos resultados sugieren .fuertemen--
te que en el caso del modelo de la via respiratoria ocurren
alteracibnes predominantemente bronquiales y no generaliza--

das como sucede en el caso del modelo intraperitoneal (22).



Con el objeto de corroborar que en el modelo de la via respi
ratoria ocurren predominantemente fendmenos locales, se lle-
varon a cabo estudios in vitro en el misculo liso uterino de

ambos modelos.

El hecho de que la administracibn de ovoalb@mina en la c&ma-
ra de 6rganos aislados indujo una respuesta de contraccibn -
en el mfisculo liso uterino de ambos modelos, sugieren que -
.los dos tejidos se encontraban sensibilizados al antige--
no; no obstante el msculo liso uterino de los cobayos inmu-
nizad6§ po;;yia intraperitoneal result8 ser 1000 veces mis -
sensible al}antigeno. Ademds se pudo observar, que la admi--
nistraci6n de 31.0 ug /ml de ovoalbfimina al fitero de coba--
yos sensibilizados por via intraperitoneal, produjo una res-
puesta de contraccifén 3 veces mayor que el tejido de cobayos

inmunizados por via respiratoria.

Estos resultados indican, que en el caso del modelo res-
piratorio se presentan alteracifnes predominantemente bron--
quiales, haciéndo a este modelo muy similar a lo que ocurre

en el asma en humanos, donde; las reacciones son locales sin

alteraciones en la presibn arterial.
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Podemos concluir que:

1. El mfisculo liso uterino de los cobayos sensibilizados por
via intraperitoneal, result6 ser claramente mis sensible a la

ovoalbfimina que los inmunizados. por via respiratoria.

2, La inmunizacibn de los cobayos por la instilacibn de ovo--

alblimina y Bordetella pertussis por via respiratoria, produ--

ce un modelo de broncoconstriccibn alérgica m&s homogenea y
reproducible, como sucede en el caso de los borregos y perros
inmunizados por medio de la inhalatibn de aerosoles con Asca-

ris suum.

3. Los cobayos inmunizados por la via respiratoria, parecen
ser un modelo experimental mucho mids semejante a lo que ocu-
rre en el asma bronquial del humano a diferencia del modelo

intraperitoneal.

4. E1 cobayo inmunizado por via respiratoria debe ser el ani-
mal de experimentacibn ideal para reproducir un modelo de -~
broncoconstricci6n alérgica en  México, lebido a gque sus
costos de mantenimento y reproduccibdn son mucho mi&s bajos que
las otras especies animales que habitualmente se utilizan pa~

ra este tipo de modelo.
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Figura 1. Esquema del dispositivo experimental para el estudio del Msculo
Liso Uterino.
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Figura 2, Efecto de 1a ovoalbfimina a diferentes concentra--
cibnes (0.01-31.0/ug/m1 ), sobre el mdsculo liso uterino de
cobayos no sensibilizados Y sensibilizados por vfa respira-
toria e intraperitoneal. A: Corresponde al misculo liso ute
rino de los animales ndé sensibilizados, B: Al modelo respi-
ratorio y, C: a1l infraperitoneal.
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Figura 3. Efecto de la ovoalbfimina (0.01-31.0_ug/ml ), sobre
el mGsculo liso uterino de animales sensibilizados por via -
intraperitoneal y respiratoria. La administraci6n de ovoalbfi
mina al tejido, produjo una respuesta de contraccibn la cual
fue dependiente de la concentracibn. En el eje de las coorde
nadas se expresa la actividad contréctil uterina en gramos-mi
nutos en un periodo de 3 minutos. Cada barra se elabor6 con
los valores de la media de 6 experimentos en el caso del mode
lo respiratorio y, 7 experimentos para el modelo intraperito-
neal. Las lineas verticales corresponden al error est&ndar de
la media y, los asteriscos denotan que los valores de la media
entre los dos grupos son significativamente diferentes (P < 0.05),
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