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3. RESUMEN

Las vias aéreas de sujetos asmaticos responden con obstruccion exagerada
ante estimulos comunes, fendbmeno que se llama hiperreactividad de las vias aéreas
(HVA). Aungue se ha sugerido que la serotonina, también llamada 5-hidroxitriptamina
(5-HT), participa en la generacion de obstruccion aguda durante una crisis asmatica,
pocos estudios han investigado el papel de la 5-HT en la HVA. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de diversos antagonistas de 5-HT sobre la HVA inducida
por reto antigénico en cobayos. Se utilizaron cobayos sensibilizados a ovoalbumina
(OA) mediante una inyeccidn ip, seguida de retos antigénicos por via inhalatoria. A la
tercera semana de sensibilizacion los animales fueron anestesiados e introducidos en
un pletismégrafo para medir la resistencia isovolumétrica de las vias aéreas (R.). Con
el fin de evaluar la reactividad de las vias aéreas se realizaron curvas dosis-respuesta
a acetilcolina iv (ACh) antes y una hora después del reto antigénico iv, calculandose la
dosis que triplicé la RL basal (dosis provocativa 200%). El nUmero de animales por
grupo fue de 11. Al observarse que en el grupo de control el reto antigénico produjo un
desplazamiento a la izquierda de la curva a ACh, en comparacién con la curva basal,
es decir, produjo HVA. La metiotepina (subtipos 1, 2, 5, 6, 7), y el tropisetron (subtipos
3, 4), asi como la combinacion de ambos compuestos inhibieron la produccién de
HVA. Estos resultados sugieren que la 5-HT tiene un papel importante en el desarrollo
de HVA inducida por el reto antigénico donde varios receptores de 5-HT pudieran

hallarse involucrados.



4. INTRODUCCION

4.1 EL ASMA

4.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El asma es una enfermedad respiratoria que cada vez tiene mayor
incidencia en las personas, al tener un incremento del 10 al 40% en la
poblacion mundial (Huerta, 2001). Se han realizado estudios para estimar el
porcentaje de enfermos de asma en el mundo, de los cuales el trabajo de
mayor relevancia es el llamado ISAAC (International Study of Asthma and
Allergies in Childhood), que en México se llevo a cabo realizo en las ciudades
de Cuernavaca, Hermosillo y Monterrey. Los resultados que arrojo fueron
sorprendentes y alarmantes, uno de ellos revela que en Monterrey en una
muestra de 3000 nifios de primaria se encontré que habia una prevalencia del

9%de asma) (Cano, 2006).

En la poblacién infantil, el asma es un grave problema, los nifios
menores de cinco afios son la poblacibn mas vulnerable, por lo cual se deben
detectar a tiempo los factores de riesgo para prevenir morbilidad, mortalidad y
severidad del asma (Huerta, 2001). El asma en menores de cinco afos
representa el 44% de los casos, con una relacion de un hombre por cada dos
mujeres; hasta un 35% de los pacientes de asma requieren hospitalizacion en
alguna vez en el transcurso de la enfermedad. La mortalidad por asma no es
tan alarmante como en otras enfermedades respiratorias pero si tiene cifras

que se deben tomar en consideracion: la relacion de mortalidad en México es



de 2.4 casos por cada millon de habitantes al afio, presentandose en los nifios
1.4 veces mas mortalidad que las nifias (Garcia, 2003). Algo que debe de
tomarse en cuenta sobre el asma es el costo de los tratamientos. Por ejemplo
en Estados Unidos el costo excedi6 los 12 mil millones de dolares durante el

afio 2000 (Goldsby, 2004).

4.1.2 DEFINICION DE ASMA

El asma es una enfermedad que se caracteriza por la inflamacion
cronica de la mucosa bronquial (Roca, 1993) provocada por varios tipos de
células como mastocitos, eosinodfilos y linfocitos T (Barnes, 1998) y sus
mediadores celulares provocan una inflamacion cronica; ésta inflamacion
provoca un incremento en la hiperractividad de las vias aéreas (HVA) (GINA,
2005); en el cual se presentan episodios recurrentes de sibilancias, disnea,
opresion en el pecho, y/o tos, especialmente por las noches o temprano por las
mafanas (Strek, 2006). Estos episodios usualmente estan asociados con la
contraccion del muasculo liso de las vias aéreas, de tal forma que esta
broncoconstriccion puede ser reversible ya sea espontaneamente o con
tratamiento (GINA, 2005). Otra caracteristica del asma es la remodelacion de
las vias aéreas (Ying, 2006), que es un proceso heterogéneo en donde hay
cambios en los tejidos conjuntivos y una alteracion en la estructura de las vias
por diferentes procesos como diferenciacion, migracion y maduracion de

células estructurales (GINA, 2005).



4.1.3 HIPERREACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS

Una caracteristica muy importante del asma es la respuesta
broncoconstrictora exagerada a gran variedad de estimulos externos o
internos, a la que se denomina hiperreactividad de las vias aéreas (GINA,
2005, figura 1). El origen de la HVA en humanos es aun desconocida; ya que la
prevalencia de la HVA es mayor a la del asma y no hay una estrecha relacion
entre la gravedad e intensidad de una y otra (Roca, 1993). Clinicamente, la
HVA se puede analizar por el incremento de dosis de farmacos en aerosol que
se usan como estimulantes, por ejemplo la histamina o la metacolina (GINA,
2005). Una forma de evaluar la HVA es administrar concentraciones crecientes
de metacolina y medir la funciéon pulmonar después de cada dosis, hasta que
ocurra un 20% de obstruccion. Con esta curva concentracion-respuesta se
puede calcular la dosis necesaria para provocar un 20% de obstruccién, a lo
que se denomina PD20 (provocative dose 20%). Por tanto, la PD20 es una

medida de HVA, es decir, de la facilidad con que se obstruyen las vias aéreas.



Figura 1. Engrosamiento de la pared bronquial en el asma. En esta ilustracion se muestra el
engrosamiento de la pared bronquial en el asma (derecha) en comparacion con las condiciones
normales (izquierda). Tomado de Jeffery, 2006.

4.1.4 ALERGENOS

El asma alérgica se caracteriza por ser provocada por alergenos; la
exposicién a alergenos es un disparador importante de exacerbaciones en los
pacientes con asma (Platts-Mills, 2007). Los alergenos son un tipo de antigeno
especifico no parasitarios, pueden ser pequefias proteinas o0 sustancias
quimicas; la mayoria de los alergenos comparten caracteristicas comunes
como peso molecular alto, glucolisacion y solubilidad alta en liquidos
corporales, se encuentran comunmente en el medio ambiente y provoca la
hipersensibilidad del tipo | (alergia) en individuos alérgicos (Abbas, 2004). Hay
dos tipos de alergenos: los alergenos dentro de casa y los de fuera; los

primeros no pueden ser evitados y los segundos si (Jiménez, 2005). Los



alergenos mas comunes son los pdlenes, acaros del polvo doméstico, caspas
de animales, ciertos alimentos y productos quimicos como el antibiético
penicilina (Abbas, 2004). La severidad y/o duracion de las reacciones alérgicas
en las vias aéreas, particularmente en edades tempranas, pueden ocasionar

una hiperreactividad persistente (Barnes, 1998).

4.1.5 ATOPIA

La atopia es generada por la presencia de concentraciones elevadas de
inmunoglobulina E (IgE) de alergenos especificos (Ying, 2006). La atopia y el
asma estan estrechamente relacionadas, ya que la atopia puede ser un factor
de riesgo de hiperreactividad, apareciendo como una posible causa (figura 2).
(Barnes, 1998). En los individuos atépicos hay una concentracion elevada de
IgE en la sangre, por lo que ellos son mas susceptibles a alergias y desarrollar
asma (Goldsby, 2004). La IgE media las reacciones de hipersensibilidad del
tipo I, causantes de los sintomas del asma alérgica, al unirse a las membranas

de mastocitos tisulares y basofilos sanguineos (Goldshby, 2004).
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Figura 2. Interaccién alérgeno-IgE es la respuesta asmatica. Modificado de Barnes 1998.

La mayoria de las reacciones alérgicas provocadas por la IgE se dan en
mucosas, como respuesta a alergenos que entran por inhalacién o ingestion.
Hasta el momento no es posible explicar el por qué hay alergenos mas
potentes que otros . Al parecer la alergenicidad es una compleja cadena de
reacciones que no so6lo dependen del alérgeno si no de otras caracteristicas
como dosis, vias de sensibilizacidén, adyuvantes y la constitucion genética del

receptor (Goldsby, 2004).



4.1.6 HIPERSENSIBLIDAD TIPO |

La hipersensibilidad del tipo | (figura 3)tiene una serie de eventos que
consisten en: una exposicién a alguan antigeno, la activacion de linfocitos del
tipo Ty2 especificos para el antigeno, produccion de IgE, unién de la IgE a
receptores especificos en los mastocitos (receptores FceRIl que son de alta
afinidad para la IgE) (Abbas, 2004) y la activaciéon de los mastocitos por
reexposicion al antigeno, lo que da lugar a la liberacién de mediadores a partir
de los mastocitos, y como consecuencia la reaccién patolégica (Abbas, 2004).
Cuando hay interaccion entre la IgE y los receptores de mastocitos se lleva a
cabo la desgranulacion; este evento ocurre cuando hay un enlace cruzado
alérgeno—antigeno que provoca que los mastocitos y los basdfilos liberen sus
granulos al ambiente extracelular, es decir, se liberan diferentes mediadores

activos que provocan reacciones alérgicas (Goldsby, 2004).



Allergen e
\ .
Smooth muscle cell

__:"_,-_..«- D4
1~ f\\ -
\ Small blood vessel
Beell IH - THu:lI

Mucous gland
Allergen
Fc receptor S Vasoa

forlgh -\ a
T
@ @W i =

Blood platelets

I
Sensory-nerve

P]mmu:]l ~ \ Deeranulati i
y e / granulatior endings
Memory cell Y \\ v
., Allergen- Sensitized mast cell @
o specific i
! IgE %+ Eosinophil

Figura 3. Mecanismo de una reaccion de hipersensibilidad tipo |. La exposicion de un alérgeno
activa las células B para que éstas formen células plasméaticas y se segregue IgE. Las
moléculas de IgE se fijan en receptores Fc de mastocitos y basdfilos. En la segunda exposicion
del alérgeno se produce un enlace cruzado de la IgE fija, lo que da lugar a la liberacién de
mediadores con actividad farmacoldgica; estos mediadores producen contraccion del masculo
liso, vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular. Tomado de Goldsby, 2004.

Las manifestaciones clinicas y los efectos biolégicos de las reacciones
de la hipersensibilidad tipo | provocados por los mediadores liberados durante
la desgranulacion de los mastocitos y basofilos afectan tejidos o poblaciones de
células como eosindfilos, neutréfilos y plaquetas. Los mediadores tienen la
funcion de amplificar y hacer efectiva la interaccion antigeno-anticuerpo: la
liberacién de estos produce incrementos innecesarios de la permeabilidad
vascular e inflamacién, siendo estos procesos dafiinos para el individuo. Estos
mediadores se clasifican en: primarios que se producen antes de la
desgranulacién y se almacenan en granulos como la histamina y la serotonina;
ambas aumentan la permeabilidad vascular y la contraccién del musculo liso, y
las proteasas provocan la secrecién de moco bronquial y degradaciéon de la

membrana basal de vasos sanguineos. Los mediadores secundarios son



aguellos que se liberan cuando se esta llevando acabo la desgranulacion,
como los leucotrienos que aumentan la permeabilidad vascular y contraen el
musculo liso, y las prostaglandinas que contraen el muasculo liso pulmonar y

favorecen la agregacion plaquetaria (Goldsby, 2004).

4.1.7 ASMA ALERGICA

Aproximadamente del 70% de los individuos asmaticos, su enfermedad
se debe a una hipersensibilidad del tipo | mediada por IgE (Abbas, 2004). Los
atagues asmaticos de asma alérgica se deben principalmente a alergenos
transportados por el aire y la sangre, como polenes, polvo, humo, productos de
insectos (venenos) o antigenos virales. (Goldsby, 2004). En realidad, del 10 al
30% de los individuos atopicos presentan asma. Por medio de estudios en
familias se ha descubierto que la atopia tiene un componente genético y la
relacion de estos factores genéticos con el asma y la atopia es de 40 a 60%;
identificando a los genes 5q, 5q31-33, 11ql13 como portadores de la
informacion para que se desarrolle asma alérgica (Goldsby, 2004).

El asma alérgica se inicia con la activacion de los mastocitos como respuesta al
alérgeno que se une a la IgE. Los mastocitos, los basofilos y los eosinofilos
producen mediadores que provocan la contraccion del masculo liso de las vias
respiratorias. Los mediadores mas importantes para la contraccion del masculo
liso son LTC, (Leucotrieno Cy4), LTD4 (Leucotrieno Dy, LTE, (Leucotrieno Es) y
PAF (Factor liberador de plaquetas) (Abbas, 2004). En el asma la

desgranulacion de los mastocitos y basdfilos se lleva a cabo en las partes bajas



de las vias respiratorias; la contraccion del muasculo liso provocada por los
mediadores liberados por estas células provocan la broncoconstriccion, el
edema de las vias respiratorias, la secrecion de moco y la inflamacion
(Golsdby, 2004). Ademas de la prevencion el tratamiento que se da
actualmente a los enfermos de asma es el control de la inflamacion y la
relajacion del muasculo liso, por lo cual se utlizan farmacos que contienen
corticoides cuya funcion es bloquear las citocinas inflamatorias y el

cromoglicato sédico (Abbas, 2004).

4.2 LA SEROTONINA

“Serotonina” es la denominacion comun del compuesto 5-
hidroxitriptamina (5-HT), este nombre se le aplicé a la sustancia encontrada en
el suero después de la coagulacion y en 1948 se identificé como 5-HT (Rang
2004). En la década de los treintas un equipo de investigacion en Italia
identific6 una sustancia que se encontraba en las células enterocromafines
(EC) del intestino y la nombrd “enteramina” por su secrecién abundante. Por
otro lado en los Estados Unidos, se reconocié una sustancia vasonconstrictora
en el suero y la llamaron “serotonina”. Aflos mas tarde se dieron cuenta de que
las dos sustancias tienen la misma identidad molecular y se deja el nombre de
serotonina para denominar a la 5-hidroxitriptamina, que resulta ser uno de los

principales neurotransmisores (Meunier, 1999).
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Figura 4. Ejemplos de indolalquilaminas representativas. Modificado del Hardman, 1999.

La serotonina pertenece a la familia de los autacoides, una gran
variedad de sustancias que tienen estructuras quimicas y propiedades
farmacoldgicas muy diversas; pero todos los autacoides tienen una
caracteristica comuan: se forman en los tejidos en los que actian y, por tanto
tienen la funcibn de hormonas locales (Velasquez, 2005). También es
clasificada como una indolalquilamina (figura 4) (Meunier, 1999) y como una
amina biogénica que posee un anillo inddlico y una cadena lateral etilamino
(Flores, 1998), que tiene un pK de 9.8, por lo cual esta cargada. Por tanto esta

sustancia no puede atravesar la barrera hematoencefalica (Velasquez, 2005).

4.2.1 LOCALIZACION

La 5-HT se localiza en plaquetas, células EC y células nerviosas

(Meuner, 1999). La mayor concentracion de 5-HT en el organismo se halla en



el tracto gastrointestinal (GI). Aproximadamente, el 90% se encuentra en las
células EC, que son células que estan en la cresta neural, intercaladas con las
células de las mucosas, principalmente en el estbmago y en el intestino
delgado; también hay 5-HT en las células nerviosas del plexo mientérico
donde tiene la funcién de neurotransmisor excitador (Rang, 2004). Un 8% de
esta sustancia estara guardada en plaguetas (Meunier, 1999), que la acumulan
desde el plasma por medio de transporte activo y la liberan cuando hay
lesiones tisulares (Rang, 2004), y no mas del 2% se encuentra en células
nerviosas del sistema nervioso central (SNC) (Meunier, 1999) en donde tiene
una funcién de neurotransmisor y existe en grandes concentraciones en

regiones del mesencéfalo (Rang, 2004).

La 5-HT ha sido reconocida desde hace casi 50 afios como efector en
diversos tipos de musculo liso, provoca la agregacion plaquetaria y tiene la
funcion de neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC). Se encuentra
en vertebrados, tunicados, moluscos, artrépodos, celenterados, frutas y
semillas; también se le ha encontrado en venenos, como el de la ortiga

ordinaria, y de avispas y escorpiones (Hardman, 1996).

4.2.2 LUGARES DE SINTESIS

La 5-HT es sintetizada solo en dos sitios; en el interior de las neuronas
serotoninérgicas y el tracto Gl. Las neuronas serotoninérgicas son identificadas

asi, porque contienen las enzimas necesarias para la sintesis de 5-HT (figura



5). Para liberar 5-HT el principal mecanismo utilizado es la exocitosis, en él se
desporaliza la membrana de las células neuronales, lo que conlleva la apertura
de canales de Ca" dependientes de voltaje y, por consiguiente la entrada de
Ca’ en el terminal sinaptico (Velazquez 2005). Una vez que la 5-HT es
liberada, una parte actia en receptores, otra se difunde en el espacio
extracelular y el resto es recaptada por la propia terminacion nerviosa (Flores,
1998). Cuando 5-HT es liberada, un transportador de alta afinidad la capta del
espacio sinaptico; este transportador se encuentra en la membrana exterior de
las neuronas serotoninérgicas y en la membrana exterior de las plaquetas
(Hardman, 1996). Funciona en serie con un transportador vascular, que capta a

5-HT intracelular en vesiculas sinapticas (Velasquez, 2005).

Por ser la 5-HT una catecolamina tiene dos compartimentos para su
liberacién: uno que se denomina “funcional”, que responde a las demandas
inmediatas y utiliza 5-HT neo-sintetizada; el otro compartimiento es llamado
como de “reserva’ y s6lo se usa cuando hay una carencia del primero; el
excedente de 5-HT se almacena en reservas que permiten regular su liberacién

(Meunier, 1999).
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Figura 5. Neurona y sinapsis serotoninérgica con los principales mecanismos de sintesis,
liberacion, captacion y activacion de receptores. Tomado de Flores 1998.

El segundo sitio en donde se sintetiza 5-HT es el tracto Gl, exactamente
en las células EC. La liberacion de 5-HT en las células EC, ocurre en los
granulos de estas células, pero también en el plexo mientérico y en el plexo de
la mucosa, en donde se activan neuronas que estan involucradas en las
funciones gastro-intestinales. De igual manera que 5-HT en el SNC, la
liberacién de 5-HT del tracto Gl es por exocitosis dependiente de Ca’; los

ionéforos de Ca’ promueven la liberacion de 5-HT, y los canales de Ca’



pueden ser bloqueados por farmacos, estos bloquean canales de clase L- y N-
y abren canales de K*. La vida media de la 5-HT en el tracto Gl se estima
entre 7 y 12 horas en perros y humanos, y 11 horas en conejos; las ratas
excretan aproximadamente 0.4 mg/Kg diarios de 5-HT. En términos fisiologicos,
la5-HT puede ser liberada en el tracto Gl por ingestion de comida,
estimulaciones adrenérgicas vagales o simpaticas, por una baja en el pH
intraluminal, por interaccibn con catecolaminas circulantes, distensiones
mecanicas, isquemia o por obstruccién de la movilidad normal del tracto Gl

(Gaginella, 1995).

En las plaquetas, donde también se almacena 5-HT, ésta no se sintetiza
, ya que no cuentan con las enzimas necesarias para este proceso. La Unica
via por la cual las plaquetas obtienen 5-HT es por medio del transportador de
5-HT (5-HTT) (Hardman, 1996); las plaguetas almacenan 5-HT que proviene
del plasma mediante el transporte activo (Velasquez, 2005); alguna fraccién
que se escapa de la liberacion de 5-HT en las neuronas serotoninérgicas es
captada por plaquetas (Flores 1998). También las plaguetas se cargan de 5-HT
a medida que pasan por el tracto Gl, en donde la concentracion de 5-HT es alta

(Rang, 2004 ).

La 5-HT también se sintetiza en la glandula pineal, donde tiene la
funcién de ser precursor de la melatonina, una hormona que tiene una extensa
actividad enddécrina por su capacidad de accién en el hipocampo (Flores,
1998). La sintesis de melatonina a partir de 5-HT est& influenciada por varios

factores externos, entre ellos la presencia de la luz ambiental. La melatonina



tiene la labor de suprimir funciones ovaricas, pigmentar las células cutaneas,

ademas de influir en los ritmos biolégicos (Hardman, 1996).

4.2.3 SINTESIS

La 5-HT se sintetiza a partir de un aminoéacido primordial, el llamado L —
triptéfano, que se deriva de la dieta y es captado por la célula (Flores, 1998). La
captacion de esta amina es el primer paso para la sintesis de 5-HT (Hardman,
1996). El L-triptéfano sufre una oxidacion en el C5 del anillo inddlico por la
triptéfano-hidroxilasa (Flores 1998), una enzima limitada a las células
productoras de 5-HT (Rang, 2004) por lo cual, la cantidad de L-triptofano
plasmatico que se encuentre, es lo que influye en la sintesis de 5-HT
(Hardman, 1996), para obtener 5-hidroxitrptofano (5-HTP) (Flores, 1998). En
este paso dos cofactores tienen un papel muy importante en la sintesis de 5-
HT, el oxigeno y la eritrotetrahidrobiopterina; estos cofactores son sustancias
esenciales para que se lleve a cabo esta reaccion de sintesis; si hay una baja
cantidad de alguno de estos cofactores se provoca una ruptura en la cadena de
sintesis de 5-HT. La concentracion de eritrotetrahidrobiopterina es regulada por
la enzima dihidropterina reductasa; si esta enzima no se encuentra presente,
provoca una baja concentracion de éste cofactor lo que conlleva a que no se
sintetice 5-HT (Meunier, 1999). Posteriormente el 5-HTP es descarboxilado en
su cadena lateral por la L-aminoacido-descarboxilasa (Gaginella, 1995). Esta
enzima es la descarboxilasa de los amino acidos aromaticos (Meunier, 1999)

que también participa en la sintesis de catecolamidas e histamina (Rang,



2004), tiene una amplia distribucion y una especificidad grande para los
sustratos (Hardman, 1996). Es cuando se forma la 5-hidroxitriptamina (figura
6).

La 5-HT en las células EC y en las neuronas serotoninérgicas se
almacena en estructuras vesiculares para protegerse de enzimas intracelulares
como la monoaminooxidasa (MAO) (Flores, 1998). Hay dos tipos de MAO, la
del tipo B (MAO-B) que cataliza a las catacolamidas y la MAO del tipo A (MAO-
A) que cataliza a la 5-HT (Meunier, 1999). Si la 5-HT entra en contacto con la
MAO sufre una desaminacion oxidativa (Rang, 2004) y el catabolito resultante
es el 5-hidroxiindol-acetaldehido (5-HIAC) (Meunier, 1999). Este es
metabolizado por la aldehido-deshidrogenasa que crea el metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) (Flores, 1998). EI 5-HIAC puede ser metabolizado
por un alcohol deshidrogenado y dar como resultado el 5-hidroxitriptofol.
Existen otras dos vias de degradacion de 5-HT: la glicoconjugacién en donde
5-HT y su metabolito 5-HIAC se conjugan en acido uridino difosfoglicurénico; y
la sulfoconjugacién en el hipocampo humano con la participacion de la enzima

sulfotransferasa (Meunier, 1999).
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Se almacena en estas vesiculas teniendo la funcién de cotransmisor,
junto a otras hormonas peptidicas como la somatostatina, sustancia P o
polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) (Rang, 2004). Cuando la 5-HT pasa a la
sangre, una fraccion es captada por el higado y el endotelio vascular, en
especial el pulmonar y es transformada en 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).
Tanto en las células EC y las neuronas serotoninérgicas se sintetiza 5-HT a
partir del L-triptofano. En el SNC la enzima triptéfano-hidroxilasa se utiliza
como marcador especifico de estas neuronas en técnicas inmunohistiquimicas;

y la 5-HT queda almacenada en vesiculas que la protegen de la degradacién



de la MAO intraneuronal (Flores, 1998). EI 5-HIAA del cerebro y del tracto Gl
se elimina en la orina junto a cantidades minimas de 5-hidroxitriptofolsulfato o
de conjugados glucuronados. La eliminacion diaria de 5-HIAA en un adulto
normal es de 2 a 10 mg/dia (Hardman, 1996, Gaginella, 1995). Por la
distribucion difusa que tiene la 5-HT, parece orquestar muchas propiedades
diferentes en la funcion cerebral y se encuentra involucrada en la patogenia de
diferentes enfermedades cerebrales (Velasquez, 2005), y la secrecion
incrementada de 5-HT, y otros autacoides se ve involucrada en el cuadro

intestinal de la enfermedad carcinoide (Hardman, 1996).

4.2.4 RECEPTORES DE 5-HT

En 1957, Gaddmum y Picarelli hicieron un estudio precursor, en el cual
se propuso que existian dos tipos de receptores para 5-HT, que fueron
denominados subtipos M y D (Hardman, 1996); hicieron ensayos
farmacoldgicos en intestino, en los cuales se dieron cuenta que habia dos tipos
de respuesta a 5-HT: la bloqueada por morfina y la bloqueada por dibenanina;
y asi fue como se introdujo la clasificacion M y D (Flores, 1998). Los receptores
M se localizaban sobre las terminaciones nerviosas parasimpaticas, aquellas
gue controlaban la descarga de acetilcolina, y los receptores D estaban
localizados en el musculo liso (Hardman, 1996).

Los receptores para la 5-HT se dividen en siete clases que son 5-HT; a
5-HT7; en los cuales, las clases 5-HT;, 5-HT, (antiguo D) (Flores, 1998), 5-HTs
tienen a su vez subtipos, 5-HT; tiene cinco (5-HT;a a 5-HTig), 5-HT>a tiene

tres (5-HT,a @ 5-HTyc) Y el receptor 5-HTs tiene dos subtipos (5-HTsay 5-HTsg)



(véase tabla de receptores de 5-HT). Se tiene poca informacién sobre este
receptor (Rang, 2004); en las clases 5-HT; (parece que corresponde al antiguo
M) (Flores, 1998), 5-HT, 5-HTs, 5-HT7 por el momento solo se ha encontrado
un subtipo para cada uno. Con excepcion del receptor 5-HT3; (Velasquez, 2005)
que esta asociado a un receptor intropico (Rang, 2004), todos los receptores de
5-HT estan asociados a proteinas G (Velasquez, 2005). Esta clasificacion de
receptores se debe a los datos que arrojaron estudios en las Ultimas décadas,
estos se refieren a diferentes datos secuenciales de clonacion, los mecanismos
de transduccion de sefales, la especificidad farmacologica (Rang, 2004) y

fijacion de radioligandos (Flores, 1998).

En el receptor 5-HT;, no hay un subtipo 5-HTic; en un principio se
reconocio un receptor en el plexo coroideo y se denominé 5-HT;ic, porque era
el tercer receptor encontrado que tenia una gran afinidad por la 5-HT. Pero, con
base en sus propiedades farmacoldgicas, la funcion de su segundo mensajero
y la secuencia de amino acidos deducida, el receptor 5-HTic, mas bien
pertenecia a la familia de 5-HT», y recientemente se ha caracterizado como el
receptor 5-HT,¢c (Hardman, 1996). Ahora sabemos que estaba relacionado con
la sintesis de trifosfato de inositol (IP3) y no con la sintesis de la adelinato

ciclasa (Rang, 2004).



4.2.5 EFECTOS FISIOLOGICOS

Los efectos fisiologicos de 5-HT son muy variados, su funcién primordial
es la regulacion en la motilidad del tracto Gl en donde es almacenada y
liberada por las células EC y por plaguetas, ademas de su funcién de
neurotransmisor en el SNC (Hardman, 1996). La reaccién tradicional de los
vasos sanguineos a 5-HT es la contraccion, en vasos esplacnicos, renales,
pulmonares, cerebrales y musculo liso bronquial (Hardman, 1996). El efecto
que tiene la 5-HT en vasos sanguineos depende del tamafio del vaso, la
especie y la actividad simpatica dominante. Los vasos grandes, arterias y
venas, se contraen generalmente por la accion de la 5-HT; esta accion es
directa en las células musculares lisas vasculares mediada por el receptor 5-
HT,a. También, la 5-HT tiene una funcion en la vasodilatacion (Rang, 2004) por
la accion de receptores 5-HT14, que intervenienen en la liberacion de factores
relajantes endoteliales o al inhibir la liberacion de noradrenalina, lo que
provoca la respuesta dilatadora. Este mismo receptor, en el corazon realiza las
acciones inotropica y cronotrOpica positivas, secundaria a la liberacion de
noradrenalina . La 5-HT esta asociada a la hipertension arterial con el receptor
5-HT,, por su efecto constrictor (Flores, 1998). La activacion de receptores de
5-HT; hacen que se de una contraccion de vasos intercraneales, lo cual da

lugar a la cefalea (Rang, 2004).

La 5-HT desencadena en el tracto Gl la estimulacion de liquido para

provocar nauseas y vomito por la estimulacion de los receptores 5-HT3 y 5-HT,4



en el musculo liso y en los nervios sensitivos del estdmago (Rang, 2004). En la
pared del tracto Gl tiene la funcién de contraccion y relajacion; la contraccion
es un efecto directo a la estimulacion de receptores 5-HT, en las fibras
musculares. En el intestino estas reacciones estan mediadas por el receptor 5-
HT2a, en el fundus por el receptor 5-HT2s y la estimulacion en terminaciones
nerviosas en el musculo intestinal y esofagico por los receptores 5-HT4; y en
las neuronas ganglionares por los receptores 5-HT3; (Flores, 1998). El reflejo
peristaltico, que se provoca por un aumento de presion en un segmento
intestinal, esta mediado por la liberacion de 5-HT que se encuentra en las
células EC. Esta liberacion se da como respuesta a un estimulo mecanico;
estas células también reaccionan a estimulos vagales liberando 5-HT (Rang,
2004). La 5-HT también esté& relacionada con el sindrome del colon irritable (5-

HT,) (Velasquez, 2005).

Como ya se mencioné antes, la 5-HT no se sintetiza en plaquetas, mas
bien es captada de la circulacién y se almacena en granulos de secrecion por
medio de transporte activo (Hardman, 1996). Por medio de la agregacién
plaguetaria es como se libera 5-HT de las plaquetas, ya que cuando éstas
hacen contacto con el endotelio dafiado se libera ADP, trombina y tromboxano
A,, factores que propician la agregacion (Velasquez, 2005). La 5-HT provoca la
agregacion plaquetaria por medio de los receptores 5-HT,a (Rang, 2004); y esta
agregacion es débil y se acrecienta notablemente si hay presencia de colagena
(Hardman, 1996). Aquellas plaquetas que se acumulan en vasos liberan aun

mas 5-HT. Esta liberacién produce vasodilatacion para ayudar a mantener el



flujo sanguineo; si algun vaso esta dafiado, la 5-HT causa contraccion y afecta

aun mas el flujo sanguineo (Rang, 2004).

En el SNC la 5-HT es un neurorregulador de diversas funciones;
estimula algunas neuronas e inhibe otras, tiene accion anivel presinaptico, en
donde inhibe la liberacion de transmisores de las terminaciones nerviosas.
Estos efectos son mediados por diferentes receptores y mecanismos de
membranas (Rang, 2004), las neuronas serotoninérgicas estan ampliamente
distribuidas por todo el SNC; y la 5-HT esta involucrada en las siguientes
funciones: control eferente de la sensibilidad dolorosa (5-HT3), regulaciéon del
suefio, la posicion y tono en la postura (5-HT; y 5-HT,), actividad de los
ganglios basales (5-HT; y 5-HT>,); regulacién de funciones vegetativas, como la
presion arterial y actividad respiratoria (5-HT,); la regulacion endocrina, como la
secrecion de ACTH, hormonas gonadotrépicas, hormona del crecimiento y
prolactina (5-HT; y 5-HT>); control del apetito (5-HT,), control de la actividad
emética (5-HT3); control de la ansiedad (5-HT1a), en episodios psicéticos (5-HT>
y 5-HT3), en la depresion se utilizan antagonistas que evitan la recaptacion de
5-HT como la fluoxetina y paroxetina (Flores, 1998); también se ve involucrada
en esquizofrenia (5-HT,a), obesidad (5-HT,c), funciones cognitivas (5-HTg),
migrafa (5-HTis, 5-HTip Yy 5-HTac) (Velasquez, 2005), en la percepciéon
sensorial, actividad motora, regulacion de la temperatura, nocicepcion,

conducta sexual (Hardman, 1996).
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e Lalista que se presenta de agonistas y de antagonistas comprende solo los
compuestos mas conocidos hasta el momento.




e Actualmente, se estan desarrollando varios ligandos nuevos para los receptores de
5-HT, y por ahora son conocidos por codigos.Modificado de Rang 2004, Flores
1998, Hardman 1996, Veldzquez 2005.

4.2.7 PAPEL DE LA 5-HT EN EL ASMA

En el area clinica la importancia de 5-HT en el asma ha sido muy
controvertida. En sujetos sanos, inhalar 5-HT no produce ninguna alteracion en
las vias areas; pero en personas asmaéticas, inhalan 5-HT, del 10 al 65%, la 5-
HT, les ocasiona hiperreactividad de las vias aéreas . El nivel de 5-HT libre en
sujetos asmaticos es alto al compararlo con sujetos asintométicos (Cazzola et
al, 2000) ; y este nivel de concentracion de 5-HT se correlaciona con la
severidad del asma y con el VEF; (Volumen Espiratorio Forzado al primer
segundo) (Dupont et al, 1999), de tal forma que la concentracién de 5-HT en
sujetos asmaticos se relaciona positivamente con el estatus clinico del asma y
negativamente con la funcion pulmonar (VEF;)(Lechin et al, 1998). Se ha
relacionado intimamente la 5-HT con la HVA, porque se asocia a ésta amina
con las sibilancias caracteristicas del asma (Cushley et al, 1986). El nivel
elevado de concentracién de 5-HT en sujetos asmaticos y la liberaciéon de 5-HT
desde las plaquetas durante las reacciones alérgicas tienen un papel
importante para que se de la HVA (Dupont et al, 1999). La forma por la cual
llega 5-HT al pulmén es por las plaquetas, estas la toman 5-HT de las células
EC del tracto Gl, viajan por la sangre cargadas de 5-HT y por medio de la

perfusién pulmonar es como llega por el pulmén (Lechin et al, 2007).



Se ha observado que en pacientes asmaticos las concentraciones
plasmaticas de 5-HT se incrementan después de una crisis asmatica, en
comparacion con los pacientes asintomaticos (Lechin et al, 1994), y este
incremento esta relacionado significativamente con la gravedad del asma
(Lechin et al, 1996). Por esto, se ha publicado que si se reducen las
concentraciones de 5-HT en la sangre en nifios asmaticos, se puede tener una
mejor funcion pulmonar. La tianeptina, por el momento, es el farmaco mejor
conocido que recapta 5-HT; al administrarlo en nifios asmaticos se observo que
disminuia la concentracion en sangre de 5-HT y habia un incremento en la
funcion pulmonar (Lechin et al, 1998). Estas observaciones sugieren que la 5-
HT desempefia un papel importante en la patogénesis de la crisis asmatica, por
lo que la utilizacion de farmacos modificadores del transporte y de la
transmision sindptica y post-sinapticas de la 5-HT podrian representar nuevas

opciones terapéuticas para el tratamiento del asma.

Se han evaluado los efectos que tienen diferentes receptores de
5-HT en las vias areas. Estudios realizados In vitro en traguea de cobayo para
conocer la funciéon del receptor 5-HT; (D" Angostino et al, 1996); en estudios In
vivo también se ha visto que la 5-HT provoca HVA en cobayos (Cushley et al,
1986), sin embargo, el efecto de esta amina biogénica ha sido poco explorado

en tejidos provenientes de animales sensibilizados.

Se ha observado también, que el receptor 5-HT,a en el musculo liso de
las vias &reas, provoca contraccion a bajas concentraciones de 5-HT y

relajacion a altas concentraciones; la 5-HT facilita la contraccion del musculo



liso en rata y ratdén por la estimulacion de receptores 5-HT; y 5-HT, (Dupont et
al, 1999). En el caso del asma alérgica, cuando ocurre la desgranulacion de
los mastocitos por la interaccion del alérgeno con la IgE, se libera una elevada
concentracion de 5-HT, que favorece que se ocurran crisis de HVA,
principalmente por un incremento en la permeabilidad vascular, produccion de

moco Y por varios efectos relacionados con células-T (De Bie et al, 1998).

El papel que tiene la 5-HT en el asma puede ser descrito de la siguiente
manera: la 5-HT es tomada desde las células endocrinas que se encuentran en
el pulmdn, localizadas en las terminales parasimpaticas; estas células liberan
5-HT y acetilcolina (ACh), este neurotransmisor induce la contraccién del
musculo bronquial. Este efecto es mediado por los receptores 5-HT3z y 5-HTy,
que son receptores post-sindpticos; todo esto da como resultado un incremento
de 5-HT en la sangre por la agregacién plaquetaria y por la actividad
hiperparasimpética nocturna y/o diurna que tendrd como consecuencia la HVA

(Lechin et al, 2007).

En un estudio reciente se observd que el pretratamiento con
ketanserina (antagonista de receptores 5-HT,a) inhibe por completo la
constriccién bronquial inducida por el reto antigénico en cortes de alta precision
provenientes de pulmén de rata sensibilizados de manera pasiva® (Wohlsen et
al, 2001). Hasta este momento, el papel de la 5-HT en la HVA inducida por el

reto antigénico en animales sensibilizados no ha sido evaluado.



5.JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las vias aéreas de sujetos asmaticos responden con obstruccion
exagerada ante estimulos comunes, fendmeno que se llama hiperreactividad
de las vias aéreas bronquial (HVA). Aunque se ha sugerido que la serotonina,
también llamada 5-hidroxitriptamina (5-HT), participa en la generacion de
obstruccién aguda durante una crisis asmatica, pocos estudios han investigado
el papel de la 5-HT en la HVA. EIl objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de diversos antagonistas de 5-HT sobre la HVA inducida por reto
antigénico en cobayos sensibilizados, para posteriormente poder evaluar con
precision los receptores serotoninérgicos que pudieran estar involucrados en el

fenébmeno .



6. HIPOTESIS

La 5-HT desempeiia un papel importante en la produccion de
hiperreactividad de las vias aéreas (HVA) a la ACh inducida por el reto

antigénico en cobayos.

7. OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar la participacion de la 5-HT sobre la HVA inducida por reto

antigénico en cobayos sensibilizados.

Objetivos especificos

Investigar el papel de la 5-HT sobre la obstruccién aguda de las vias
aéreas y la HVA a ACh inducida por el reto antigénico en cobayos

sensibilizados.

1. Caracterizar un modelo de sensibilizacion a ovoalbumina (OA) en cobayos.



2. Evaluar si la OA intravenosa incrementa la resistencia de las vias aéreas en los
cobayos asmaticos, es decir, si genera HVA mediante pletismografia para

animales anestesiados.

3. Determinar el papel de la 5-HT en la respuesta de HVA de las vias aéreas
inducida por el reto antigénico mediante el uso de antagonistas de receptores
serotoninérgicos como el tropisetron (antagonista de receptores 5-HT3; y 5HT,), la

metiotepina (antagonista de receptores 5-HTa 5-HT,, 5-HTs 5-HTg 5-HT7).

4. Analizar si el reto antigénico induce HVA a la acetilcolina (ACh) realizando

curvas dosis-respuesta, antes y después del reto a OA.

5. Estudiar el papel de la 5-HT en la HVA inducida por el reto antigénico mediante

el uso de una mezcla de tropisetron y la metiotepina.



8. MATERIAL Y METODOS

8.1 ANIMALES DE ESTUDIO

Se utilizaron cobayos machos, cepa Hartley, con peso aproximado de
4009 al inicio del protocolo, criados en condiciones convencionales de bioterio
(aire acondicionado filtrado, 21+1 °C, con un 50-70% de humedad, en cama
estéril) con acceso a agua y alimento ad libitum con un ciclo de luz y oscuridad
de 12-12 horas. De acuerdo a las normas establecidas por el Comité Bioético
del Instutito Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Numero de

animales....

8.2 PROCEDIMIENTO DE SENSIBILIZACION

Para realizar el proceso de sensibilizacion se siguié el siguiente
procedimiento; el primer dia los cobayos fueron inyectados con 60 ug de
ovoalbumina (OA) y 1 mg de hidroxido de aluminio (Al(OH)3) como adyuvante
disueltos en 1 ml de SSF que se aplicdé subcutaneamente. Siete dias después
se les administré un refuerzo por via inhalatoria con 3 mg/ml de OA disueltos
en SSF durante 5 minutos, se utilizO una caja de acrilico sellada
herméticamente. El dia 15 se realiz6 un segundo refuerzo por via inhalada con

1 pg/ml de OA en SSF durante 60 segundos, se utilizO un equipo de



pletismografia para animales de libre movimiento a fin de evaluar
cuantitativamente la respuesta al refuerzo antigénico en la generacion la HVA
inducida por el reto a OA. Todos los animales sensibilizados fueron utilizados a

partir del dia 21 (figura 7).

INTRAPERITONEAL NEBULIZADOR NEBULIZADOR
OA [60ug/kg] + OA [Bmg/ml] OA [1mg/ml]
Al(OH); [Img/ml] 5 minutos 30 a 60 seg.

Figura 7. Método de sensibilizaciéon con Ovoalbumina para cobayos.

8.3 ANALIS[S DE LA FUNCION RESPIRATORIA:
PLETISMOGRAFIA PARA ANIMALES ANESTESIADOS

Los cobayos fueron anestesiados profundamente con pentobarbital
sodico (35 mg/kg i.p.), la profundidad de la anestesia se mantuvo al administrar
el mismo anestésico aproximadamente cada hora (9 mg/kg i.v.). La vena
yugular derecha y la arteria carétida izquierda fueron canuladas para la
administracion de farmacos y para el registro de la presion arterial,
respectivamente. Para el registro de este ultimo parametro, se utiliz6 un

transductor (modelo 4-327-0129, Beckman), conectado a un poligrafo (modelo



R612, Beckman). La traguea de igual manera se canuld y se conectdé a un
ventilador para pequefas especies (Modelo 50-1700, Harvard Apparatus). Los
animales fueron ventilados a un volumen corriente de 10 ml/kg a 48
respiraciones/min. Se administré6 bromuro de pancuronio (0.06 mg/kg i.v.) a
cada animal para suprimir los movimientos toracicos voluntarios.
Adicionalmente se canulé también el eséfago, para obtener la presion
transpulmonar. La sefal de presion traqueal se integra a través de un
transductor de presion diferencial (SCXLO04DN SenSym, CA, USA) unido a las
canulas esofagica y traqueal. EI animal se introdujo a la camara, sellandola
herméticamente. Para registrar la sefial de flujo se conestd a un extremo de la
camara un segundo transductor de presion diferencial (SCXLO04DN SenSym,
CA, USA). Ambas sefiales obtenidas se analizaron a través de un software
(Buxco Biosystem XA v1) que genera un registro proveniente de la sefial
diferencial de flujo (df) y la de presion (dp). En este sistema, el parametro de
resistencia pulmonar (RL) es el producto de la division entre los valores de dp y
df (Ru=dp/df). El registro de la RL permite evaluar las respuestas a dosis

crecientes de un agonista.



PLETISMOGRAFIA

COBAYO ANESTESIADO

AMPLIFICADOR

COMPUTADORA

\ \ PRESION TRAQUEAL

‘ ENTRADA
e SALIDA
VENTILADOR

MECANICO
PRESION ESOFAGICA

Figura 8. sistema de pletismografia para cobayos en libre movimiento, permite
evaluar la broncoconstriccién y la HVA inducida por el reto antigénico a ovoalblmina in
vivo

9. DISENO EXPERIMENTAL

9.1 REACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS A LA

ACETILCOLINA ANTES Y DESPUES DEL RETO

La sensibilidad de las vias aéreas a la acetilcolina (ACh) se evallo
realizando curvas dosis-respuesta a dicho agonista. Antes de comenzar cada
curva, se registré un valor basal de RL y después se administraron dosis
crecientes de ACh a partir de 0.18 pg/kg hasta incrementar el valor basal de RL
dos veces (RL basal x 3), es decir, obtener la dosis provocativa 200 (DP2qo).
Cada registro de RL posterior a la inyeccién i.v. de ACh representa el valor

méaximo de RL en un periodo de tres minutos posteriores a la administracion.



Después, los animales fueron retados al antigeno (400 pg/Kg de OA i.v. en un
bolo unico). El efecto del reto antigénico sobre la reactividad de las vias aéreas
a la ACh se determiné realizando una segunda curva al agonista una hora
después del reto. Estos experimentos fueron realizados tanto en los animales
sensibilizados, asi como con un grupo de animales controles no sensibilizados.
Adicionalmente se evalluo el efecto de los farmacos antiserotoninérgicos
(metiotepina 0.3 mg/kg i.v., y/o tropisetron 3 mg/kg i..v.) sobre la HVA inducidas
por el reto antigénico administrando los antagonistas 10 minutos antes de

realizar la segunda curva a la ACh.



10.ANALISIS DE DATOS

El efecto del reto antigénico sobre la reactividad de las vias aéreas a la
ACh in vivo se evalu6é comparando la DP,q obtenida antes de la administracion
del mismo, respecto a la obtenida una hora después del reto. Todos los datos
se expresaron como media + desviacion estandar con grupos experimentales
de al menos cinco animales estudiados. La diferencia estadistica se determiné
mediante un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) y se realizaron pruebas
de T student, prueba de Dunnett para comparar los grupos experimentales con
los controles o analisis multiple de Bonferroni acorde a las necesidades. La

significancia estadistica se fij6 a una p<0.05 a nivel bimarginal.

11. JUSTIFICACION DEL USO DE ANIMALES Y
CONSIDERACIONES ETICAS

El uso este modelo experimental animal de sensibilizacion nos permite
evaluar algunos procesos fisiopatolodgicos que podrian estar presentes en el
asma en humanos. Se evitd prolongar innecesariamente la permanencia de los
animales en el bioterio. Los animales se manejaron bajo anestesia para

minimizar el dolor y cuando fue necesario se eutanasiaron con una sobredosis



de pentobarbital sédico. El cuidado y trato de los animales se hizo de acuerdo a
las recomendaciones emitidas por la Guia para el Cuidado uso de los Animales
de Laboratorio. Los cobayos machos de la cepa Hartley se encuentran bajo

cuidados del personal y en las instalaciones del bioterio del INER.

12. RESULTADOS

12.1 CARACTERIZACION DEL MODELO DE SENSIBILIZACION

Con el método de sensibilizacion antes descrito se analizaron 11
cobayos de los cuales cinco fueron controles (n=5) y seis fueron sensibilizados
con OA (n=6). Los animales del grupo control mantuvieron la resistencia
pulmonar dentro de pardmetros normales mientras que los sensibilizados con
OA lo llevaron tres veces por arriba de su valor basal. Estos resultados se

muestran en la siguiente gréafica:

25 _
) &=
RL @
14
05 4 e
0 J

Controles OA

Grafica 1. Caracterizacion del modelo de
sensibilizacién en animales controles (n=5) y
animales sensibilizados con OA (n=6).



12.2 CARACTERIZACION DE LOS RECEPTORES DE 5-HT

Se determiné el papel de la 5-HT en la respuesta de la HVA

inducida por el reto antigénico mediante el uso de antagonistas de receptores

serotoninérgicos como el tropisetron (antagonista de receptores 5-HT3 y 5HT,)

y la metiotepina (antagonista de receptores 5-HTia, 5-HT,, 5-HT5 5-HTg 5-HT>)

donde se concluyé que la HVA pudo prevenirse afiadiendo una mezcla de

estos dos componentes en una dosis de 0.3 y 3 mg/Kg IV respectivamente.

PD,, [Acetilcolina] (Lg/Kg.)

H

o

° 3
,

il

[

100 7§

10 1

Antes Después Antes Después
Reto OA Reto OA

Tropisetron +
Metiotepina

Grafica 2. Reto OA (n=7, azul),
Metiotepina + Tropisetron (n=6,
rojo)

Posteriormente, el tropisetron (n=5) y la metiotepina (n=5) al ser

administrados por separado lograron abatir la HVA producida por reto OA. Los

receptores sobre los que actian son 5-HT3 4y 5-HTy, 2, 5 6, 7 respectivamente.
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Grafica 3. Reto a OA (n=5, azul), respuesta de Tropisetron y
metiotepina por separado (n=5, rojo)

Los resultados exactos de cada una de las respuestas a los antagonistas

se presentan en la siguiente tabla:

Antagonista Subtipo de DP2y0 ACh Resultado
receptor de 5-HT | (wg/Kg) Antes
bloqueado vs. después del
reto a OA
Control 14.142.3 vs 9.8+2.2 HVA
<0.001
Metiotepina 1,2,5,6,7 24.4+5.1 vs 28.1%5.7 Inhibicion de
p=0.49 HVA




13. DISCUSION

En primer lugar, se validé nuestro modelo de sensibilizacion a la OA: en
los animales tratados que recibieron el reto alergénico, la OA, se desencadeno
un incremento significativo de la R, fendmeno que no se observo en los
animales controles (figura 9); dejando claro que nuestro modelo de
sensibilizacion es efectivo. Los modelos de sensibilizacion pueden ser muy
variados, Sanjar y colaboradores en 1990, utilizaron un modelo de
sensibilizacion en cobayos en el cual utilizaron 3 inyecciones de OA (1 6 10
ug/100 mg de AI(OH); por animal intradermicamente con intervalos de 2
semanas entre cada inyeccion; y la séptima semana se utiliz6 OA nebulizada
como reto antigénico. En estos animales se obtuvieron LBA en los que se
observdé que entre mayor sea la concentracion de OA que se utilice para
sensibilizar mayores son las poblaciones de eosindfilos y neutrdfilos, al igual
que incrementa la HVA. En 1995 Lewis y colaboradores utilizaron un modelo de
sensibilizacion en el cual inyectaron i.p. 10 ug de OA/ 100 mg de Al(OH)s y de
14-21 dias después fueron utilizados para nebulizarlos con OA como reto
antigénico para después nebulizarlos con 5-HT, MCh y adenosina; y
observaron que la adenosina provoca broncobstruccion aguda y la 5-HT y MCh

hacen que decrezca la broncobstruccion.

Por otro lado nuestro modelo de sensibilizacion también nos permite

evaluar la HVA ya que, al administrar el reto antigénico los animales



presentaron un incremento en la sensibilidad a la ACh, es decir, al administrar
la segunda curva de ACh se necesitd menos concentracion de ésta para
alcanzar la misma respuesta broncobstructora en las vias aéreas, pues quedan

sensibles a cualquier estimulo, de tal forma que asi es como e observo HVA.

Se determino el papel de la 5-HT en la respuesta de la HVA inducida por
el reto antigénico mediante el uso de antagonistas de receptores
serotoninérgicos como el tropisetron (antagonista 5-HT34) y la metiotepina
(antagonista de 5-HT;.567). Utllizando nuestro modelo de HVA, pudimos
observar que al bloquear los siete receptores de 5-HT mediante la combinacién
de tropisetron+metiotepina (figura 10) se evit6é la HVA. En la tabla 2, se puede
observar que se necesitd caso el doble de ACh en la segunda curva con
respecto a la primera, al analizar esto nos dice que se pudo evitar la HVA al
bloquear todos los receptores de 5-HT que se encuentran en las vias aéreas.
Si este fenomeno fuera extrapolable al ser humano el uso de compuestos
antserotoninérgicos podria ser una alternativa en la terapéutica del asma.

Se analiz6 la funcién del tropisetrén y la metiotepina por separado. El
tropisetron, gréfica C, se puede observar que al administrarse, se necesité casi
la misma concentracion de ACh en la segunda curva con respecto a la primera
curva; en la tabla 2, queda claro que se necesito menos ACh para llegar a la
DP2qo; de tal modo que los receptores 5-HT3; y 5-HT, fueron bloqueados y se
logré evadir la HVA; dejando en evidencia que estos receptores tienen un papel
muy critico, ya que al bloquearlos generaron una respuesta de evitar la HVA.
Con la metiotepina, grafica D, de la misma forma logré evitar la HVA, ya que se

necesitd mas ACh en la segunda curva de ACh, se puede notar que la



diferencia entre la primera y la segunda curva de ACh es muy notoria, entonces
con la administracion de este antagonista ayudo al animal a protegerse de la

HVA.

En estudios realizados sobre la 5-HT y la relacion estrecha que tiene con
el asma, se han encontrado grandes hallazgos. Lechin y colaboradores en
1996 encontraron que las concentraciones de 5-HT se elevan
considerablemente es sujetos asmaticos después de la crisis asmatica en
comparacion con sujetos que no son asmaticos, de tal forma que estas
concentraciones elevadas de 5-HT van a repercutir de manera directa en la
funcion pulmonar, haciendo que haya un aumento en la gravedad del asma.
Como ya se mencion6 anteriormente, la 5-HT tiene diversas funciones, una de
estas es ser un neurotransmisor importante del sistema nervioso central, por lo
tanto, la gran parte de las investigaciones sobre 5-HT es sobre esta funcion. Al
igual, pero en menor medida, se han hecho investigaciones en la funciéon que
tiene en la tracto gastrointestinal, ya que la 5-HT tiene la principal funcién de

actuar como hormona local para los movimientos peristalticos.

En pocos estudios se ha podido encontrar una relacion entre el asma y
la concentraciones séricas de 5-HT, Lechin y colaboradores en 1998 hicieron
una investigacion en la cual el observaron dicha relacion al suministrar
concentraciones crecientes de tianeptina, que es un farmaco capaz de reducir
la concentracién plasméticas de 5-HT, y los resultados que él obtuvo fueron
muy interesantes, ya que al administrar este farmaco a sujetos con asma, se

dieron cuanta que la funcién pulmonar mejoro.



En 1998 De Bie y colaboradores, hicieron un estudio en ratones
sensibilizados a OA, para poder medir la modificacion de la HVA utilizando
antagonistas de histamina (mepirina y cimetidina) y de 5-HT (ketanserina y
metiotepina). Estos autores utilizaron un modelo de HVA parecido al nuestro,
pero éste modelo se utliz6 a la metacolina como agonista para provocar la
broncobstruccién; y De Bie y colaboradores observaron que la ketanserina fue
capaz de disminuir la HVA, pero cuando este antagonista fue combinado con
cimetidina, antagonista de receptores H;, completamente se inhibio la HVA.
Dejando claro que estos mediadores tienen una gran influencia en la
generacion de HVA. Por otro lado Yoshida y colaboradores en el 2002, hicieron
un estudio de igual manera en ratones, estos fueron sensibilizados con OA, en
donde se estudio la segregacion de histamina y 5-HT después de la agregacién
plaquetaria, ya que la segregacion plaquetaria sucede después de una

reaccion alérgica.

Nuestros resultados, asi como los antecedentes presentados nos
permiten observar, que la 5-HT desarrolla un papel importante en la HVA, se
debe seguir una linea de estudio, en la cual se caractericen todos los
en la HVA. Este estudio fue una caracterizacion fisiol6gica del papel de la 5-HT
en las vias aéreas; pare seguir con la linea de investigacion de este estudio se
pretende una caracterizacion histoldgica, para ubicar en que parte de las vias

aéreas se encuentran los receptores de 5-HT, al igual cuantificar receptores y



medir las concentraciones de 5-HT que se libera en el momento de la HVA.

Estos estudios seran los objetivos de mi proyecto de posgrado.



14. CONCLUSION

La 5-HT desempefia un papel importante en la HVA a la ACh inducida
por el reto antigénico en cobayos, ya que al administrar los antagonistas de 5-
HT, tropisetron y metiotepina, se pudo evitar la HVA tanto combinados como
separados. Ambos compuestos en conjunto, bloguearon los 7 receptores de 5-
0 que receptores son los que trabajan para evitar la HVA. Pero, se deja con
gran evidencia que al bloquear todos los receptores de 5-HT que se encuentran

en las vias aéreas se puede abatir la HVA.



Guadalupe Cordoba Rodriguez

15. BIBLIOGRAFIA

e Abbas AK, Lichtman AH. 2004. Inmunologia celular y molecular. 52

edicion. Elsevier imprint. Madrid. 432-452 pp.

e Barnes PJ, Rodger IW, Thomson NC. 1998. Asthma. Basic

mechanics _and clinical management. 3* edicién. Academic press.

London. 1-3, 514-517 pp.

e Cano VF, Ibarra PC, Morales GJ, 2006. Enfermedades respiratorias.

Temas selectos. 1% edicion. Elsevier Esparia. Madrid.255-270.

e Cazzola, M., and Matera, M.G. 5-HT Modifiers as a potential
treatment of asthma. Trends in Pharmacological Sciences 2000,
21:13-16.

e Cushley, MJ., Wee, LH. and Holgate, ST. The effect of inhaled 5-
hydroxythryptamine (5-HT, serotonine) on airway caliber in man. Br.
J. Clin. Pharmacol. 1986; 22:487-490.

e D’Agostino B, Matera MG, Cazzola M, Mangrella M, Rossi F. Effects
of in vitro 5-HT; receptor activation in guinea pig trachea. Life Sci.
1996;59(2):153-160.

e De Bie J.J., Henricks P.A.J., Cruikshank W.W., Hofman G., Jonker
E.H., Nijkamp F.P., Van Osterhout A.J. Modulation of airway

hyperresponsiveness and eosinophilia by selective histamine and 5-

Identificacion de los receptores serotoninérgicos involucrados en la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por reto antigénico en cobayos
sensibilizados



Guadalupe Cordoba Rodriguez

HT receptor antagonista in a mouse model of allergic asthma. Br J
Pharmacol.1998; 124:857-864.

e Dupont, L.J., Pype, M.G., Demedts, P, De Leyn., Deneffe G and
Verleden G.M.: The effects of 5-HT on cholinergic contraction in
human airways in vitro. Eur. Respir.J. 1999;14: 642-649.

e Flores J, Armijo JA, Mediavilla A. 1998. Farmacologia humana. 3?

edicién. Masson Multimedia. Barcelona. 315-320 pp.

e Gaginella TS, Galligan JJ. 1995. Serotonin _and gastrointestinal

function. 1% edicion. CRC Press, Inc. Florida. 1-5, 21, 53, 85 pp.

e Garcia IDA, Huerta LJG. Asma en menores de 5 afios. Alergia, asma
e inmunologia pediatricas. 2003,12(3); 82-88.

e Goldsby RA, Kindt TJ, Osborne BA, Kuby J. 2004. Inmunologia. 5%
edicién. Mc Graw-Hill. USA. 99-100, 382-399 pp.

e Guidelines for the diagnosis and management of asthma. Expert
Panel Report 2. NIH Publication. No. 97-4051. 2005.

e Hardman JG, Limbird LE, Molinoff PB, Ruddon RW, Gilman GA.

1996. Las bases farmacologicas de la terapéutica. Vol. I. 8% Edicion.

Mc Graw-Hill Interamericana. México. 265-279 pp.

e Huerta LJG. Asma bronquial infantil. Tratamiento. Alergia, asma e
inmunologia pediatricas. 2001, 10(3); 72-76.

o Jeffery KP, Haahtela T. Allergic rhinitis anh asthma: inflammation in a

one airway condition. BMC Pulm Med. 2006; 6(1):S5.

Identificacion de los receptores serotoninérgicos involucrados en la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por reto antigénico en cobayos
sensibilizados



Guadalupe Cordoba Rodriguez

e Jiménez GCA, Cuevas SF. Neumologia y cirugia de térax. Sociedad
mexicana de neumologia y cirugia de térax. 2005,64(S3); S117-
S139.

e Lechin F, van der Dijs B, Lechin A, Orozco B, Lechin M, Béaez S,
Rada I, Leon G, Acosta E. Plasma neurotransmitters and cortisol in
chronic illness: role of stress. J. Med. 1994;25, 181-192.

e Lechin F., van der Dijs B, Orozco B, Lechin M, Lechin AE. Increased
levels of free serotonin in plasma of symptomatic asthmatic patients.
Ann Allergy Asthma Immnunol 1996; 77: 245-253.

e Lechin F, van der Dijs B; Orozco B; Jara H; Rada I; Lechin M, Lechin
A. Neuropharmacologic treatment of bronchial asthma with the
antidepressant tianeptine: a double-blind, crossover, placebo-
controlled study. Clin Pharmacol Ther 1998; 64:223-32.

e Lechin F, Van der Dijs B., Lechin A.E. Serotonin Bronchial
Hyperresponsiveness and Eosinophilic Cholangiopathy. Dig Dis Sci.
2007; 52:3369-3370.

e Lewis CA, Broadley KJ. Airway hyper- or hyporeactivity to inhaled
espasmogens 24h after ovalbumin challenge of sensitized guinea
pigs. Br J Pharmacol. 1995;116:2351-2358.

e Lorenzo P, Moreno A, Leza JC, Lizasoan |, Moro MA. 2005.

Farmacologia bésica y clinica / Velazquez. 17? edicion. Editorial

Médica Panamericana. Madrid. 477-486 pp.

Identificacion de los receptores serotoninérgicos involucrados en la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por reto antigénico en cobayos
sensibilizados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7996062?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7996062?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

Guadalupe Cordoba Rodriguez

e Meunier J-M, Shvaloff A. 1999. Neurotransmisores. Bases

Neurobiolégicas y Farmacoldgicas. 22 edicion. Editorial Polemos S.A.

Buenos Aires. 113-120 pp.
e Platts-Mills T, Leung DYM, Schtaz M. The role of allergens in asthma.

Am Fam Physician. 2007; 76:675-680.

e Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Moore PK. 2004. Farmacologia. 5%
edicidn. Elsevier Espafia S.A. Madrid. 184-192, 480-482 pp.

e Roca J. 1993. Asma bronquial. 1% edicién. Ediciones Doyma S.A.

Barcelona. 1, 18-22 pp.

e Sanjar S, Aoki S, Kristersson, Smiyh D, Morley J. Antigen challenge
induces pulmonary airway eosinophil accumulation and airway
hperreactivity in sensitized guinea-pigs: teh effect of anti-asthma
drugs. Br J Pharmacol .1990; 99:679-686.

e Strek ME. Difficult asthma. Proc Am Thorac Soc. 2006; 3:116-123.

e Wohlsen A, Uhling S, Martin C. Inmediate allergic response in small
airways. An J Respir Crit Med. 2001:163(6):1462-1469.

e Ying S, Zhang G, Gu S, Zhao J. How much do we know about atopic
asthma: Where are we know?. Cell Mol Immunol. 2006;3(5):321-332.

e Yoshida A, Ohba M, Wu X, Sasano T, Nakamura M, Endo Y. Accumulation
of platelets in the lung and liver and their degranulation following antigen-

challenge in sensitized mice. Br J Pharmacol. 2002; 137(2):146-152.

Identificacion de los receptores serotoninérgicos involucrados en la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por reto antigénico en cobayos
sensibilizados



	Portada
	2. Índice
	3. Resumen 
	4. Introducción
	5. Justificación del Problema
	6. Hipótesis
	7. Objetivos
	8. Materiales y Métodos
	9. Diseño Experimental 
	10. Análisis de Datos
	11. Justificación del uso de Animales y Consideraciones Éticas
	12. Resultados
	13. Discusión
	14. Conclusión
	15. Bibliografía



