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RESUMEN

El trifosfato de adenosina (ATP), ademas de su papel fundamental en el
metabolismo energético, desempefia un papel importante en la sefalizacidon
celular de diversos tejidos. Es liberado como neurotransmisor y bajo condiciones
patolégicas por plaquetas, células isquémicas y células inflamatorias. Una vez
liberado en el espacio extracelular activa un grupo de receptores membranales
llamados purinérgicos (P2), que se han clasificado en: P2X (1-7) y P2Y (1,2, 4, 6,
11, 12, 13). El asma se caracteriza por iniciar con un proceso inflamatorio que
produce hiperreactividad en las vias aéreas. Esta consiste en un incremento de la
sensibilidad del musculo liso traqueobronquial ante estimulos fisicos (aire frio,
entre otros) y quimicos (agonistas colinérgicos, histaminérgicos, serotoninérgicos,
etc.), que en condiciones normales no se daria. Recientemente, el papel del ATP y
la via de sefalizacidn purinérgica han sido implicadas en ésta patogénesis, por lo
tanto, es importante conocer el efecto del ATP en las vias aéreas. En este trabajo
evaluamos la interaccion entre diferentes agonistas constrictores como el carbacol
(Cch), la histamina (His) o la serotonina (5-HT) y el ATP en el tejido traqueal de
cobayos sensibilizados (con ovoalbumina) y el tipo de receptor purinérgico
involucrado en este fendmeno. Los resultados obtenidos en experimentos in vitro
senalan que en el tejido traqueal, el reactivo azul 2 (RB2, 100 uM; antagonista de
los receptores P2Y), la suramina (100 uM, antagonista inespecifico de los P2X y
P2Y), y la combinacién de ambos modifican significativamente la curva
concentracion respuesta de contraccion al ATP. La adicion de 1 uM de ATP a los
tejidos produjo una contraccion entre 15 y 30% con respecto a la respuesta a KClI
(60 mM) y la incubacién posterior de los tejidos con Cch (0.032 uM), His (0.32 uM)
o 5-HT (0.1 uM) incrementaron significativamente la segunda contraccion inducida
por 1 uM de ATP. Esta hiperreactividad inducida por los diferentes agonistas al
ATP fue bloqueada por la incubacién previa con la combinaciéon de Suramina (100
uM) y RB2 (100 pM). Concluimos que el Cch, la His o la 5-HT inducen
hiperreactividad al ATP y que el principal receptor involucrado en este fenbmeno
es el P2Y.
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INTRODUCCION

EL ATP COMO MEDIADOR QUIMICO EXTRACELULAR

En 1972, Burnstock postuld que el ATP podria actuar como una seial extracelular
en las respuestas mediadas por los nervios del musculo liso del tracto
gastrointestinal y de la vejiga. Inicialmente, este concepto fue recibido con
considerable escepticismo. Ahora se conoce que la sefializacion extracelular a
través de purinoceptores es vital no solo para células y tejidos excitables sino
también para células y tejidos no-excitables (Schwiebert y Zsembery, 2003).

El ATP sintetizado de-novo es transportado afuera de la mitocondria a
través del transportador de nucleétidos de adenina. La concentraciéon citosolica
normal del ATP es de 3-10 mM, y es una fuente de energia para un sin numero de
reacciones metabdlicas. Por otro lado, la concentracion extracelular normal del
ATP es 10 nM, el gradiente para la salida de ATP es aproximadamente 10° veces,
por lo que el ATP puede salir con un favorable gradiente de concentracion
quimico. Sin embargo, se puede enfatizar que solo se requiere del 1% o menos de
la poza intracelular de ATP para ser liberado y activar todos los receptores. Por lo
tanto, la sefalizacion del ATP puede ocurrir sin comprometer el metabolismo
celular o las reacciones enzimaticas esenciales (Schwiebert y Zsembery, 2003).

El ATP y los nucledtidos de trifosfato liberados extracelularmente por
plaquetas, células isquémicas y células inflamatorias (Kaiser y col., 2002; Khakh y
col., 2001; Laitinen y col., 1985) tienen efectos bioldgicos significativos, incluyendo
la modulacion de la transmision sinaptica en el sistema nervioso periférico y
central, la degranulacién de células cebadas, la modulacién de la contraccion del
musculo liso vascular y visceral (Govindaraju y col., 2005).

Una vez en el espacio extracelular, el ATP activa a un grupo de receptores
en la membrana celular llamados purinoreceptores (P2), los cuales han sido
clonados y clasificados en dos subfamilias: P2X'y P2Y (Kaiser y col., 2002; Khakh
y col., 2001). Los receptores P2X son canales catidénicos no selectivos permeables
a Ca®", Na* y K* operados por ATP extracelular que son modulados por Ca®*, Na*,

Mg**, H" extracelular y metales i6nicos como Zn®* y/o Cu?*. Los receptores
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P2Y1246 estan acoplados a proteinas Gq heterotriméricas y fosfolipasas
(principalmente a la PLCB) que liberan Ca®* del reticulo sarcoplasmico (RS) via
1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) y los receptores P2Yq113 estan acoplados a
proteinas Gs que activan a la adenilato ciclasa; mientras que el receptor P2Y 4,
esta acoplado a la proteina Gi inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa (Tabla
I, Ralevic y Burnstock, 1998; North, 2002; Burnstock, 2006).

TABLA |
Familia de receptores purinérgicos
Receptores P2X Receptores P2Y
Ligandos naturales | ATP ATP
ADP
UTpP
UDP
Subfamilia P2X P2Y
Canales idnicos no selectivos Acoplados a proteinas G
subtipos P2X1.7, P2Y4, P2Y,, P2Y,4, P2Ys,
P2Y 11, P2Y12, P2Y 13

En 1994, Fedan y col., reportaron que el ATP y sus analogos producian una
respuesta de contraccidon dependiente de la concentracidon en el musculo liso
traqueal de cobayo, fendmeno que ha sido corroborado en el musculo liso de la

via aérea de la rata y el humano (Mounkaila y col., 2005).
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MECANISMO DE CONTRACCION EN EL MUSCULO LISO DE LAS
VIAS AEREAS

La actividad de contraccion y relajaciéon del musculo liso de las vias aéreas
(MLVA) esta bajo control neurogénico y hormonal, siendo el efecto final la
regulacion de la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca?"]i), la cual determinara el
grado de tension a desarrollar por el musculo liso.

Existen dos mecanismos de acople excitacién-contraccién en el MLVA: el
acople electromecanico y el farmacomecanico. El acople electromecanico opera a
través del cambio en el potencial de membrana a valores mas positivos
(despolarizacién) lo que produce la apertura de los canales de Ca®" tipo L
dependientes de voltaje (VDCC) produciendo un incremento en la [Ca®']i.
(Montano y col., 1996). Un cambio a potenciales mas negativos (hiperpolarizacion)
puede causar relajacion debido a la reduccion en la probabilidad de apertura de
los canales de Ca** dependientes de voltaje y a la apertura de los canales de K*
(Somlyo y Somlyo, 1994).

El acople farmacomecanico involucra la estimulacion de receptores
membranales por accion directa de neurotransmisores tales como la acetil colina
(ACh) que activa al receptor muscarinico M3 yla 5-HT que modula de una manera
no colinérgica a través del receptor 5HT,s, otros autacoides como la His que
activa al receptor Hy, que desencadenan toda una via de transduccion de senales
que involucra a las proteinas Gg/11 (Penn y Benovic, 2008; Pype y col., 1994;
Segura P y col., 2010) y la produccion de segundos mensajeros, siendo el efecto
final la liberacion de Ca®* del RS por el IP3 generado por el fosfatidilinositol (Baron
y col., 1984; Montafo y col., 1996; Bazan y col., 1998). Asimismo, se presenta
entrada de Ca®" extracelular a través de canales operados por receptor y por
canales dependientes de voltaje tipo L (Montafio y col.,, 1996; Janssen y col.,
1997; Fleischmann y col., 1997.

En 1993, Kajita y Yamaguchi demostraron en musculo liso traqueal de
bovino la presencia de receptores a ryanodina en el RS. Es muy probable que
estos receptores sean activados por el incremento del Ca?* citosélico favoreciendo
asi la liberacion de este ion del RS (Endo y Lino, 1993). Asimismo, se ha
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propuesto que durante el vaciamiento del RS de su contenido de Ca®* se produce
un mecanismo adicional de entrada de este ion, conocido como entrada
capacitativa de Ca?*, la cual pudiera estar contribuyendo al incremento del Ca®"
citosélico inducido por un agonista (Amrani y col., 1995). Cabe destacar que todos
estos mecanismos son compartidos en mayor o menor grado dependiendo del
agonista broncoconstrictor utilizado.

El incremento de la [Ca®']i induce la unién de éste a la calmodulina, vy la
asociacion de éste complejo (Ca?*-calmodulina) con la subunidad catalitica de la
cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) activa a esta enzima para fosforilar
a la serina en la posicion 19 (Ser 19) de la cadena ligera de miosina de 20 kDa.
Esta fosforilacidon permite que la ATPasa de miosina incremente su actividad y
desencadene el ciclo de puentes-cruzados de miosina a través de los filamentos
de actina, y en consecuencia, el musculo se contrae (Somlyo y Somlyo, 1994;
Amrani y Panettieri, 1998). Esta serina 19 de la cadena ligera de la miosina es
susceptible de ser desfosforilada por la fosfatasa de la cadena ligera de miosina
(MLCP) y en esta forma inhibir el proceso de la contraccion (Somlyo y col., 1989;
Kitazawa y col., 1991).

Por otro lado, la actividad de la MLCP puede ser modulada por al menos 2
mecanismos. Se ha demostrado que se requiere una minima cantidad de Ca®*
para mantener la contracciéon fendmeno llamado “sensibilizacion al Ca2+", el cual
involucra la participacién de la Rho cinasa. La activacion de la Rho cinasa da
como resultado la inhibicion de la MLCP inhibiendo la desfosforilacion de MLCK,
favoreciendo asi la contraccién. La actividad de la MLCP puede también ser
modulada por la proteina cinasa C (PKC). La PKC se activa cuando aumenta la
concentracion de diacilglicerol (activador fisioldgico de la PKC), por los ésteres de
forbol, por agonistas que actian a través de proteinas G (Gq) y por
concentraciones micromolares de Ca®*. La PKC puede inhibir directamente a la
MLCP evitando la desfosforilacion de la cadena ligera de la miosina y mantener la
contraccion, aunque la PKC tiene un papel transitorio en la regulacion de la
contraccion (Yang y col., 1993; Somlyo y Somlyo, 2000).
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Se ha propuesto que durante la contracciéon inducida por carbacol o
serotonina se activa la MLCK via la tirosina cinasa (TK), sugiriendo un papel
importante de esta proteina durante el proceso de contraccion del musculo liso
traqueobronquial (Jin y col., 1996; Tolloczko y col., 2000).

Aunque los efectos de los nucledtidos de purinas han sido ampliamente
investigados en los sistemas cardiovascular, urogenital, gastrointestinal y nervioso,
la investigacion sobre los efectos de estos compuestos en el sistema respiratorio
es mas reciente (Govindaraju y col.,, 2005, Mounkaila y col., 2005). Se ha
reportado que el ATP induce la contraccion del musculo liso de las vias aéreas y
un incremento en las [Ca®'li. Muchos autores han asociado el efecto de
contracciéon del ATP a un incremento en las [Ca®']i; sin embargo, la contraccion
inducida por ATP en la traquea de cobayo esta relacionada con la produccidn de
tromboxano A, (TXAz) en el epitelio de la via aérea (Flores-Soto y col.,2011) e
involucra a los receptores P2Y, y P2Yg (comunicacion personal con el Dr. Luis
Manuel Montafo). Por lo tanto, la contraccion inducida por ATP en la traquea de
cobayo es indirecta, la cual no involucra una estimulacién directa de los receptores
purinérgicos sobre el musculo liso de la via aérea (Flores-Soto y col., 2011).

Por lo tanto, estos nucledtidos de purina, que son liberados de las células
cebadas, plaquetas y epiteliales durante el proceso inflamatorio, pueden
desempenar un papel importante en la patofisiologia del asma y la enfermedad

pulmonar obstructiva crénica (EPOC, Oguma vy col., 2007).
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ASMA

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de una alta incidencia en el ser
humano, que representa un problema de salud publica y la prevalencia mundial de
esta enfermedad es de aproximadamente 5-10% de la poblacion (Bittleman y
Casale, 1994). En 2007, la revista Expert Panel Report, defini6 al Asma como
una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas en la que participan
muchas células, en particular, células cebadas, eosindfilos, linfocitos T,
macrofagos, neutréfilos y células epiteliales todas ellas capaces de liberar
mediadores quimicos proinflamatorios, tales como los leucotrienos (LT) B4, C4y D4
(Barnes, 1997; Spector, 1997; Abela y Daniel, 1994), TXA, (Takata y col., 1996),
factor de activacion plaquetaria (PAF; Vargaftig y col., 1987; Barnes y col., 1988) y
algunas citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o; Amrani y
Panettieri, 1998; Pennings y col., 1998) y la interleucina 5 (IL-5; Bittleman y
Casale, 1994; Petrolani y Goldman, 1996) (ver tabla Il). Adicionalmente, la
degranulacién de las células cebadas asi como, la activacion de las epiteliales y
las plaquetas pueden liberar simultaneamente otras sustancias potencialmente
broncoconstrictoras como el ATP (Adriansen y col., 2004; Mills y col., 1968;
Osipchuk y col., 1992).

En personas susceptibles, la inflamacién causa episodios recurrentes de
sibilancias, disnea, opresion toracica y tos, en especial en las noches y en las
primeras horas de la manana. Estos episodios estan usualmente asociados con
obstruccién difusa y variable del flujo aéreo, que suele ser reversible, ya sea
en forma espontanea o con tratamiento. Este proceso de inflamacion produce
hiperreactividad bronquial siendo un rasgo caracteristico de esta enfermedad.
(Hargreave y col., 1981; Hargreave y col., 1986; Jeffery y col., 1989; Barnes,
1997). Esta hiperreactividad consiste en un incremento de la sensibilidad del
musculo liso traqueobronquial ante estimulos fisicos (aire frio, etc.) o quimicos
(agonistas colinérgicos, histamina, etc.). Esta situacion hace que las vias aéreas
respondan en forma exagerada ante estos estimulos, produciendo una

disminucién en su calibre y dificultando el paso del aire. Aunque este fendmeno ha
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sido extensivamente estudiado, los mecanismos involucrados en su desarrollo

aun no estan bien comprendidos.

TABLA Il. Mediadores quimicos liberados y sus efectos.

CELULA MEDIADOR QUIMICO EFECTO
Cebada LTC4, LTB4, TXAz, PGD>, | Hiperreactividad Bronquial
TNF-a, ATP
Histamina, ATP Broncoconstriccion
PAF, PGD,, LTB4, | Quimiotaxis
Eotaxina
Eosindfilo LTCy4, LTDy4 Hiperreactividad Bronquial
PAF Broncoconstriccion
Proteina basica mayor Citotoxicidad, dafo epitelial
Basdfilo LTD4 Hiperreactividad Bronquial
Histamina Broncoconstriccion
Linfocito Citocinas como: IL-2, IL- | Regulacién inmunoldgica
3, IL-4, IL-5, IL-6
Neutrdfilo LTD4, PGD, Hiperreactividad Bronquial
PAF, PGD, Quimiotaxis, hipersecreciéon
de moco
IL-8 Inhibe proceso inflamatorio
alérgico
Macrofago LTC4, LTBy4, TXA,, PGD, | Hiperreactividad Bronquial

PAF, IL-8

Quimiotaxis

IL-8 Inhibe proceso inflamatorio
alérgico
Epiteliales ATP broncoconstriccion
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La forma para evaluar la hiperreactividad de las vias aéreas en sujetos
asmaticos es mediante espirometria forzada. Esta técnica de manera general
consiste en medir el volumen vy la tasa de flujo de aire que respira una persona.
Los parametros que se toman en cuenta son la capacidad vital forzada (CVF,
volumen total que expulsa el paciente desde la inspiracion maxima hasta la
espiracion maxima. Su valor normal es mayor del 80% del valor tedrico) y el
volumen espiratorio forzado al primer segundo (FEV: es el volumen que se
expulsa en el primer segundo de una espiracion forzada. Su valor normal es
mayor del 80% del valor tedrico). Los pacientes sanos espiran aproximadamente
el 80% de todo el aire de sus pulmones en el primer segundo durante la maniobra
de CVF. Un paciente con una obstruccion de las vias respiratorias superiores tiene
un VEF1% disminuido. En el caso de sujetos asmaticos la forma de realizar la
espirometria es a través de la inhalacién de diferentes dosis conocidas de
metacolina que son previamente nebulizadas. Inicialmente se inhala solucién
salina nebulizada, y se mide FEV4, después de que pasaron 5 min se inhala la
dosis mas baja de metacolina nebulizada; las siguientes dosis de metacolina
nebulizada se dan con un intervalo de 5 min entre cada una de ellas (cada dosis
se duplica con respecto a la anterior). Las inhalaciones son descontinuadas
cuando el FEV ha caido el 20% (concentracion provocativa 20% [PCy])) 6 mas,
por debajo del FEV; post-salino mas bajo. Por lo regular, en los pacientes
asmaticos la PCy es < 8 mg/mL, mientras que en los sujetos sanos es > 16
mg/mL (Figura 1; Juniper y col., 1981; O'Byrne y Mark., 2003; Siersted y col.,
2000; Cockcroft, 2010).
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Figura 1. Cambio del FEV, inducido por diferentes dosis de metacolina inhalada en pacientes con
asma con respecto a individuos sanos. El valor de PC,, esta calculado por interpolacién de la caida
en un 20% del FEV, con respecto a la curva dosis-respuesta de metacolina. La PCyqen los sujetos
asmaticos es mucho menor en comparacién con los individuos sanos, indicando un incremento en
la reactividad en las vias aéreas de los asmaticos (O’Byrne y Mark., 2003).

Existen numerosos trabajos relacionados con el efecto del ATP sobre el
musculo liso de las vias aéreas, sin embargo, existen pocos estudios donde se
evalua el papel del ATP en el asma. En 1996, Pellegrino y col., estudiaron la
funcién pulmonar de 8 sujetos asmaticos y 8 sanos, quienes se sometieron a una
prueba de reto bronquial, bajo la inhalacién de metacolina, His y ATP. De acuerdo
con sus resultados, las vias aéreas de los sujetos asmaticos fueron 6400 veces
mas sensibles a la inhalacion de ATP que los sujetos sanos (evaluado por la
disminucion del 15% del FEV1 que provoca el reto). Ademas, entre los sujetos
asmaticos que inhalaron ATP, este fue 51 veces mas potente que la metacolina y
87 veces mas potente que la His para producir la disminucién de un 15% del
FEV+. En el 2007, Idzko y col., observaron que durante el reto antigénico en
sujetos asmaticos y en ratones con asma experimental se presentaba un
incremento en las concentraciones de ATP en los lavados broncoalveolares.
Asimismo, estos autores encontraron que la eosindfilia, la inflamacion de las vias
aéreas Y la hiperreactividad bronquial desaparecian cuando se hidrolizaba al ATP
con la enzima apirasa o cuando los ratones eran tratados con suramina, un

antagonista no selectivo de los receptores P2. En este mismo sentido, en un
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trabajo reciente del 2007 se encontrd6 que el ATP inducia un aumento
relativamente pequefio (20%) de la contraccion producida por la metacolina en el
musculo liso traqueal de cobayo, es decir, el ATP inducia hiperreactividad a la

metacolina (Oguma y col., 2007).

FARMACOS

Cloruro de carbamilcolina (carbacol), dihidrocloruro de histamina (Histamina),
Hidrocloruro de serotonina (Serotonina), Sal disédica de Adenosina 5’-trifosfato
(trifosfato de adenosina, ATP), reactivo azul 2 (RB2) y Sal sédica de suramina

(suramina) fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, Missouri, E.U.A.).

CARBACOL
H 0 Chg
| L _
N - Cc-0- CH? - C“z - N - CH3 Cl
H CHy

Figura 2. Estructura quimica del cloruro de carbamil colina.

El carbacol es un carbamil ester de colina que fue sintetizado a principios de 1930.
El nombre oficial del carbacol (carbamilcolina clorhidrato) es cloruro de 2-
[(@aminocarbonil) oxy]-N,N,N- trimethyl. El carbacol no es destruido por la
colinesterasa; por esto, su accidon no es aumentada por el uso de farmacos que
inhiben la accion dela acetil colinesterasa (Netland, 2007). Se une a los receptores
colinérgicos muscarinicos de los que se han caracterizado cinco subtipos
moleculares (M4 — Ms). (Delgado, 2003; Rang y col., 2008).
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Figura 3. Biosintesis de la histamina

La histamina es una amina basica producto de la descarboxilacion del aminoacido
histidina por la enzima histidina descarboxilasa. Es un constituyente natural de los
tejidos, pero esta presente en concentraciones elevadas en el pulmon, la piel y
principalmente en el aparato digestivo. A nivel celular se encuentra en grandes
cantidades en los mastocitos (aproximadamente 0.1 — 0.2 pmol/célula) y los
basdfilos (0.01 pmol/célula), y la histamina no procedente de los mastocitos se
produce en los “histaminocitos” del estdmago y las neuronas histaminérgicas del
cerebro. La histamina actua sobre los receptores Hy H, y Hz (Rang y col., 2008;
Delgado, 2003).

SEROTONINA
COOH triptéfano HO COOH
N NH, N NH,
H H

_ 5-hidroxitriptéfano
triptéfano dasca:boinaV
HO NH;
m\/
N

H serotonina
(5-hidroxitriptamina, 5-HT)

Figura 4. Biosintesis de la 5-hidroxitriptamina
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La serotonina es un neurotransmisor de amplia distribucidn en el organismo.
Biosintéticamente proviene por hidroxilacion y posterior descarboxilacion del
triptofano de la dieta. La serotonina se almacena en vesiculas presinapticas de
neuronas especializadas (serotoninérgicas), extensamente distribuidas en el
sistema nervioso central. La serotonina se identific6 quimicamente como
5- hidroxitriptamina (5-HT) en 1948 y se demostr6 que se origina en las plaquetas.
En el musculo liso del ser humano produce su contracciéon (Rang y col., 2008;
Delgado, 2003). Actualmente se conocen 15 tipos de receptores que se dividen
en siete clases (5-HT4.7), una de las cuales (5-HT3) es un canal iénico controlado
por ligandos y el resto de ellos son receptores acoplados a proteinas G (GPCR).
Los efectos de 5-HT sobre el musculo liso y las plaquetas, que son conocidos
desde hace muchos afios, estan mediados por el receptor 5-HT,a, estos
receptores se acoplan a la fosfolipasa CB y por consiguiente estimulan la

formacion de IP5 y el aumento de [Ca?']i (Rang y col., 2008; Delgado, 2003).

TRIFOSFATO DE ADENOSINA

HoN
/=N
o o o N\
0—P—0-P-0-P-0 N
O O O O
OHOH

Figura 5. Estructura quimica del trifosfato de adenosina

La estructura del ATP esta formada por una base nitrogenada (adenina), un
monosacarido de cinco atomos de carbono (ribosa) y tres grupos fosfato. El
desprendimiento por hidrdlisis del fosfato terminal da lugar al ADP. (Lépez y col.,
2006).
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REACTIVO AZUL 2

Figura 6. Estructura quimica del reactivo azul 2 (RB2).

El reactivo azul 2 (RB2), no es quimicamente una sustancia pura, sino una mezcla
isomérica de Azul Cibacron y Azul basilen, cada uno de los cuales contiene tres
aros sulfonatados. RB2 es un antagonista competitivo de los purinoceptores P2Y

1,4,6,11,12,13 (Abbracchio Yy CO|., 2001)

SURAMINA

Figura 7. Estructura quimica de la suramina

La suramina (8-(3-benzamido-4-metilbenzamido)-naftaleno-1,3,5-acido trisulfénico)
que es un antagonista inespecifico para los receptores P2 no discrimina entre los
receptores P2X y P2Y 126111213 (Ralevic y col., 1998). Su antagonismo es

competitivo (Leff y col, 1990; Dunn y Blakeley, 1988) y ademas débil o inactivo con
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los receptores P2Y, de humanos. Por su naturaleza altamente polar, la suramina

no cruza facilmente las membranas celulares (Ralevic y col., 1998).
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En un estudio realizado en traqueas de cobayo por Oguma y col., se observé que
cuando se utilizé metacolina (1 uM) antes y después de la exposiciéon a ATP (0.1,
1 y 10 uM), sélo las concentraciones de ATP de 1 y 10 uM indujeron
hiperreactividad a este agonista. En experimentos previos en nuestro laboratorio,
reproducimos estos experimentos utilizando el mismo procedimiento que Oguma
con ATP 1 uM, y en lugar de metacolina utilizamos un analogo a este, el carbacol.
La concentracién que se utiliz6 de Cch (0.032 uM) fue menor a la utilizada por
Oguma ya que queriamos ver si a una concentracion menor, se reproducia el
incremento en la respuesta de contraccion de este agonista, después de la
exposicion de ATP 1 uM. Posteriormente, se dio un segundo estimulo de ATP (1
uM) después de la segunda respuesta de Cch 0.032 uM, con la finalidad de ver
que la respuesta de contraccion de ATP se conservaba. Entonces se observé que
la segunda respuesta de contraccion de ATP se incrementaba con respecto a la
primera respuesta de ATP después de la exposicion de Cch 0.032 uM. Esto nos
llevo a preguntarnos los mecanismos por los cuales el Cch induce un incremento
en la respuesta de contraccién generada por ATP.

Por otro lado, poco se sabe si mediadores quimicos liberados por las
células inflamatorias tales como la histamina y la serotonina (los cuales participan
en la contraccion de las vias aéreas) puedan inducir un incremento en la
respuesta de contraccion generada por el ATP. En este contexto se decidid
también utilizar histamina (0.32 uM) y 5-HT (0.1 uM) a bajas concentraciones, al
igual que el Cch, para corroborar si a estas concentraciones se induce un

incremento en la respuesta de contraccion del ATP.
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HIPOTESIS

El carbacol, la histamina y la serotonina aumentan la respuesta de contraccion al

ATP via los receptores purinérgicos P2Y.

OBJETIVO

Evaluar si el carbacol, la histamina o la serotonina inducen hiperreactividad al

ATP en el tejido traqueal de cobayo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. ESTUDIOS FUNCIONALES EN ORGANOS AISLADOS

1.1 Evaluar la participacion de los receptores a ATP en el tejido traqueal de
cobayo.

1.2 Evaluar si el Cch, la His o la 5-HT producen un incremento en la respuesta de
contraccion al ATP en el tejido traqueal de cobayo.

1.3 Determinar si el Cch, la His o la 5-HT inducen hiperreactividad entre ellos
Mismos.

1.4 Determinar la participacion de los receptores P2 en el fendmeno de
hiperreactividad inducido por los diferentes agonistas al ATP mediante la
combinacion del RB2 (antagonista de los receptores P2Y1 4 6 11, 1213) Y

Suramina (antagonista de los receptores P2X4, 2,35 7Y P2Y1, 2.6, 11, 12, 13)-
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley con un peso corporal inicial de
200 g y 400 g, los cuales se mantuvieron en condiciones controladas en el
bioterio: aire acondicionado filtrado, temperatura de 21°C, 50-70% de humedad y
con libre acceso a alimento y agua. El protocolo fue aprobado por el Comité
Cientifico y de Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

“Ismael Cosio Villegas”.

SENSIBILIZACION DE ANIMALES

Los animales que tenian un peso corporal inicial de 200 g fueron sensibilizados de

la siguiente manera:

DIA 1. A cada animal se le inyecté 0.5 mL por via intraperitoneal (i.p.) y 0.5
mL por via subcutanea, de una solucion salina (0.9 % NaCl) que contiene
ovoalbumina (60 mg/mL) mas AI(OH)3; (1 mg/mL).

DIA 8. A los animales se les nebulizdé con ovoalbumina (3mg/mL) durante 5
min. Se utiliz6 un nebulizador ultrasénico (modelo US-1 Puritan Bennett,
Carlsbad, CA.).

DIA 15. A los animales se les nebulizéd con ovoalbimina (1mg/mL) durante
10 seq.

DIA 21. En este dia se usaron los animales para iniciar los experimentos

en organos aislados.

La sensibilizacion de los cobayos se confirmé cuando los animales presentaron
broncoespasmo, posterior al reto antigénico. Este método de sensibilizacion ha
sido validado en nuestro laboratorio (Campos-Bedolla y col., 2008; Segura P y
col., 2010).
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ORGANOS AISLADOS.

Los animales no sensibilizados y sensibilizados se sacrificaron por una sobredosis
de pentobarbital sddico y fueron exanguinados. Se obtuvo la traquea de cada
animal que fue finamente disecada y limpiada del exceso de tejido conjuntivo y
tejido adiposo con un microscopio estereoscopico. De cada traquea se obtuvieron
9 segmentos de 4 anillos traqueales.

Cada uno de los segmentos obtenidos se colocé en una camara de 6rganos
aislados conteniendo 5 ml de solucion de Krebs bicarbonatada de la siguiente
composicion (mM): NaCl 118, NaHCO3 25, KCI 4.6, KH,PO4 1.2, MgS0O4 1.2, CaCl,
2 y glucosa 11. Se mantuvieron a una temperatura de 37 °C con un burbujeo
constante de una mezcla de 95% de Oz y 5% de CO;, a un pH 7.4. Los tejidos
fueron atados a un transductor de tension isométrica (modelo FTO03, Grass
Instruments, Rhode Island, E.U.A.) conectado a un amplificador-condicionador
programable de sefiales (CyberAmp 380, Axon Instruments, California, E.U.A.),
que a su vez estaba conectado a una convertidor analdgico digital (Digidata 12002,
Axon Instruments). La tension isométrica fue registrada, almacenada y analizada
en una microcomputadora y los datos procesados mediante un programa de
Axoscope v. 7.0 (Axon, California, E.U.A.).

Las preparaciones se mantuvieron en reposo durante 30 min a una tensién
de 1 g antes de iniciar los experimentos. Con el propdsito de normalizar las
respuestas de los tejidos, se estimularon tres veces con KCI (60 mM) durante 20
min hasta alcanzar la respuesta maxima. Posteriormente, los tejidos fueron
estimulados con 1 mM de ATP, para solo utilizar aquellas preparaciones que
respondian a ATP. Una vez que los tejidos respondieron a ATP 1mM, se
construyeron curvas acumulativas concentracion-respuesta anadiendo a la camara
de 6rganos aislados concentraciones crecientes de ATP (1 a 320 uM). Otro grupo
de tejidos se incubaron con el RB2 (antagonista del receptor P2Y 146.11.12,13; 100
uM; Abbracchio y col., 2001) durante 60 min y con Suramina (antagonista del
receptor P2X1,2357 Y P2Y 126.11,12,13; 100 uM; Ralevic y col., 1998) durante 15 min,
asi como la combinacion RB2 (100 uM) y Suramina (100 uM) antes de la curva

acumulativa concentracion-respuesta a ATP.



28

Para los siguientes experimentos se selecciond la concentraciéon de ATP
(1uM) que produjera una respuesta de contraccién minima (25.22 + 7.72 % de KCI
60 mM), en estos experimentos se utilizaron traqueas de animales no
sensibilizados y sensibilizados a las que se les administré un primer estimulo de
ATP 1 uM después de 60 min se estimulé una segunda vez con ATP 1 uM (grupo
control); en los grupos experimentales se estimul6 previamente con el Cch (0.032
uM), la His (0.32 uM) o la 5-HT (0.1 uM) antes del segundo estimulo a ATP (1 uM).
Para descartar que el Cch, la His o la 5-HT produjeran hiperreactividad entre ellos
mismos, a los anillos traqueales de animales sensibilizados se les dio un primer
estimulo de Cch (0.032 uM), de His (0.32 uM) o de 5-HT (0.1 uM) y después de 60
min se les administré un segundo estimulo de Cch (0.032 uM), de His (0.32 uM) o
de 5-HT (0.1 uM) como controles. Las concentraciones utilizadas fueron aquellas
que nos aseguraron una respuesta visible (contraccion) de que se estaban
activando las vias de sehnalizacion respectivas de los agonistas. Los grupos

experimentales se estimularon de acuerdo a la siguiente tabla:

TABLA lll. Disefio experimental para evaluar si el Cch, la His o la 5-HT

inducen hiperreactividad entre ellos.

1er estimulo | 60 min | 2do estimulo
control | Cch Cch

Cch His Cch

Cch 5-HT | Cch
control | His His

His Cch His

His 5-HT | His
control | 5-HT 5-HT

5-HT Cch 5-HT

5-HT His 5-HT
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Las respuestas de contraccion al ATP, el Cch, la His y a la 5-HT fueron
expresadas como porcentaje de respuesta al tercer estimulo de KCI (60 mM).

Para determinar la participacion de los receptores P2 en este fendmeno de
hiperreactividad, se utilizaron traqueas de animales sensibilizados unicamente, ya
que los resultados obtenidos previamente nos indicaban que no habia diferencias
significativas si utilizabamos animales no sensibilizados o sensibilizados. A los
grupos control se les dio un primer estimulo con ATP 1uM, después de 20 min se
les estimulé con el Cch (0.032 uM), la His (0.32 uM) o la 5-HT (0.1 uM) vy
posteriormente se les administré un segundo estimulo a ATP (1 uM). Siguiendo
el protocolo anterior, los grupos experimentales se incubaron con la combinacion
de RB2 (100 uM) y suramina (100 uM) después del primer estimulo con ATP (1
uM). Las respuestas de contraccion del ATP se expresaron como porcentaje de la

primera respuesta de ATP 1 uM.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se evaluaron mediante la prueba t de Student pareada. También se
utilizé analisis de varianza y la prueba de Dunnett. Los valores p<0.05 bimarginal
fueron considerados estadisticamente significativos. Los valores de “n”
representan el numero de cobayos en cada experimento. Los resultados estan

expresados como promedio * error estandar.
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RESULTADOS
1. ESTUDIOS EN ORGANOS AISLADOS

Evaluacién farmacolégica de los receptores de ATP en la traquea de cobayo.
En estos experimentos se obtuvieron 8 6 9 segmentos de 4 anillos traqueales de
cobayo y se realizaron curvas concentracion-respuesta acumulativas para el ATP
(1 a 320 uM). Encontramos que la administracion de ATP (1 a 320 uM; n=8)
produjo una respuesta de contraccion que fue dependiente de la concentraciéon
(Figura 8).

De esta curva se selecciono la concentracion de ATP (1uM) que produjo
una respuesta minima de contraccion (25.22 £ 7.72 % de KCI 60 mM) para la

realizacion de los siguientes experimentos.
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Figura 8. Curva concentracion-respuesta acumulativa al ATP en anillos de traquea de cobayo
(n=8). Efecto de RB2 (antagonista de los receptores P2Y 46111213, 100 uM; n=6), suramina (Sur,
antagonista de los receptores P2Y 36111213, 100 uM; n=8) y la combinacién de RB2 (100 uM) +
Sur (100 uM, n=8) sobre la respuesta de contraccion al ATP. Los simbolos representan el
promedio * error estandar.
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Efecto del Cch, la His o la 5-HT sobre la respuesta de contraccién del ATP
en el tejido traqueal de cobayos no sensibilizados y sensibilizados

En estos experimentos encontramos que el ATP (1uM) por si solo no induce un
incremento en la contraccion en segundo estimulo de ATP (1uM, Figura 9A). Sin
embargo, cuando los tejidos fueron estimulados previamente con el Cch (0.032
uM), la His (0.32 uM) o la 5-HT (0.1uM), observamos que estos agonistas inducen
un incremento en la segunda respuesta de ATP (1uM) que fue estadisticamente
significativa comparado con el grupo control (*p< 0.05, Figura 9B, 9C y 9D). En los
animales sensibilizados la segunda respuesta de contraccion al ATP fue de 211%,
279% y 245% en base a la primera respuesta de ATP, respectivamente para el
Cch, la His y la 5-HT; mientras que en los no sensibilizados la segunda respuesta
de contraccion a ATP fue de 158%, 150% y 176%. Como se ve, este incremento
en la respuesta de contraccion al ATP fue similar para los animales no

sensibilizados (n=4-8) como para los sensibilizados (n=13-14).
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Figura 9. Diferentes agonistas inducen hiperreactividad en la respuesta de contraccion al ATP.
A) ATP (1uM, control), B) efecto del Cch (0.032uM), C) efecto de la His (0.32uM) y D) efecto de
la 5-HT (0.1 uM) sobre la segunda respuesta de contraccién al ATP (1uM), en el tejido traqueal
de cobayos no sensibilizados (n=4-8) y sensibilizados (n=13-14). Se utilizé una t de Student
pareada con una *p< 0.05. Las barras representan el promedio + error estandar.
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El Cch, la His y la 5-HT no inducen hiperreactividad sobre ellos mismos en

animales sensibilizados.

Por otro lado, se realizaron experimentos para descartar que el Cch, la His o la 5-

HT produjeran hiperreactividad entre ellos mismos.
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Figura 10. A) Efecto de la His (0.32 uM, n=7) y la 5-HT (0.1 uM, n=7) sobre la contraccion
inducida por el Cch (0.032 uM, n=6). B) Efecto del Cch (0.032 uM, n=7) y de la 5-HT (0.1 uM,
n=7) sobre la contraccion inducida por la His (0.32uM, n=6). C) Efecto del Cch (0.032 uM, n=7) y
la His (0.32 uM, n=7) sobre la contraccion inducida por la 5-HT (0.1 uM, n=6), en el tejido traqueal
de cobayos sensibilizados. Las barras representan el promedio * error estandar.

Encontramos que cuando se utilizé el Cch (0.032 uM, n=6), la segunda
respuesta de contraccion generada por el Cch fue similar a la primera respuesta
de este agonista (control). Cuando se estimulé previamente con la His (0.32 uM,
n=7) o la 5-HT (0.1 uM, n=7), la segunda respuesta de contraccion al Cch no fue

significativamente diferente al primer estimulo (Figura 10A). También observamos
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que cuando se administr6 a los anillos traqueales la His (0.32 uM, n=6), el
segundo estimulo de este agonista fue similar a la primera respuesta de
contraccion (control). Cuando se estimuld a los tejidos previamente con el Cch
(0.032 uM, n=7) o la 5-HT (0.1uM, n=7), tampoco hubo diferencias entre la primera
y segunda respuesta contractil generada por la His (0.32 uM, Figura 10B). En
cuanto a la 5-HT (0.1 uM, n=6), se observé que la primera y la segunda respuesta
de contraccién con este agonista fueron similares (control). Cuando se estimulé al
tejido traqueal previamente con el Cch (0.032 uM, n=7) o la His (0.32 uM, n=7),
estos agonistas no modificaron la segunda respuesta de contraccion al 5-HT
(Figura 10C). Estos resultados sugieren que ninguno de estos agonistas (el Cch,

la His o la 5-HT) induce hiperreactividad entre ellos mismos.

Participacion de los receptores P2Y en el fendbmeno de hiperreactividad
inducido por el Cch, la His o la 5-HT en el tejido traqueal de cobayos
sensibilizados.

Evaluamos farmacologicamente la presencia del receptor P2 en este tejido
mediante el uso de dos antagonistas de estos receptores, el RB2 (antagonista del
receptor P2Y 14611.12.13; 100 uM, n=6) y la Suramina (antagonista del receptor P2Y
12.6111213; 100 uM, n=8), asi como la combinacion de ambos antagonistas (RB2
100 uM y suramina 100 uM, n=8), sobre la curva concentracion-respuesta
acumulativa al ATP (1 - 320 uM). Como se puede observar en la Figura 8, ni el
RB2 ni la suramina disminuyen al 100% la respuesta de contraccion al ATP a una
concentracion 1uM. Sin embargo, la combinacion RB2 (100 uM) y suramina (100
uM) abati6 completamente la respuesta de contraccion del ATP a 1uM. Estos
hallazgos nos sugieren la presencia del receptor P2Y en el tejido traqueal.

De acuerdo a estos resultados, se decidi6 utilizar la combinacion RB2 (100
uM) y suramina (100 uM), en el fenédmeno de hiperreactividad inducido por el Cch
(0.032 uM, n=5), la His (0.32 uM, n=7) o la 5-HT (0.1 uM, n=6) sobre el segundo
estimulo de ATP (1uM). Encontramos que la combinaciéon de suramina (100 uM) y

RB2 (100 uM) anulé casi por completo la hiperreactividad inducida por el Cch
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(n=4), la His (n=6) o la 5-HT (n=6) sobre la segunda respuesta de contraccion del
ATP (Figura 11), corroborando que este fendmeno es mediado por los receptores
P2Y. La respuesta de contraccion en estos experimentos se expresd como

porcentaje de la primera respuesta de ATP obtenida.

T

Figura 11. El receptor P2Y participa en el incremento de la segunda respuesta
contractil del ATP (1uM) inducida por el el Cch (0.032 uM, n=5), la histamina
(0.32 uM, n=7) y el 5-HT (1 puM, n=6). Efecto de la combinacién de los
antagonistas RB2 (100 uM) y suramina (100 uM), para el Cch (0.032 uM, n=4),
la histamina (0.32 uM, n=5) y la 5-HT (1 uM, n=6). Se utiliz6 la prueba de Dunnett
con una *p<0.05 y **p<0.01. Las barras representan el promedio + error estandar
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DISCUSION

Desde hace muchos afios, ha sido bien documentado en diferentes especies,
incluyendo humanos, que el ATP induce contraccion del musculo liso de las vias
aéreas e incremento de la [Ca®']i (Bergner y Sanderson, 2002; Fedan y col., 1994;
Kamikawa y col., 1976; Michoud y col., 1999; Mounkaila y col., 2005). Muchos
autores han asociado el efecto contractil del ATP a un incremento de la [Ca®']i;
sin embargo, la contraccion inducida por ATP en la traquea de cobayo se ha
reportado estar relacionada con la produccion de TXA, mediada por
purinoceptores sobre el epitelio de las vias aéreas (Adriaensen y col., 2004;
Gerthoffer y col., 1977; Flores-Soto y col., 2011). Govindaraju y col., (2005) y
Mounkaila y col., (2005), encontraron en células de musculo liso y bronquio de
humano asi como en anillos traqueales de rata, que la contraccion inducida por
ATP es dependiente de la concentracion utilizada. Recientemente Flores-Soto y
col., (2011) utilizando anillos traqueales de cobayo obtuvieron resultados similares.
En este contexto, nosotros también encontramos que la contraccion del musculo
liso traqueal de cobayos era dependiente de la concentracion de ATP, los cuales
fueron similares a los obtenidos por estos autores (Figura 8). Ademas estos
autores, demostraron que el ATP no solo induce contraccion del musculo liso de la
via aérea sino también un incremento en la [Ca®]i. Sus experimentos sugieren
que la contraccion es mediada por la liberacidon de TXA, por la activacion de los
receptores P2Y en el epitelio de la via aérea, ya que cuando usaron traqueas de
cobayo sin epitelio o con indometacina se bloqued la contraccion por ATP; y que
el incremento en las [Ca®*]i se debe a la activacidon de los receptores P2X y P2Y
en el musculo liso.

También encontramos que esta contraccion es principalmente mediada por
los receptores P2Y, ya que cuando utilizamos la combinacién RB2 (antagonista
del receptor P2Y 146.11.12,13; 100 uM) y Suramina (antagonista del receptor P2X y
P2Y 126111213 100 uM), disminuyé notablemente la contraccién inducida por ATP,

en comparaciéon de cuando se utilizé unicamente RB2 o Suramina (Figura 8).
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En trabajos recientes en nuestro laboratorio, utilizando microscopia confocal
se encontr6 que en traqueas de cobayos sensibilizados hay una mayor
fluorescencia de los receptores P2Y4 y P2Ys en el epitelio de la via aérea, esto fue
corroborado con la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR), donde se encontré el incremento en la expresién de estos dos
receptores (no reportado).

Los mecanismos inducidos por el ATP para producir contraccién han sido
ampliamente estudiados. Sin embargo, hasta la fecha todos los trabajos de
investigacion se han enfocado en explorar si el ATP induce hiperreactividad de las
vias aéreas a otros agonistas.

En 1996, Pellegrino y col. al estudiar la funcion pulmonar de sujetos
asmaticos mediante la prueba de reto bronquial encontraron que estos pacientes
eran mas sensibles a la inhalacion de ATP > metacolina >His, que en los
pacientes sanos (evaluado por la disminucién del 15% del FEV1 que provoca el
reto al ATP). Por otro lado, ldzko y col. (2007) encontraron que en los lavado
broncoalveolares de sujetos asmaticos y ratones sensibilizados hay un incremento
en la concentracion de ATP y que el proceso de inflamacién, la eosinofilia y la
hiperreactividad bronquial desaparecian cuando se hidrolizaba al ATP.

Nosotros encontramos que el Cch, la His y la 5-HT producen un incremento
en la segunda respuesta de contraccion inducida por una concentracion de ATP
(1 UM, Figura 9), es decir, inducen hiperreactividad a esta purina. Este hallazgo es
novedoso ya que no existen reportes previos relacionados a este fenémeno. En
los cobayos sensibilizados se observé una mayor hiperreactividad que en los no
sensibilizados, una posible explicacion a esto es que durante el estimulo al ATP o
a los agonista, los animales sensibilizados liberan sustancias o mediadores
quimicos que inducen la hiperreactividad per-se como el LTDy4, LTCy4, LTB4, TXAy,
PGD;, TNF-a, los cuales estarian aumentando la contraccion del MLVA generada
indirectamente por el ATP.

El hecho de que estos agonistas indujeran un incremento en la contraccién

inducida por ATP (1uM), nos llevd a pensar si estos son capaces de inducir
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hiperreactividad entre ellos mismos. Encontramos que ninguno de estos agonistas
(el Cch, la His o la 5-HT) inducen este fendmeno entre ellos mismos (Figura 10).

Por otro lado, pensamos que la hiperreactividad inducida por estos
agonistas en la respuesta de contraccion de ATP esta, probablemente, mediada
por los receptores P2Y del epitelio, P2Y, y P2Ys como antes habiamos
comentado, ya que la combinacion de RB2 y Suramina disminuyeron
significativamente esta respuesta (Figura 11). Los receptores P2Y del musculo liso
no parecen tener un papel importante en el fendmeno de contraccion ya que se ha
demostrado que son los responsables de la relajacion del musculo liso (Montafio y
col., 2011), mientras que los P2X del musculo liso tienen el papel de rellenar con
Ca?* el reticulo sarcoplasmico (Flores-Soto y col., 2011), por lo tanto, los
receptores P2X 'y P2Y del musculo liso no parecen participar en la hiperreactividad
inducida por los agonistas al ATP.

El mecanismo por el cual el ATP induce la contraccién del MLVA es porque
el ATP activa los receptores P2Y, acoplados a proteinas Gy, de epitelio de la via
aérea, produciendo segundos mensajeros como IP3 y DG que aumentan la [Ca?'],
activando a la fosfolipasa A (dependiente de Ca®"), logrando que esta libere acido
araquiddnico. Posteriormente, la ciclooxigenasa 1 (COX-1, constitutiva) producira
endoperoxidos ciclicos, que son metabolizados por la tromboxano sintasa en TXA,
(Boeynaems y Pearson, 1990); este sera liberado al exterior celular provocando la
contraccion en el musculo liso de la via aérea mediante su receptor especifico.

Se ha reportado que algunas sustancias como el 17 B-estradiol inducen la
produccion de TXA, por un aumento en la expresion de la COX-2 en el musculo
liso vascular de la rata (Li y col., 2008). En vista de que la respuesta de
contraccion inducida por ATP es indirecta, mediante la produccion de TXA; en el
epitelio, es probable que los agonistas via sus receptores en epitelio del MLVA,
produzcan la sobreexpresién de la COX-2 (inducible), ocasionando que en el
segundo estimulo con ATP exista una mayor cantidad de enzima para generar los
endoperoxidos ciclicos y a su vez TXA,, provocando una mayor respuesta de

contraccion que la primera.



38

El concepto de que agonistas broncoconstrictores inducen hiperreactividad
al ATP es nuevo y podria ser relevante en la fisiopatologia del asma asi como

para obtener mejores alternativas terapéuticas contra esta enfermedad.

CONCLUSIONES

e Corroboramos que el ATP induce contraccién del musculo liso traqueal de

cobayo via receptores purinérgicos P2Y.

e EI Cch, la His y la 5-HT aumentan la respuesta de contraccion producida
por el ATP.

e Cch, His y 5-HT no inducen hiperreactividad entre ellos mismos.

e El aumento en la respuesta de contraccion al ATP (generada por el Cch, la

His ola 5-HT) se lleva a cabo via los receptores purinérgicos P2Y.
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