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RESUMEN

El estradiol (E2 o 17B-estradiol) es una hormona esteroidea sexual femenina
derivada del ciclopentanoperhidrofenantreno. Durante los anos reproductivos, la
mayoria del estradiol en las mujeres es producido por las células granulosas de los
ovarios por la aromatizacién de la androstenediona (producida en las células
foliculares tecales) a estrona, seguido por la conversion de estrona a estradiol por
17B-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa, pequefias cantidades de estradiol
también son producidas por la corteza suprarrenal y por los testiculos.

El tono de la via aérea representa el balance entre la contraccion y la relajacion del
musculo liso traqueal. El incremento de Ca?* genera la formacion del complejo Ca?*-
calmodulina, el cual activa a la cinasa de la cadena ligera de la miosina para que
fosforile a la serina 19 de la cadena ligera de la miosina de 20 kDa. Esta fosforilacion
permite que la ATPasa de la miosina sea activada por la actina para llevar a cabo
la contraccién en el musculo liso de la via aérea (MLVA). La relajacion esta mediada
por la disminucion de las [Ca?*]i y la desfosforilaciones de las cinasas.

Es conocido que el asma, es una enfermedad que se caracteriza por el aumento del
tono muscular, hiperreactividad e inflamacion de las vias respiratorias. Es mas
frecuente en mujeres adultas en comparacion con los hombres, los datos clinicos
revelan que los cambios hormonales en las mujeres durante el ciclo menstrual,
embarazo, menopausia, etc. aumentan la severidad y la frecuencia de las
exacerbaciones asmaticas. Aunque estos datos clinicos sugieren un papel de las
hormonas sexuales (especialmente femeninas) en modular la reactividad de las vias
aéreas, existen a la fecha pocas evidencias experimentales que demuestren que
los estrégenos puedan ser perjudiciales. Al contrario existen varios estudios como
los de Townsend A. y col en 2010 y 2012 en miocitos traqueales de humano, donde
demuestran que el estradiol tiene un papel broncodilatador en las vias aéreas, a
través de la activacion de la adenosin 3’, 5 monofosfato ciclico (CAMP), la proteina
cinasa A (PKA) y el bloqueo de la entrada de Ca?* operado por el almacén (SOCE).
En esta tesis se investigo el efecto del estradiol sobre la contraccion del musculo
liso traqueal de cobayo inducidos por diferentes agonistas contractiles. Para ello, se

utilizé la técnica de érganos aislados, donde se mide la tensién del musculo al ser
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expuesto a diferentes agonistas. El estradiol (1, 10 pM) produjeron un
desplazamiento de la curva concentracion respuesta hacia la izquierda a la
Histamina (His); asi un incremento en la respuesta maxima a serotonina (5-HT) a
0.32 nM respectivamente. Para el KCl y Carbacol (Cch) hubo un desplazamiento de
la curva concentracion respuesta a la derecha a 32 yM de estradiol en ambos casos.
En conclusion: nuestros resultados sugieren que el estradiol induce hiperreactividad
a la His y a la 5-HT, también por otro lado, produce inhibicién de la contraccion a
Cch y KCI. Los datos de esta tesis concuerdan por primera vez con las evidencias

clinicas que sugieren que el estradiol tiene un efecto modular en el MLVA.
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INTRODUCCION
Aparato respiratorio

El aparato respiratorio tiene como funcion captar el oxigeno del aire inspirado y la
eliminaciéon del didéxido de carbono producido en el metabolismo celular del
organismo. Las dos fosas nasales, la faringe y la traquea pertenecen a las vias
aéreas superiores. Los bronquios primarios y el arbol bronquial pertencen a las vias

aéreas inferiores.

La traquea es un tubo flexible de unos 11 cm de largo y 2 cm de diametro. Esta
recubierta por epitelio cilindrico seudo-estratificado ciliado con una lamina basal
anormalmente gruesa y con muchas células calciformes diseminadas. Un rasgo
caracteristico de la traquea es su armazon de soporte formado por 16 a 20
cartilagos hialinos, en forma de C, que rodean su porcion ventral y lateral. Estos
anillos cartilaginosos incompletos estan unidos por tejido conjuntivo fibro-elastico.
Por fuera de estos cartilagos, hay una capa de tejido conjuntivo denso que contiene
muchas fibras elasticas. La pared posterior de la traquea, proxima al eséfago carece
de cartilagos. En lugar de ellos, hay una banda gruesa de haces de musculo liso
que, por lo general, cursan transversalmente. Sus extremos, estan insertados en los
haces de fibras elasticas y colagenas que constituyen la capa de tejido conjuntivo
denso situada por fuera de los cartilagos traqueales. ElI musculo liso esta unido
también a la mucosa por tejido conjuntivo laxo que se continda con la lamina propia.
La traquea se bifurca en los bronquios primarios derecho e izquierdo, que se dirigen
a los pulmones respectivos. Después de entrar a los pulmones, los bronquios
primarios se subdividen en otros mas pequefios, los bronquios secundarios (o
lobulares), uno para cada lébulo pulmonar. Los bronquios secundarios dan origen a
otros de menor calibre, los bronquios terciarios (0 segmentados), que a su vez se
ramifican en bronquiolos. Estos se dividen repetidas veces y los mas pequefios se
denominan bronquiolos terminales. Esta ramificacion considerable de la traquea
semeja un arbol invertido, por lo que suele llamarse arbol traqueobronquial, como

se muestra en la Figura 1 (Tortora and Graboswki, 2003).
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A medida que surgen las ramas del arbol traqueobronquial, se advierten varios
cambios estructurales. En primer lugar, el epitelio cambia gradualmente de cilindrico
ciliado seudo estratificado (en los bronquios) a cubico sencillo no ciliado en los
bronquios terminales. En segundo lugar, los anillos cartilaginosos incompletos de
los bronquios primarios se sustituyen, también de manera gradual por placas de
cartilago, que estan ausentes en las ramas pequefias. En tercer lugar, conforme
disminuye la cantidad de cartilago aumenta el musculo liso hasta que ya no hay
cartilago y solo hay musculo liso en la pared de los bronquiolos mas pequerios, de
modo que la contraccion muscular puede cerrar la cavidad de estos bronquiolos,
impidiendo la entrada de aire en los alvéolos, como sucede por ejemplo en una crisis
asmatica, lo que puede ser una situacion amenazadora para la vida. (Tortora and
Graboswki, 2003; Fawcett, 1989). Para cuestiones experimentales se trabaja con la
traquea, ya que la obtencion de ella se facilita en comparacion con los bronquiolos

en nuestro modelo animal.
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Figura 1. Estructura de la traquea y los principales bronquiolos.
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Fisiopatologia del asma

El asma es una enfermedad respiratoria cronica que afecta a nifios y adultos, se
calcula que afecta a cerca de 300 millones de personas en todo el mundo, siendo
mas frecuente en niflos (OMS 2011). En México aproximadamente el 9 % de la
poblacién padece asma, teniendo el pais el 5° lugar dentro de las 20 enfermedades
no transmisibles, en el 2009 se estimé que hubo 318 689 nuevos casos de asma,
se ha calculado a partir de esa fecha que hay un crecimiento anual aproximado de
9.1% de nuevos casos, y se estima que la incidencia anual de asma en adultos es
de 4.6 a 5.9 por cada 1,000 en mujeres y de 3.6 a 4.4 por cada 1,000 en hombres
(INEGI 2009).

El asma al ser una enfermedad respiratoria cronica se caracteriza por la inflamacién
prolongada e hiperreactividad de las vias aéreas, que causan episodios recurrentes
de sibilancia, disnea, opresién toracica y tos, particularmente por las noches o en la
madrugada. Estos episodios estan usualmente asociados, aunque puede variar,
con la obstruccion del flujo aéreo pulmonar, que es a menudo, pero no siempre,
reversible espontaneamente o con tratamiento. Ademas existen otras
caracteristicas en el asma como el remodelado de la via aérea (hipertrofia e
hiperplasia), engrosamiento de la capa de colagena subepitelial y edema, estas

ultimas también llevan a una hiperreactividad bronquial (GINA, 2012).

En el asma, la inflamacién es un proceso multicelular que involucra principalmente
a las células cebadas, células T, neutrofilos, eosinofilos y macrofagos (Siddiquis S.
et al., 2007). Cuando se da este proceso, en un inicio la inflamacion esta restringida
a los bronquios de las vias aéreas, pero cuando la enfermedad se vuelve mas
severa y cronica, el proceso inflamatorio se extiende a las vias respiratorias bajas y
en algunos casos a los alvéolos adyacentes (Holgate, 2008; Kraft et al., 1996).
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Hiperreactividad bronquial.

La hiperreactividad es un rasgo patognomonico del asma, se caracteriza por una
respuesta broncoconstrictora (estrechamiento de la luz de la via aérea, provocando
obstruccion, lo que dificulta el paso del aire) exagerada del musculo liso a una
amplia variedad de estimulos fisicos y quimicos, cuando son comparados con
sujetos sanos (Hirota et al., 2005). A pesar de que la hiperreactividad es un rasgo
caracteristico del asma, hasta el momento los mecanismos que llevan a la

hiperreactividad no han sido completamente caracterizados.

In vitro una hiperreactividad del musculo liso de las via aéreas (MLVA) se observa
al existir un desplazamiento de la curva concentracion-respuesta hacia la izquierda
0 un aumento en la respuesta bronco constrictora del MLVA (Hirota et al., 2005)
(Figura 2).

Hiperreactividad

Hiperreactividad

Figura 2. Hiperreactividad de las vias aéreas a un agonistas broncoconstrictor
(Hirota S. et al., 2005)
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La funcién del MLVA es controlar el diametro de la luz traqueobronquial, la
inervacion mas importante es el sistema nervioso parasimpatico a través del nervio
vago. La liberacion de Ach de las terminaciones nerviosas, activa los receptores
muscarinicos (Ms) en las vias aéreas regulando la contraccion del MLVA (Rang et
al., 2008). Las células del MLVA ademas de poseer diferentes receptores acoplados
a proteinas G, también poseen canales, entre estos encontramos los canales
operados por almacén (SOC), los canales operados por receptor (ROC), canales de
Ca?* dependientes de voltaje tipo L (VDCC-L); asi como también poseen ATPasas,
como la ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA) y la ATPasa de Ca?*
de membrana plasmatica (PMCA) e intercambiadores de la membrana
citoplasmatica (NCX); todos ellos estan involucrados en la homeostasis vy
contraccion del MLVA ( Berridge et al., 2003; Floyd and Wray, 2007).

Mecanismo de contraccion del musculo liso de las vias aéreas.

El proceso de contraccion del musculo liso esta regulado principalmente por la
interaccion de las proteinas contractiles miosina y actina. El grado de interaccion se
determina por el nivel neto de fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (CLM)
de 20 kDa, que a su vez depende de las actividades relativas de la cinasa de la
cadena ligera de la miosina (MLCK) y la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCP)( Janssen, 2002).

La MLCK es activada por la interaccion entre el complejo Ca2*-calmodulina,
permitiendo la fosforilacion de la CLM en la serina 19 (ser 19). La miosina fosforilada
cataliza, en presencia de actina, la hidrélisis de adenosina trifosfato (ATP) a
denosina difosfato (ADP) y la liberacion de energia posibilita el desplazamiento de
los filamentos de actina a lo largo de la miosina, iniciando el proceso de contraccién
muscular (Janssen, 2002; Horowitz et al., 1996). Al mismo tiempo que se activa este
proceso, se activa la via de sefnalizacion de la RhoA-cinasa (ROCK). La ROCK
juega un papel importante en la regulacion de la actividad de la MLCP (encargada

de desfosforilar a la CLM) ya que puede inhibir su actividad y promueve la
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fosforilacion de la CLM, permitiendo el mantenimiento de la contraccion. A este

proceso se le conoce como sensibilizacion al Ca2* (Somlyo, 2003).

En el musculo liso se han descrito dos mecanismos de acople

excitacidén/contraccion, uno farmacomecanico y otro electromecanico.

Acople farmacomecanico: contracciéon del MLVA via receptores metabotropicos.

Este acople se da por la union de agonistas broncoconstrictores (Cch, His, 5-HT)
con sus receptores de membrana acoplados a la proteina G (GPCR, por sus siglas
en inglés) del tipo Gq, lo que promueve la activacion de la fosfolipasa Cg (PLCg) que
hidroliza al fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2), formando dos mediadores
intracelulares o segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). EI DAG permanece embebido en la membrana plasmatica (MP) y ejerce
diferentes efectos celulares: puede activar acido araquidonico o bien activar a la
cinasa de proteina C (PKC, llamada asi por su dependencia al Ca?'), ambos
procesos activan otras cascadas de sefalizacion (Janssen, 2001). Por otra parte el
IPs se acopla a sus receptores (RIP3) que estan situados en la membrana del
reticulo sarcoplasmico (RS), promoviendo la liberacion de Ca?* generando la
formacién del complejo Ca?*-Calmodulina y la fosforilacién de la CLM (Bazan-
Perkins et al., 1998; Singer, et al., 2003; Rhee, 2001).

Acople electromecanico: contracciéon del MLVA inducida por despolarizacion
de la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica del MLVA tiene un potencial de reposo de -60 mV, el
cambio en el potencial de membrana debido al movimiento de iones hacia el espacio
intracelular (principalmente del Na*) provoca la despolarizacion. El potencial de
membrana toma valores menos negativos (mas positivos) (Montafio, et al., 1996;
Janssen, 1997).

17



El acople opera a través de cambios en el potencial de membrana plasmatica
producidos por cambios quimicos (alto K*) o eléctricos (pulsos despolarizantes). La
despolarizacion genera la apertura de los canales de Ca?* tipo L dependientes de
voltaje (VDCC-L), permitiendo un incremento en la [Ca?*]i formando el complejo
Ca?*/calmodulina, lo que lleva al proceso de rellenado de Ca?* del RS y contraccion.
(Montano, et al., 1996; Flores-Soto et.al., 2013).

En la actualidad existe un gran debate entre los diferentes grupos de investigacion
en relacion a la reactividad de las via aéreas enfocadas principalmente a la
enfermedad del asma y los niveles hormonales presentados durante ciertas etapas
de la vida, tanto en hombres como en mujeres, en esta tesis no enfocaremos a las

hormonas sexuales femeninas (E2).

Las hormonas sexuales femeninas y su influencia con las vias aéreas.

La prevalencia del asma es mayor en niflos en comparacién con las nifas < de 10
afos (Townsend, 2010). Sin embargo cuando se inicia la pubertad esta situacion se
invierte y la prevalencia del asma aumenta casi en un 50% en mujeres en edad
reproductiva (12-45 afos) (Carey, et al., 2007). Las mujeres asmaticas en edades
reproductivas experimentan cambios en la gravedad de los sintomas y el numero
de exacerbaciones cuando tienen cambios en el estado hormonal, por ejemplo:
diferentes fases del ciclo menstrual, embarazo y la menopausia (Chandler et al.,
1997; Chhabra, 2005; Hanley, 1981).Por esta razén se cree que los esteroides
sexuales en especial los femeninos juegan un papel importante en la modulacién
de la reactividad de las vias aéreas. Beynon et al. (1988) reportd el efecto
beneficioso de la terapia con progesterona en pacientes con exacerbaciones
premenstruales severas de asma. Sin embargo con respecto E2 existen estudios
que se contradicen acerca del efecto. Es bien conocido que las hormonas tienen un
efecto bifasico y que este efecto depende de la dosis. Degano B., y col. en 2003
demostraron que el tratamiento crénico con E2 puede alterar la reactividad de las
vias aéreas en ratas hembras ovarectomizadas de manera que se puede agravar la

reactividad de la rata cuando es comparada con animales sin tratamiento. Por otro
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lado Townsend A 'y col en 2011 propusieron que el E2 genera la formacién de oxido
nitrico (NO) de forma endogena en el epitelio y la subsecuente activacion de la
guanilato ciclasa (GCs) para producir guanosin monofosfato ciclico (GMPc), lo que

facilita la relajacién del MLVA.

Ademas, en el 2012 estos mismos investigadores propusieron otro mecanismo de
relajacién donde el E2 aumenta la actividad de la adenilato ciclasa (AC), y en
consecuencia se produce AMPc y la activacion de la proteina cinasa A (PKA), el
cual fosforila los canales de Potasio produciendo hiperpolarizacion, esto lleva a que

los VDCC-L se bloqueen y se disminuyan los niveles de Ca?* citoplasmatico.

Esteroide sexual femenino: E2

El E2 es una hormona esteroidea femenina derivada del colesterol. Al igual que el
estradiol, todos los esteroides poseen la estructura basica con cuatro anillos de
carbono (ciclopentanoperhidrofenantreno) que contienen 17 atomos de carbono
(O'Neaill et al., 2013). Sin embargo, todos los esteroides se diferencian por las
cadenas laterales unidas a los carbonos y los enlaces dobles entre los anillos. El E2
posee grupos hidroxilo en el carbono tres (C3) y el carbono diecisiete (C17), ademas

de tener un anillo aromatico (Figura 3).

Figura 3. Estructura quimica del 17B-estradiol.

Biosintesis, secrecion y funcién del E:
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El E2 se sintetiza por diferentes vias. En la fase folicular, la hormona
foliculoestimulante (FSH) estimula la secrecion de E2 tras la interaccion con sus
receptores en las células de la granulosa del ovario; la pregnenolona formada por
el colesterol y mediante la 17a-Hidroxilasa se forma la 17a-hidroxipregnenolona,
deshidroepiandrosterona, androstenediona y testosterona, la cual sufre el proceso
de aromatizacion del anillo A del esteroide con pérdida del cabono 19 (C19) para
convertirse en E2 (Amado and Florez, 2003). En la fase lutea persiste la secrecién
de E2 a partir de la produccion de androstenodiona y testosterona en las células
tecales estimuladas por la hormona luteinizante (LH); los andrégenos difunden a las
células de la granulosa donde sufren la aromatizacion correspondiente (Figura 4)
(Orrego et al., 1996).

El E2 actua en el desarrollo, mantenimiento y funcién de los érganos reproductores
femeninos y masculinos, los ciclos de actividad sexual y las caracteristicas sexuales

secundarias femeninas; ademas tiene acciones metabdlicas (Valsecia, 2012).

Entre las acciones metabdlicas encontramos la retencion de agua y sal (efecto
mineralocorticoide), la regulacion de los metabolismos proteico/calcico y lipidico; asi
como la ayuda a la coagulacion sanguinea por el incremento en la produccién de
factores de coagulacion (Amado and Florez, 2003). El E2 hace su efecto cuando

este interactua con sus receptores.
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Figura 4. Sintesis del 17B-estradiol y otras hormonas gonadales.

Amado JA., y Florez J., 2003.
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Receptores a estrégenos

Las respuestas fisioldgicas a los estrégenos son iniciadas por receptores celulares
que alteran la conformacion tras la union del ligando resultando en interacciones
proteina-proteina y la activacion de las vias de sefalizacion. Estas vias de
senalizacion se conocen como gendmica (via clasica) y no gendmica (via no
clasica). Para la via gendmica se han atribuido dos tipos de receptores: receptores
a estrogenos a (REa) y los receptores a estrégenos B (REB) los cuales se consideran
receptores nucleares. Para la via no gendmica se han relacionado un grupo de
familia de receptores con siete dominios transmembranales acoplados a proteinas
G (GPR30) (Edwards, 2005; Kuiper et al., 1996).

Los receptores nucleares pertenecen a una gran familia, los cuales incluyen a los
receptores de hormonas esteroideas, entre otros. Los receptores a estrogenos (RE)
poseen funciones diferentes de acuerdo al tejido donde ejercen su accion, y estan
organizados en seis dominios denominados por las letras “A” a la “F”. La dominio
A/B tiene la funcidn de la transcripcion genética e inmediatamente se encuentra la
region de union al ADN o dominio C, siendo la regiédn mas conservada entre los RE.
El dominio D o regién de bisagra, la cual no ha sido bien caracterizada y que actua
en la unién de la proteina chaperona, la cual se mantiene unida al receptor mientras
este se mantiene inactivo. Finalmente se encuentra la region E/F o dominio de unién
al ligando, donde se une a la hormona E: (Pietras, et al., 1995; Trowbridge et al.,
1992).

Los GPR30 fueron identificados como un miembro huérfano de la familia de
receptores trans-membranales hacia 1990 (Carmeci, et al., 1997; O’Dowd et al.,
1998; Owman et al.,, 1996; Takada et al., 1997). Sin embargo, ciertos estudios
revelaron una fuerte correlacién entre las isoformas de los RE y los GPR30, lo cual
sugieria un posible vinculo a las respuestas fisiolégicas en los tejidos (Owman et
al., 1996). Thomas y col. en el 2005 demostraron que los GPR30 se expresan en
la membrana plasmatica mediante una tincién de citoesqueleto de actina para

marcar la membrana plasmatica al interior de la célula. Prossnitz y col en 2007
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revelaron que los GPR30 parecian estar expresados en una red tuburreticular
intracelular usando marcadores subcelulares, ademas ellos identificaron este
compartimento en el reticulo endoplasmatico. y que las subunidades By son
inicialmente blancos en el reticulo endoplasmico, donde subsecuentemente se
asocian con la subunidad a de la proteina G proporcionando la maquinaria

necesaria para iniciar las cascadas de sefalizacion.

Efectos genémicos

Como se menciond antes, las vias de sefalizacidn del 17B-estradiol son dos: la
genomica y la no gendmica. En la via clasica o gendmica el receptor es activado al
unirse a su ligando después de haber atravesado la membrana y activa un factor
transcripcional que se une al DNA estimulando la transcripcién de ciertos genes
(Beato et al., 1996). El proceso de transcripcion es activado al formarse el complejo
de iniciacién de la transcripcion que incluye diferentes co-activadores, co-represores
y proteinas reguladoras de la transcripcion; este proceso donde se lleva a cabo la
sintesis de RNA y que finaliza con la produccion de proteinas se lleva en cuestidon
de horas (Lieberman, 1997).

Efectos no genémicos

Al contrario de los efectos gendmicos, los efectos no gendmicos se llevan en
cuestion de segundos a minutos, se podria decir que es un proceso rapido y no
requiere de los procesos de transcripcion y sintesis de nuevas proteinas para poder
producir su efecto primario, por esta razén debe ser mediado por receptores o por
la activacidon o bloqueos de canales, intercambiadores, etc. que estan localizados
en la membrana (Nemere and Farach C., 1998). Esta via de sefalizacién rapida
incluye la generacion de segundos mensajeros Ca?*, AMPc, y NO, asi como la
activacion de proteinas cinasas asociadas a membrana. Recientemente los RE se
han asociado con una proteina G de membrana plasmatica, y se han reportado por
mediar la produccion de NO y por la inhibicion de AMPc (Hall et al., 2001; Ho and
Liao, 2002; Kelly and Levin, 2001; Levin, 2001; Levin, 2002; Razandi et al., 2003).
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Es por estos reportes que se puede decir que los estrégenos actuan de manera
directa (por ejemplo, bloqueando a los VDCC-L (Towsend et al., 2011) y mediando

multiples eventos rapidos y complejos.

Agonistas utilizados para inducir la contraccion del MLVA

N H 2 Histamina

La histamina es una 2-(4 imidazoil)

etilamina (Figura 5). Se forma por

la descarboxilacion de aminoacido

N L-histamina, una reaccion

/ \ catalizada en los tejidos de los

mamiferos por la enzima hisitidina

descarboxilasa. Aun cuando la

N histamina se encuentra en casi

H todos los tejidos, su distribucién es
muy irregular.

Figura 5. Molécula de histamina

La mayor parte de la histamina tisular se encuetra en forma unida dentro de los
granulos en mastocitos (células cebadas) o basdfilos y en células de mucosa de
vias aéreas. Los mastocitos son especialmente abundantes en enfermedades
alérgicas como asma, rinitis y dermatitis (Katzung, 1999). La histamina ejerce sus
acciones biolégicas al unirse a sus receptores celulares especificos localizados en
la membrana citoplasmatica. Los tres receptores de la histamina que se han
caracterizado hasta la fecha se designan H1, H2 y Hs. Tanto en humanos como en
el cobayo, la histamina produce bronconstruccién mediada por receptores H1. Estos
receptores estan acoplados a una proteina Gq, lo cual esta involucrado en la
formacion de IP3 y la subsecuente liberacién del Ca?* del reticulo sarcoplasmico
(Rang et al., 2008).
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Carbacol

El carbacol es un analogo que reproduce la accidon de la Ach, es un agonista de los
receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos resistente a la accion de la
acetilcolinesterasa. Los receptores colinérgicos estan dividos en 5 tipos, del M+ al
Ms, de los cuales en el MLVA se han observado el M2 y el M3, que estan acoplados
a proteinas Go/Gi y Gq respectivamente. La estimulacion de los tipos M1, M3 y Ms
generan IP3, lo que moviliza el Ca?* del RS, por otro lado los subtipos M2 y M4
inhiben a la AC disminuyendo al AMPc intracelular lo que favorece la contraccion
(Felder, 1995, Sankary et al., 1989). Adicionalmente, los receptores M2 producen la
apertura de canales cationicos inespecificos (Wang et al., 1997). Estos canales
catiénicos permiten la entrada de Ca?* durante la respuesta sostenida y para su
activacion es necesario el incremento transitorio de la [Ca?*]i que se produce por la

liberacion del Ca?* del RS por la activacion de los receptores M3 (Wang et al., 1997).

0 CH3

H2NJJ\O/\;N—CH3 Cl-

Figura 6. Molécula de Carbacol
Serotonina

Es una indoletilamina (Figura 7) que se forma en los sistemas biologicos a partir del
aminoacido L-triptofano por hidroxilacion del anillo indol seguida de una
descarboxilacion del aminoacido. La serotonina ejerce muchas acciones y, al igual
que la histamina, presenta muchas diferencias entre especies. Existen 7 subtipos
de receptores 5-HT1- 5-HT7, muchos de ellos divididos en subcategorias, los mas
importantes en la via aérea son los primeros tres (5-HT+, 5-HT2 y 5-HT3) (Rang,
2008). Los receptores 5-HT1 estan acoplados a una proteina Go/Gi, los receptores

5-HT3 estan acoplados a un canal ionico Na*/K* operado por un ligando analogo a
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los receptores. Los receptores 5-HT2 estdn acoplados a una proteina Gq que
transduce la sefalizacion de la PLCg/IP3 favoreciendo la liberacion de Ca2* del RS

y la subsecuente contraccion del MLVA (De Bie et al., 1998).

HO NHz
N\

N
H

Figura 7. Molécula de serotonina

Cloruro de potasio.

Es un agente quimico utilizado para activar y abrir los VDCC-L, el aumento en la
concentracion de KClI en el medio extracelular cambia el potencial de membrana de
aproximadamente -60 mV a -20 mV, lo que lleva a la despolarizacion de la

membrana plasmatica, permitiendo la abertura de los VDCC-L (Montafo et al.,
1996; Flores-Soto et al., 2013).

26



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Estudios preliminares en el laboratorio de investigacion en asma nos hicieron
especular sobre un posible efecto potenciador del E2 en la contraccion del MLVA
inducido por diferentes agonistas. Por lo tanto es importante describir los efectos
biolégicos que pueda tener el 17B-estradiol sobre la contraccién del MLVA, ya que

hasta la fecha existe un gran debate en torno a su efecto sobre el MLVA.

HIPOTESIS

El E2 a concentraciones menores a 32 uM seria capaz de inducir la hiperreactividad
del musculo liso traqueal de cobayo a diferentes agonistas (Cch, His, y 5-HT) y a un

agente quimico (KCI).

OBJETIVOS

General

+«» Determinar el efecto del E2 sobre la contraccion del musculo liso traqueal de
cobayo inducida por (His), (Cch), (5-HT) y KCI en los anillos traqueales de

cobayo.
Particulares

s Comparar el efecto que muestran el E2 sobre la contraccién cuando es
provocada por Cch (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1, 10 uM) His (0.1, 0.32, 1, 10, 32
y 100 uM) y 5-HT (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1, 10 pM).

¢+ Caracterizar la participacion del VDCC-L en la contraccién inducida por KCI
(10, 20, 40 y 80 mM) en un medio incubado con Ez.

% Evaluar la importancia de la 5-HT (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1, 10 pyM) en la
contraccion del MLVA en un medio incubado por Ea2.
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MATERIALES Y METODOS

Sistema de registro de 6rganos aislados.
Se sacrificaron cobayos machos de 300-400 g de la cepa Hartley, con una

sobredosis de pentobarbital sédico por via peritoneal (35 mg/kg), se extrajo la
traquea, finamente disecada y colocada en una caja de diseccion donde
posteriormente se elimind el exceso de tejido conjuntivo adyacente, todo este
proceso fue realizado en solucion de Krebs-Ringer en condiciones que aseguraban
la integridad de la traquea. Inmediatamente la traquea fue seccionada en ocho
segmentos cada uno con cuatro anillos de cartilago, cada segmento se coloco en
una camara de organos aislados de 10 ml de capacidad con la solucién Krebs-
Ringer con la siguiente composicion: 118 NaCl, 25 NaHCOg3, 4.6 KCI, 1.2 KH2POg,
1.2 MgSOs4, 11 glucosa, y 2 CaCl2 (mM). Las preparaciones se mantuvieron a 37°C

y se burbujearon continuamente con 5% CO2y 95% Oz a un pH de 7.4.

Cada segmento se sujetd a un transductor de fuerza isométrica modelo FT03 (Grass
Instruments, West Warwick, RI, USA) conectado a un sistema amplificador de las
senales Cyberamp 380 (Axon Instruments, Foster City, C.A, EUA) y a una interfaz
analogo-digital Digitada 1440 A (Axon Instrruments). Los registros se almacenaron
en una computadora y se analizaron con el software AxoScope versién 10.2 (Axon
Instruments, Foster City. CA, EUA).

Los segmentos traqueales se equilibraron a una tension inicial de 1g durante 45
min. Con el propdsito de normalizar las respuestas de los tejidos, se estimularon
tres veces con 60 mM de KCI hasta alcanzar la respuesta maxima de contraccion.
Posteriormente, se siguidé con el protocolo experimental que a continuacién se

sefala.

Cuando los tejidos alcanzaban la contraccién maxima fueron incubados durante 30
min con E2 (0.32, 1, 3.2, 10 y 32 yM). Como control para cada experimento se utilizo

un tejido que carecia de incubacion de Eox.
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La contraccion obtenida con el tercer estimulo de KCI (60 mM) se consideré como
el 100% de la respuesta. Después de los 30 min de incubacién se realizé la curva
concentracion-respuesta para cada agonista: His (0.1, 0.32, 1,10, 32y 100 yM), Cch
(0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1y 10 pM), 5-HT (0.01, 0.032, 0.1, 0.32, 1 y 10 uM) y KCI
(10, 20, 40 y 80 mM).

Para cada experimento se calculé la CEso (potencia) mediante un analisis de
regresion lineal simple, empleando los valores de logaritmo de la concentracién del
agonista (His, Cch y 5-HT). La respuesta maxima (eficacia) expresa los gramos de

tension obtenidos en el punto mas alto de la contraccion.
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Figura 8. Registro original del protocolo experimental de la contraccién inducida por una curva acumulativa de His
cuando los tejidos son incubados previamente (30 min) con diferentes concentraciones de Estradiol.



Curva acumulativa a Cch
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Figura 9. Registros originales del protocolo de contraccién por una curva acumulativa de Cch, cuando los tejidos son
incubados previamente (30 min) con diferentes concentraciones de Estradiol.
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Curva acumulativa a 5-HT
100 320nM 1 3.2 10 uM
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Figura 10. Registros originales del protocolo de contraccion por una curva acumulativa de 5-HT, cuando los tejidos son

incubados previamente (30 min) con diferentes concentraciones de Estradiol.
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Figura 11. Registros originales del protocolo de contraccion por una curva acumulativa de KCI, cuando los tejidos son
incubados previamente (30 min) con diferentes concentraciones de Estradiol.
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FARMACOS

La Histamina, el carbacol, la serotonina y el estradiol fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich (St. Louis. Montana, EUA) y fueron disueltos en agua desionizada
(desionizador, Milli-Q Academic A10, EUA). El estradiol fue disuelto en etanol (Sigma-
Aldrich, St. Montana, EUA).

ANALISIS ESTADISTICO.

La significancia estadistica de las diferencias entre los grupos se estimé por analisis
de varianza (ANDEVA) de una via. Las diferencias entre el grupo control y los grupos
tratados se estimaron por la prueba de Dunnett. Los resultados se consideraron
significativos cuando el valor de p fue menor a 0.05 bimarginal. Todos los experimentos
se realizaron por lo menos 5 veces. Los resultados se expresaron con el promedio *

el error estandar de la media (EEM).
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RESULTADOS

1. El estradiol produce un corrimiento a la izquierda (hiperreactividad) en la
respuesta de contraccion inducida por la His.

La administracion de His al tejido traqueal indujo una respuesta de contraccion que fue
dependiente de la concentracion utilizada (107 -10*) como se muestra en la Figura 12
A. La incubacion por media hora con 1y 10 uM de E2, produjo un desplazamiento a la
izquierda de la curva concentracion-respuesta a His (1 y 10 pM), encontrandose
diferencias significativas en CEso (potencia) cuando se compararon con respecto al
control (Figura 12 B y Tabla 1). En la respuesta maxima (eficacia) no hubo diferencia
(Figura 12 C y Tabla 2). Mientras que los tejidos incubados con 32 yM no se observan

efectos en las contracciones.
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Figura 12. A) Curva concentracion-respuesta a His en anillos traqueales de cobayo, incubados a
diferentes concentraciones de Estradiol. B) Analisis respectivo de CEso, (n = 7) *p< 0.05 utilizando

ANDEVA y prueba de Dunnet. C) Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 1. Potencia de His con Estradiol ( *p<0.05)
Estradiol Estradiol Estradiol
N=7 Control [1uM] [10 uM ] [32uM ]

CEso [MM] | 2.7386 + 0.3635 | 1.0692£0.1654 | 0.1814 £0.2728 | 2.7624 + 0.2886

r 0.9811 0.9850 0.9808 0.9828

Tabla 2. Eficacia de His con Estradiol (*p<0.05)
Estradiol Estradiol Estradiol
N=7 Control [1 uM] [10 pM] [32 uM]

RM % 122.91+£ 4.0009 | 143.05+5.0050 | 135.90 + 3.5557 117.15 + 3.6182

Para corroborar el efecto del E2 sobre los agonistas contractiles acoplados a una
proteina GGq, realizamos los mismos experimentos, pero ahora en presencia de un
analogo de la Ach, el Cch, y la 5-HT, ya que las vias de sefalizacion y los
mecanismos responsables de la contraccién del MLVA, difieren con la inducida por
la His y seria importante explorarlas, debido a que la Ach y la 5-HT participan de

forma constante en la broncoconstriccion de las vias aéreas.

2. El Estradiol a 32 yM produce un corrimiento a la derecha (relajacién) en la
contraccion inducida por el Cch.

La administracién con Cch al musculo liso traqueal de cobayo, produce una
respuesta de contraccion dependiente de la concentracion usada (10-8-10-%) (Figura
13 A). La curva concentracion-respuesta al Cch se desplaz6 a la derecha en la
preparacion que estuvo preincubada con E2 32 pM por 30 min (figura 13 A). Se
encontraron diferencias significativas en la potencia a 32 yM de E2 con respecto al
control (Tabla 2 y Figura 13 B), es decir, hubo hiporreactividad. Por lo tanto, necesito
mayor cantidad de Cch, para producir un efecto contractil, ya que el estradiol
previene parcialmente su efecto. Para la eficacia no hubo diferencias significativas

con respecto al control en los tejidos incubados con diferentes concentraciones de

37



E2 (Figura 13 C). Los tejidos pre incubados con 1y 10 yM no tuvieron efecto en la

curva a Cch.
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Figura 13. A) Curva concentracion-respuesta a Cch en anillos traqueales de cobayo, incubados a
diferentes concentraciones de Estradiol. B) Analisis respectivo de CEso, (n = 7) *p< 0.05 utilizando

ANDEVA y prueba de Dunnet. C) Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 3. Potencia de Cch con Estradiol ( *p<0.05)
Estradiol Estradiol Estradiol
N=7 Control [1uM] [10 uM ] [32uM ]

CEso [UM] | 0.1695+ 0.0477 | 0.0985 +0.0238 | 0.1262 + 0.0298 | 0.4185 * 0.0540

r 0.9405 0.9474 0.9576 0.9543

Tabla 4. Eficacia de Cch con Estradiol (*p<0.05)

Control Estradiol Estradiol Estradiol
N=7 [1uM] [10 uM ] [32uM ]

RM % 144.03 £ 3.9515 | 142.20 +4.3163 154.49 + 7.8612 137.80 + 4.3200

Para ayudar a dilucidar y comprender de mejor forma la manera en que el estradiol
produce su efecto y dado que los resultados hasta ahora son contradictorios,
expusimos los tejidos a otro agonista contractil, la 5-HT. Se sabe que la 5-HT tiene
7 subtipos principales de receptores (5-HT1-5-HT7), de los cuales los 5-HT1, 5-HT>
y 5-HT3 se encuentran presentes en las vias aéreas (Rang H. et al., 2008), y cada
uno tiene una via de senalizacion diferente y otro dato importante de la 5-HT, es
que produce una contraccién bifasica que la hace diferir de forma muy importante

con los anteriores agonista utilizados.

3. El estradiol a 320 nM desplaza la curva hacia la izquierda (hiperreactividad)
cuando el tejido es contraido por 5-HT.

La administracién de 5-HT al tejido traqueal produjo una respuesta de contraccion
que fue dependiente de la concentracion utilizada (10-%-10-°) (Figura 14). La curva
concentracion-respuesta a la 5-HT en presencia de 320 nM E2, tuvo un
desplazamiento de la curva hacia la izquierda. (Figura 14 A). No se encontraron
diferencias significativas en la CEso (potencia) con respecto al control (Tabla 4)
(Figura 14 B). En la respuesta maxima (eficacia) se encontraron diferencias
significativas para los tejidos incubados con 320 nM de E2 (Figura 14 C). Por lo
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tanto, se puede decir que la contraccion inducida por 5-HT en presencia de estradiol
a bajas concentraciones produce hiperreactividad del MLVA. La incubacion de 1y
3.2 yM de estradiol en los tejidos mostro una tendencia en el incremento a la

respuesta maxima, aunque no se observan diferencias significativas.
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Figura 14. A) Curva concentracion-respuesta a 5-HT en anillos traqueales de cobayo, incubados a

diferentes concentraciones de Estradiol. B) Analisis respectivo de CEso, (n= 9) *p< 0.05 utilizando

ANDEVA y prueba de Dunnet. C) Analisis de la respuesta de contraccion maxima.
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Tabla 5. Potencia de 5-HT con Estradiol ( *p<0.05 )
N=9 Control Estradiol Estradiol Estradiol
[320 nM ] [1uM ] [3.2puM]
CEso [MM] 0.5586+ 0.1421 0.3512+ 0.0281 0.3959+ 0.0378 0.4005 + 0.0316
r 0.9777 0.9802 0.9771 0.9737
Tabla 6. Eficacia de 5-HT con Estradiol (*p<0.05)

Estradiol Estradiol Estradiol

N= Control [320 nM] [1 uM] [3.2 uM]
RM % 49.8444 65.8067 64.0438 58.5468
EEM 3.6416 3.8192 5.1976 5.8628

Para conocer y descartar el efecto del E2 sobre sustancias constrictoras que no dependen
de la activacion de receptores acoplados a proteinas Gq, se realizaron experimentos
donde se utilizé el KCI. Cuando el MLVA es estimulado in vitro con diferentes
concentraciones de Alto K* se depolariza, induciendo la apertura de los canales de
Ca?* dependientes de voltaje tipo L (VDCCL). Al ocurrir una depolarizaciéon se promueve
la entrada de Ca?* e inician los procesos que nos llevan a la contraccion del MLVA. El
aumento en la concentracion de KCI en el medio extracelular cambia el potencial de

membrana aproximadamente de -60 mV a -20 mV (Liu et al., 2005).

4. Efecto del E2 sobre la respuesta de contraccion inducida por KCI.

El KCI produjo en el tejido una despolarizacion del MLVA y una subsecuente contraccion
que fue dependiente de la concentracion utilizada (10, 20, 40 y 80 mM) (Figura 15). La

incubacion con E2 32 yM disminuyd significativamente la curva concentracion-respuesta
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a KCI (10, 20, 40 y 80 mM) (Figura 15 A). Se encontraron diferencias significativas en la
potencia y en la eficacia para 32 yM de E2 con respecto al control (Tabla 3), (Figura 15 A
y B). Estos resultados concuerdan con los encontrados en la literatura ya que es bien
conocido que el estradiol bloquea a los VDCC-L y produce un efecto relajate, en el
musculo liso de las vias aéreas (Townsend A., et al., 2010). En la incubacion con E2
menores a 32 uM no se encontraron diferencias significativas para la potencia y la eficacia

con respecto al control.
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Tabla 7. Potencia de KCI con Estradiol ( *p<0.05)

N=6 Control Estradiol Estradiol Estradiol Estradiol Estradiol
[ 320 nM ] [1uaM] [3.2uM] [10 uM ] [32uM ]
29.6236 + 2.7167 | 31.4361 + 2.0758 | 24.4201+ 2.1518 33.3392 + 33.8995+ 1.2217 46.6592 +
CEsp 1.6361 2.2151
[uM]
0.9502 0.9310 0.9313 0.9397 0.9457 0.9745
r
Tabla 8. Eficacia de KCI con Estradiol (*p<0.05)
Estradiol Estradiol Estradiol Estradiol Estradiol
N=6 Control [320 nM ] [1uM] [3.2uM] [10 uM ] [32 uM ]
RM % 113.98 + 2.5273 107.99 + 3.3762 115.63 +4.2514 | 98.06 + 2.5278 | 103.00 + 8.0381 42.3458 + 6.7772

DISCUSION

Estudios epidemiolégicos sugieren que los estrégenos enddgenos modifican la
funcién pulmonar en mujeres posmenopausicas, estos datos indican que pueden
influir en la reactividad de las vias aéreas y en la severidad del asma; esta patologia
es mas comun en mujeres adultas en comparacion con los hombres (Marco et al.,
2000; Melgert et al., 2007; Prakash et al., 2006; Townsend et al., 2010). Por otra
parte, las mujeres adultas experimentan cambios en la gravedad de los sintomas y
el numero de exacerbaciones asmaticas con los cambios en el estado hormonal
(diferentes fases del ciclo menstrual, el embarazo y la menopausia). Estas
evidencias clinicas sugieren un papel para los esteroides sexuales (especialmente

los esteroides sexuales femeninos) en la reactividad de las vias respiratorias.

Los resultados de la presente tesis muestran que el E2 a concentraciones bajas,
tiene la capacidad de inducir un efecto hiperreactor sobre las contracciones
generadas por His y 5-HT. Asi mismo, también producen un efecto inhibitorio, a

concentraciones altas, en la contraccién inducida por Cch y alto K*.

Recientemente, Flores Soto E. y col, en el 2015, (Aceptado Steroids) reportaron

la capacidad que tienen los aminoestrogenos (AEs) (un grupo de estrégenos que
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se sintetizan a partir de la estrona, los cuales difieren de los estrogenos naturales al
poseer una modificacion en el nucleo esteroideo en la posicion del carbono 17,
donde un grupo OH es substituido por un grupo amino-alcohol) para producir
hiperreactividad en el MLVA a diferentes agonistas. Los AEs como pentolame y
butolame inducen hiperreactividad a la his, Cch y KCl mediante un mecanismo que
favorece la apertura de los VDCC-L. Existe la posibilidad que el E2 pudiera tener un

mecanismo similar para inducir hiperreactividad.

Ademas es conocido que existen otros mediadores quimicos enddgenos
capaces de producir hiperreactividad en las vias aéreas, como por ejemplo, los
Cisteinil-Leucotrienos, el factor de Necrosis Tumoral, TXA2, PGD2y el ATP (Bonner,
1984). En este contexto, el E2 podria favorecer la liberacion de estos mediadores

proinflamatorios para inducir hiperreactividad.

En este trabajo, se reporta por primera vez la capacidad que tiene el E2
(administracién unica) para producir hiperreactividad en el musculo liso traqueal de
cobayo a la His y a la 5-HT pero no al Cch. Sin embargo, Degano B., y col, en el
2003 demostraron que el tratamiento crénico (21 dias) con E2 puede alterar la
reactividad de las vias aéreas en ratas hembras ovariectomizadas de manera que
depende de la dosis al ser comparado con animales sin tratamiento. A dosis bajas
(10 ug/Kg) observaron un decremento en la reactividad in vivo de las vias aéreas
a la Ach; mientras que a dosis altas (100 ug/Kg) se ve atenuado el decremento de
la reactividad a Ach. En los experimentos in vitro, encontraron que los anillos
traqueales de las ratas tratadas crénicamente con Ez, la dosis alta de E2 produjo un
corrimiento de la curva concentracion respuesta a la Ach hacia la izquierda, es decir,
observaron hiperreactividad, mientras que la dosis baja ocaciond un corriemiento
de la curva a la Ach hacia la derecha, es decir, hiporreactividad. Asimismo, estos
autores no encontraron ninguna diferencia en la curva concentracion respuesta
cuando usaron otras substancias como la histamina o el KCI. Una posible
explicacion a los resultados encontrados por Degano y colaboradores y en el
presente estudio es la siguiente: En los experimentos de Degano et al la

administracién de E2 fue crénica (21 dias), nosotros utilizamos una aplicacion aguda
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(1 hr). Por lo tanto, los resultados observados por Degano, pudieran deberse a

efectos gendmicos, mientras que los nuestros son probablemente no gendmicos.

Existen también otros estudios en los cuales muestran los efectos del E2 en la
reactividad de las vias aéreas, por ejemplo: Troisi et al., 1995 en un estudio
epidemiologico de mas de 100,000 enfermeras de los EE.UU, reportd que el uso
largo o la terapia de reemplazo con estradiol aumentan los riesgos de sufrir asma,
Otro ejemplo seria el de Lieberman et al., en 1995 encontré6 un pequefo pero
significativo empeoramiento del flujo espiratorio maximo entre las mujeres con asma

después de comenzar la terapia de reemplazo con estradiol.

Por otro lado existen resultados paradoéjicos que muestran el efecto contrario del
E2 favoreciendo la relajacion; por ejemplo, Townsend y col. en 2012 demostraron
que la administracion de E2 en forma aguda reduce los niveles de la [Ca?*]i inducido
por un agonista. La combinacion de E2 (en forma aguda) y un B2-adrenergico
(isoproterenol), da como resultado una mayor relajacion en comparacion con tejidos
solos tratados con isoproterenol, lo que nos hace pensar que probablemente el E2
esta favoreciendo la activacion de un mecanismo AMPc/ PKA. Ademas, el E2, inhibe
el flujo de [Ca?*]i por el bloqueo de los VDCC-L y también activacion de los canales
de K* activados por Ca?*, responsables de hiperpolarizar al MLVA y de relajarlo.
(Townsend et al., 2011).

El hecho de que el estradiol produce hiperreactividad a la histamina y a la
serotonina y no al carbacol y al KCI nos hace pensar que estas diferencias se deban
a que los mecanismos inducidos por estos agonistas para producir contraccion son
distintos. El inicio de la contraccion del musculo liso traqueobronquial depende del
incremento de Ca?* citosolico. Los mecanismos responsables de incrementar las
[Ca?*]i son variables y dependen del agonista o el agente quimico aplicado. La His,
Cch y 5-HT tienen receptores acoplados a una proteina Gq, resultando en la
liberacion de Ca?* del RS via PLCg/IP3, pero existen diferencias en la activacion de
canales membranales. La His activa los VDCC-L y ROC (Dai et al., 2007), el Cch
activa los canales membranales SOC, ROC y VDCC-L, ademas del intercambiador
Na*/Ca?* en su forma reversa (Algara-Suarez., et al., 2007) y la 5-HT activa solo
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canales SOC (Hirota et al., 2007). Asimismo, es conocido que la His produce
hiperreactividad al ATP via la produccion de COXz y que la 5-HT facilita la liberacion
de ACh de las neuronas colinérgicas parasimpaticas que nos llevan a este
fendmeno. Por todo lo anterior, resulta complicado especular los mecanismos por
los cuales el estradiol produce hiperreactividad a los diferentes agonistas

estudiados en este trabajo.

Recientemente se demostro la presencia de un receptor GPR30 como una nueva
proteina de union al E2, diferente a los receptores clasicos de estrogenos (ERa y
ERB). Los GPR30 pueden activar vias de sefalizacibn no genémicas como, la
estimulacién del adenilato cilcasa, la transactivacion de receptores de factor de
crecimiento epidermal,, induce la movilizacién de Ca?* intracelular liberado del RS,
activa cinasa de proteinas activadas por mitogenos (MAPK) vy la via de PI3K
(Prossnitz R. et al., 2007 ).

En base a los multiples procesos que regulan los GPR30, podriamos postular
que el estradiol pudiera activar a un receptor GPR30 en el MLVA, lo cual nos
ayudaria a explicar el efecto del E2y su posible participacion en la hiperreactividad.
Este receptor estimula la produccion de IPs, el cual desencadenaria una liberacién
de Ca?* del RS al citosol, generando los procesos de contraccion en mayor

magnitud, por lo que seria importante explorar este mecanismo a futuro.

En Conclusién: El E2 produce hiperreactivdad a la His en concentraciones de 1y
10 uM, asi como a la 5-HT a concentraciones de 320 nM. Ademas el E2, a 32 uM,

tiene un efecto inhibitorio de la contraccién inducida por el Cch y el KCI.
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Perspectivas:

1. Explorar mediante la técnica de microfluorometria los mecanismos por los
cuales el estradiol induce hiperreactividad a la 5-HT y a la His.
2. Realizar estos mismos experimentos en cobayos hembras ovariectomizadas,

para corroborar nuestros resultados obtenidos.
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