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RESUMEN

El asma es una enfermedad caracterizada por la inflamacion de las vias aéreas. Se define por la
presencia de sintomas clinicos, como opresion en el pecho, disnea, sibilancia y tos. El asma es
una comorbilidad comun con varios tipos de enfermedades cardiovasculares (ECV). Diversos
estudios epidemioldgicos han demostrado que el asma es un factor de riesgo para padecer ciertos
tipos de patologias cardiovasculares. No obstante, existen pocos trabajos que hayan abordado el
estudio de los mecanismos de esta posible correlacion. Algunos autores han propuesto la posible
participacion de los receptores 5-HT en el asma y en diversas patologias cardiovasculares. Se ha
observado que los pacientes asmaticos sintomaticos poseen una mayor concentracion de 5-HT
plasmatica comparada con la de los pacientes asintomaticos y ésta se incrementa durante las
exacerbaciones. Asi también, la 5-HT es conocida por su capacidad de modular el tono de los
vasos sanguineos, particularmente a través de los receptores de la familia 5-HT> (5-HT2a, 5-
HT2s v 5-HTac). Estos receptores modulan los mecanismos de contraccion-relajacion del
musculo liso vascular (MLV). En resultados previos de nuestro grupo, encontramos que existe
un incremento en la contracciéon del MLV inducida por la estimulacion del receptor 5-HT> en un
modelo de experimental de asma. No obstante, no se determiné la actividad especifica de cada
uno de los miembros de esta familia 5-HT>. Por este motivo, nuestro objetivo consistid en
determinar la actividad de contraccion inducida por los receptores especifico de la familia 5-HT»:
5-HT2a, 5-HT2p y 5-HT2c en un modelo de asma alérgica en cobayos. Para ello, se utilizdo un
sistema de Organos aislados in vitro para evaluar la tension isométrica de los anillos de aorta de
cobayos sensibilizados con ovoalbumina y no sensibilizados. Se emplearon agonistas y
antagonistas especificos para cada miembro de la familia de los receptores 5-HT>. Nuestros
resultados, mostraron que la estimulacion especifica de los receptores 5-HToa y 5-HTac
produjeron contraccion, mientras que la estimulacion del receptor 5-HT2g solo produjo una
contracciéon minima. Es importante destacar un resultado importante en nuestro trabajo, que el
receptor 5-HT>c produce una respuesta de contraccion considerable y este es uno de los primeros
trabajos que se reporta la participacion del receptor 5-HT2c en la contraccion de los vasos
sanguineos. Al evaluar el efecto de la sensibilizacion encontramos que la contraccion inducida
por 5-HT>a fue significativamente mayor en cobayos sensibilizados con respecto a sus controles.
De acuerdo con nuestros resultados, los principales receptores de la familia 5-HT> involucrados
en la contraccion son los receptores 5-HT24 y que existe un aumento en la contraccion de la aorta
inducida por 5-HT en cobayos sensibilizados comparada con cobayos no sensibilizados. Por lo
que podemos concluir que, la sensibilizacion alergénica puede incrementar la contraccion de la
aorta a través de los receptores serotoninérgicos 5-HT2a.
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INTRODUCCION

El sistema cardiovascular es un circuito cerrado cuya funcidon es distribuir y transportar
nutrientes, oxigeno y deshechos a través de la sangre (Tortora y Derrickson, 2013). Esta funcion
se lleva a cabo por una red vascular constituida por arterias, arteriolas, venas, vénulas y
capilares.

Las arterias, son conductos encargados de transportar la sangre del corazén hacia los
organos, mientras que las venas realizan el transporte de la sangre en el sentido contrario. Las
arteriolas y vénulas son vasos sanguineos de menor calibre que se encuentran en contacto directo
con la red capilar, donde se realiza el intercambio de sustancias entre la sangre y los tejidos
(Welsch y Sobotta, 2008). El diametro de las arterias se reduce de forma regular a partir del
corazon, a medida que las ramas colaterales se separan de la aorta (Tortora y Grabowski, 2002).

La aorta es la principal arteria de la circulacion sistémica que distribuye la sangre en el
organismo a partir del corazén. Tiene su origen en la parte superior del ventriculo izquierdo, en
su parte final se bifurca para formar las arterias iliacas comunes y la arteria sacra media.

De acuerdo con su trayecto se dividen tres segmentos (Fig. 1):

» Aorta ascendente. Comienza en la parte superior del ventriculo izquierdo.

*  Arco o cayado aortico. Se encuentra adosado a la cara izquierda de la traquea y el

esofago.

» Aorta descendente. Se subdivide en aorta toracica y abdominal, se extiende desde el
hiato adrtico del diafragma hasta su bifurcacion terminal en las dos arterias iliacas

comunes (Latarjet y Liard, 2004).
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Figura 1. Anatomia de la aorta

La aorta, al igual que el resto de las arterias se distingue por poseer tres capas o tunicas

(Fig 2):

a. Thunica interna o intima. Estd compuesta de un revestimiento de epitelio escamoso
simple llamado endotelio, una membrana basal y una lamina elastica interna.

b. Tunica media. Es la capa mas gruesa, constituida de células de musculo liso
dispuestas circularmente en anillos alrededor de la luz y una ldmina eléstica
externa.

c. Thunica externa o adventicia. Se compone de fibras elasticas y de colageno.
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«—— Ttnica adventicia

<+«—— Tunica media

<+«—— Tunica intima

Figura 2. Morfologia de la aorta en corte transversal. Se observan tres capas dispuestas de manera
concéntrica del lumen hacia el exterior: tunica intima, tunica media y tunica adventicia.

La aorta es una arteria elastica caracterizada por poseer una tunica media con capas de
musculo liso vascular (MLV) reforzadas por una red de fibras de colagena (Tonar y col., 2015).
Las células del MLV constituyen la maquinaria contréctil en los vasos sanguineos y cumplen la
importante funcion de regular el didmetro de su lumen mediante contraccion o relajacion
(Rensen y col., 2007). Las células del MLV son fusiformes y pequefias con un nticleo Unico, los
elementos contractiles de miosina y actina se encuentran organizados oblicuamente en haces
sueltos, que se unen a cuerpos densos en el citosol (Silverthorn, 2008). Este aparato contractil,
estd conformado de haces de filamentos gruesos constituidos por miosina de la clase II, que
hidroliza adenosin trifosfato (ATP), y filamentos delgados de actina que estan
predominantemente compuestos por los mondémeros de a-actina y y-actina (Aguilar y Mitchell,

2010) (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de una célula del musculo liso vascular (MLV) y sus elementos contrdctiles.

Mecanismo de contraccion del musculo liso vascular
La contraccion del MLV depende de la interaccion entre la actina y la miosina (Hathaway y col.,
1991), y de la regulacion de la concentracion de Ca?" intracelular ([Ca®*]i) (Braun, 2011).

La traccion que originan las cabezas de miosina sobre los filamentos de actina, genera un
ciclo de union, hidrolisis y liberacion de ATP llamado “ciclo de los puentes cruzados”. El ciclo
de los puentes cruzados comienza en la denominada posicion de rigor, en donde la cabeza de la
miosina se encuentra unida a los filamentos delgados de actina. La unién de ATP al surco de la
cabeza de la miosina produce un cambio conformacional que provoca la pérdida de afinidad de
la miosina por el filamento de actina. La hidrélisis del ATP hacia adenosin difosfato (ADP) y
fosfato inorgéanico (P;) cambia la estructura de la miosina que produce que se desplace con
respecto al filamento de actina. La cabeza de la miosina vuelve a unirse al filamento de actina,
pero en una posicion diferente a la inicial. Dicha uniéon promueve la liberacion del P;. El ciclo
finaliza con la liberacion del ADP y el consecuente cambio conformacional que hace que la
miosina regrese a su posicion inicial, pero desplazando consigo el filamento de actina (Dillon y
col., 1981; Geeves y Holmes, 1999; Walklate y col., 2016).

El inicio del ciclo de los puentes cruzados estd determinado por el estado de fosforilacion

de la cadena ligera de miosina (MLC). La enzima encargada de ésta fosforilacion es la cinasa de
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la cadena ligera de miosina (MLCK), esta enzima tiene una actividad muy baja en ausencia de
estimulos (Webb, 2003).

Cuando un estimulo externo (mecénico o quimico) ocurre, la [Ca*]i se incrementa a través
de un origen extracelular o del Ca?>" que se encuentra en el reticulo sarcoplasmatico (RS)
(Kanagy y Watts, 2007).

Los principales canales de Ca®>" que permiten que el Ca’*' ingrese desde el espacio
extracelular hacia el citosol, son los canales de Ca®* regulados por voltaje, tipo L (Cavl.1-Cav
1.4) y los canales tipo T (Cav3.1-Cav3.3) (Kanagy y Watts, 2007).

La regulacion de la [Ca*']i por el RS estd relacionada con el mecanismo de sefializacion
del inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que se une a su receptor (IP3R), localizado en la membrana del
RS, lo que produce la salida del Ca** del interior del RS. En el citoplasma, el Ca?" se combina
con la proteina calmodulina (CaM) formando el complejo Ca*"-CaM. El complejo Ca?*-CaM
activa a la MLCK, la cual fosforila a la MLC permitiendo que se lleve a cabo el ciclo de los
puentes cruzados. El Ca**es reintroducido al RS por una bomba electrogénica llamada SERCA
(por sus siglas en inglés, sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPase, ATPasa de Ca*" del reticulo
sarcoplasmico), devolviendo la [Ca*']i a su estado basal (Kim y col., 2008; Periasamy y
Kalyanasundaram, 2007). La fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) retira los
grupos fosfato colocados por la MLCK, regulando negativamente el estado de fosforilacion de la
cadena ligera de la miosina y por lo tanto induciendo relajacién (Somlyo y Somlyo, 2000).

De acuerdo con Kanagy y Watts (2007), existen cuatro mecanismos de contraccion para el

musculo liso vascular (MLV):
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a. La contraccion dependiente de la cinasa de la cadena ligera de la miosina

(MLCK). Mecanismo descrito previamente.

b. La contraccion dependiente de la proteina cinasa C (PKC). Este proceso es

independiente de la [Ca®"]i y ocurre a través de la fosforilacion directa de la MLC
por la PKC.

c. La contraccion dependiente de la Rho cinasa. La contraccion se lleva a cabo por

la fosforilacion y la subsecuente inhibicion de la MLCP por parte de la proteina
Rho cinasa (Hilgers y Webb, 2005; Somlyo y Somlyo, 2000).

d. La contracciéon dependiente de la Tirosina cinasa. El caldesmon (CD), es una

pequeiia proteina que bloquea el sitio de union de la actina con la miosina
inhibiendo el ciclo de los puentes cruzados. Este efecto inhibidor del CD se anula
mediante su fosforilacion por parte de las proteinas cinasas activadas por
mitogeno (MAPK) (Marston y El-Mezgueldi, 2008; Khalil, 2010)

La contraccion del MLV puede ser promovida por dos procesos importantes: el
acoplamiento electromecénico y el acoplamiento farmacomecadnico. En el acoplamiento
electromecanico, la contraccion puede ser iniciada por cambios en los valores del potencial de
membrana por una despolarizacion, mediado por los canales de Ca?" dependientes de voltaje. El
acoplamiento farmacomécanico involucra la estimulacién de receptores de membrana llevada a
cabo por la accién de diferentes agonistas, como hormonas y neurotransmisores (Kanagy y
Watts, 2007).

En el estudio de la contraccion de la aorta existe un interés particular por conocer la
participacion de la 5-HT por ser uno de los neurotransmisores mas reconocidos en la regulacion
vascular y en la fisiologia del sistema cardiovascular ( Kaumann y Levy, 2006; Nagatomo y col.,

2006; Villalon y Centurion, 2007; Ramage y Villalon, 2008; Watts 2009; Watts y Davis, 2011).
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Participacion de la 5-HT en el mecanismo de contraccion del misculo liso vascular

La serotonina fue descrita por primera vez por Ersparmer y Villali en 1937 (Ersparmer y Villali,
1937). Estos autores observaron que los extractos de mucosa gastrica e intestinal producian
vasoconstriccion en el musculo liso uterino de rata, y definieron al principio activo como
enteramina (Ersparmer 1940). Posteriormente, otros autores determinaron que el suero de la
sangre tenia un efecto sobre el tono vascular, por lo que el principio activo fue denominado
como serotonina (Rapport y col., 1948). Afos después, se confirmaria que la enteramina y la
serotonina eran la misma molécula (Ersparmer y Asero, 1952; Whitaker-Azmitia 1999; Green,
2006).

La serotonina (5-HT, 5-Hidroxitriptamina o (3-(2-Aminoethyl)-1H-indol-5-0l) es una
monoamina bidgenica con un peso molecular de 176.21 daltones (NCBI 2015). Esta molécula
tiene una funcién muy importante como neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC) y
en el sistema periférico (Pucadyil y Chattopadhyay, 2005). La 5-HT se sintetiza en la region de
los ntcleos de rafe, glandula pineal y el tronco del encéfalo superior, donde modula diferentes
procesos neurofisioldgicos y conductuales entre los que se incluyen: emociones, ritmo
circadiano, conducta motora, sistema de recompensa, apetito, memoria, sexualidad, entre otras
(Berger y col., 2009; Purves, 2007). Sin embargo, cerca del 90-95% de la serotonina se sintetiza
fuera del SNC, principalmente en las células enterocromafines del intestino, y es almacenada en
las plaquetas, células cebadas y c€lulas neuroenddcrinas epiteliales (Gruba y col., 2014; Zadeh y
col., 2008; N1y Watts, 2006).

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido esencial L-triptéfano proveniente de la
dieta, la primera reaccidon esta catalizada por la enzima triptofano-5-hidroxilasa (TPH), que

anade un grupo hidroxilo al L-triptéfano en la posicion 5 del anillo inddlico para formar 5-
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hidroxitriptéfano (5-HTP). Después el 5-HTP es descarboxilado por accion de la descarboxilasa
de L-aminoacidos aromaticos para formar finalmente la 5-HT (Snyder y col., 1965; Kim y
Mazza, 2011).

El metabolismo de la 5-HT estda mediado por la enzima monoamino oxidasa (MAO),
particularmente por la isoforma MAO-A, la cual lleva a cabo una reaccion de deaminacion
oxidativa formando 5-hidroxindolacetaldehido que posteriormente es oxidado por la aldehido
dehidrogenasa para formar 4cido 5-hidroxindolacético (5-HIIAA) que es hidrosoluble y puede

ser desechado en la orina (Keszthelyi y col., 2009) (Fig. 4).
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Figura 4. Sintesis y metabolismo de la serotonina. Modificado de Watts (2009)

La actividad de la 5-HT se lleva a cabo a través de receptores localizados en la membrana
célular. De acuerdo con la [IUPHAR (por sus siglas en inglés, International Union of Basical and

Clinical Pharmacology) se han caracterizado 7 familias de receptores serotoninérgicos,
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indicados con un subindice numérico del 5-HT; al 5-HT;. Cada receptor es subdividido en
diferentes subtipos de receptores definidos con letras, comprendiendo un total de 14 receptores
serotoninérgicos (Alexander y col., 2015). Esta clasificaciéon se basa en las caracteristicas
operacionales, como lo es la selectividad y afinidad de agonistas y antagonistas, estructurales que
considera la secuencia de aminoécidos y finalmente funcionales, refiriéndose a los mecanismos
de transduccion acoplados al receptor en cuestion (Hoyer y col., 1994).

Seis familias de las 7 familias de receptores serotoninérgicos son receptores
metabotrdpicos de siete pasos transmembranales acoplados a proteinas G (Pauwels, 2000). En el
Cuadro 1, se enlista a los miembros de las diferentes familias de los receptores serotoninérgicos
descritos hasta la actualidad y los mecanismos de transduccién con los que se encuentran
involucrados (Alexander y col., 2015).

El receptor 5-HT3 es el tnico receptor ionotropico, es un canal idénico de cationes
monovalentes regulado por ligando (Gaster y King, 1997, Fakhfouri y col., 2012).

Los receptores 5-HT: y SHTs presentan un mecanismo de transduccién acoplado
negativamente a la adenil ciclasa (AC) (EC 4.6.1.1), a través de la via de las proteinas Gi/o. La
activacion de estos receptores tiene como consecuencia la disminucion de la cantidad de AMP
ciclico (AMPc) en el citosol.

Los receptores 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 estan acoplados a la proteina Gs y promueven la
formacion de AMPc por estimulacion de la actividad de la AC (Barnes y Sharp, 1999; Boess y
Martin, 1994; Nelson, 2015).

Mientras que la activacion de los receptores 5-HT> estd caracterizada por el mecanismo de
transduccion de los fosfoinositidos a través de la via del IPs/diacilglicerol (DAG). Esta via esta
acoplada positivamente a la fosfolipasa C (PLC) por las proteinas Gg/11 resultando en un

incremento de la [Ca®']i (Gerhardt y van Heerikhuizen, 1997; Raymond y col., 2001).
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Cuadro 1. Familias de receptores para 5-HT.

Familia Miembros Mecanismo de Efecto en el segundo
transduccion mensajero
5-HT; 5-HT1a, 5-HT1s, Gijo AMPc |
5-HTp, 5-htig,
5-HT\r
5-HT: 5-HT2a, 5-HT2s, Gy Ca®"
5-HTxc
5-HTs3 5-HTs3 Canal: Na"/K"/Ca**
5-HT4 5-HT4 Gs AMPc 1
5-HTs 5-HT5sa, 5-htsg Gijo AMPc |
5-HTs 5-HTs Gs AMPc 1
5-HT;, 5-HT; Gs AMPc 1

(Modificado de Alexander y col., 2015)

Las proteinas Gg11 estdn compuestas por tres subunidades: o, B y y. En el estado no
activado, la subunidad a se encuentra unida a GDP. Cuando un estimulo ocurre, el complejo
agonista-receptor promueve el intercambio de GDP por GTP en la subunidad a produciendo la
disociacion de las proteinas G en un complejo B-y y una subunidad a. La subunidad o actia
como una GTPasa y permanece activa el tiempo que demora en hidrolizar el GTP a GDP
(Mizuno e Itoh, 2009; Litosch, 2013; Little, 2013). Al estar activada Gqq, €s capaz de activar a su
vez a la enzima fosfolipasa C- (PLC-f), ésta enzima tiene como blanco a un fosfolipido de
membrana llamado fosfatidil inositol 4,5 bisbosfato (PIP>) que al ser hidrolizado se divide en dos
productos; el DAG que permanece en la membrana y el IP3 que difunde hacia el citoplasma hasta
encontrarse con receptores ionotropicos que se localizan en la membrana del RS al unirse con el

IP3 pasan a su configuracion abierta liberando el Ca** que se encontraba almacenado al interior
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del RS (Berridge, 2016). El Ca?" en el citoplasma se une a la calmodulina que activa a la MLCK
que a su vez fosforila a la MLC iniciando con esto el ciclo de los puentes cruzados descrito

anteriormente (Fig. 5).

Agonista
5-HT,

8.~ 3-8

SPWIPWME MLCK  Ca*/CaM

Actina

Figura 5. Via de serializacion inducida a través de los receptores 5-HT.

La participacion de la 5-HT en el sistema cardiovascular
Probablemente, la funcién mas conocida de la 5-HT es la de participar como neurotransmisor en
el sistema nervioso central. Sin embargo, la mayor proporcion de 5-HT se encuentra en el
sistema periférico, regulando diversos procesos, como la fisiologia del sistema cardiovascular
(Mohammad-Zadeh y col., 2008).

La 5-HT se produce y se libera al torrente sanguineo principalmente desde las células
enterocromafines del intestino. La 5-HT es almacenada en las plaquetas por accion del
transportador de la serotonina o SERT (por sus siglas en inglés, serotonin transporter), en el

citoplasma de la plaqueta la 5-HT es introducida a unas vesiculas denominadas granulos densos
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por el transportador de monoamina vesicular (VMAT, por sus siglas en inglés, vesicular
monoamine transporter) (Mercado y Kilic 2010). La mayor parte de la 5-HT periférica se
encuentra en los granulos densos de las plaquetas donde alcanza una concentracion de 65 mM.
En el plasma, la concentracion de 5-HT es de s6lo 10 nM durante el estado basal (Herr y col.
2017). Durante la agregacion plaquetaria, que puede ser desencadenada por un dafio o un
proceso inflamatorio, las plaquetas liberan la 5-HT que se encuentra almacenada en los granulos
densos, elevando transitoriamente los niveles de 5-HT y por tanto, produciendo un cambio en el
tono vascular del area afectada. Lo anterior, evidencia a las plaquetas como un importante
regulador de la concentracion de 5-HT en el plasma (Mercado y Kilic 2010).

Ni y col., (2004, 2008) han sugerido la existencia de un sistema serotoninérgico localizado
en las arterias sistémicas, debido a que mostraron la presencia de elementos que contribuyen en
la produccion, en el metabolismo y en el transporte de la serotonina, como la TPH, la MAO y
SERT, respectivamente. Sin embargo, la presencia de este sistema atn no ha sido totalmente
reconocida y se encuentra aiin en debate.

La 5-HT regula diferentes actividades cardiovasculares (Saxena y Villalon, 1990; Saxena,
1991, Kaumann y Levy, 2006; Ramage y Villalon, 2008). La forma en que la 5-HT regula al
sistema cardiovascular puede ser de dos formas: a través de las acciones que la 5-HT ejerce en
las terminales nerviosas que lo inervan o directamente sobre los receptores que se encuentran
expresados en el lecho vascular (Kaumann y Levy, 2006).

En el sistema cardiovascular, la 5-HT induce respuestas variadas como bradicardia o
taquicardia, hipertension o hipotension, vasodilatacion o vasoconstriccion (Saxena y Villalon,
1990), cuya respuesta dependerd de algunos factores como el tipo de lecho vascular o tejido
involucrado, la especie del organismo estudiado y la dosis de 5-HT empleada, pero sobre todo el

receptor involucrado en la respuesta (Ramage y Villalon, 2008).
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Las familias de receptores de 5-HT que participan en la regulacion del sistema
cardiovascular son: 5-HTi, 5-HT», 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 con excepcion del receptor 5-
HTs, del cual no hay evidencia que indique su participacion en las respuestas cardiovasculares
(Ishida y col., 1999; Terrén y Falcon-Neri, 1999, Bach y col., 2001; Akin y Gurdal, 2002;
Nagatomo y col., 2004, Nelson, 2015; Sowa y col., 2013).

Destaca el trabajo de Ullmer y col., (1995) quienes evaluaron la expresion de los
receptores de 5-HT en diferentes tipos de arterias y venas de rata (aorta y arteria renal, venas;
cava, portal, yugular y femoral), de cerdo (arteria pulmonar, cerebral, coronaria y vena cerebral)
y cultivo de células endoteliales y musculo liso de humano (Ullmer y col. 1995). En este estudio
se describié a 5-HTig, 5-HT1p, 5-HT24, 5-HT2B, 5-HT4 y 5-HT7 como los principales receptores
expresados en los vasos sanguineos. Posteriormente, en otro trabajo Ishida y col., (1999)
refirieron la presencia de €stos receptores en arterias de humano. Es importante mencionar que,
ambos trabajos descritos anteriormente la expresion del receptor 5-HT2c no fue descrita. De
manera reciente, se ha reportado la presencia de RNAm del receptor 5-HT>c en arterias
pulmonares y en aorta de rata (Zhang y col., 2008, Mironova y col., 2017).

La participacion del receptor 5-HTis en la vasoconstriccion del MLV es ampliamente
descrita diferentes especies, en la arteria iliaca de cobayos (Jdhnichen y col., 2004), arteria
caudal de ratas (Craig y Martin, 1993), arteria cardtida de conejos (Akin y Gurdal, 2002), arterias
humanas (Razzaque y col., 2002; Tanaka y col., 2008) e incluso en la vena umbilical humana
(Rogines-Velo, y col., 2002; Kaumann y Levy, 2006; Ullmer y col., 1995). Por el contrario, la
actividad de este receptor en el endotelio se ha asociado con la vasodilatacion de arterias y venas
(Schoeffter y Hoyer, 1990; Gupta, 1992). El posible mecanismo de relajacion involucrado esta
relacionado con la produccion de 6xido nitrico (NO) (Ishida y col., 1998). E1 NO es generado de

la L-arginina por la accion de la sintasa del NO en presencia de cofactores, como la
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tetrahidrobiopterina. Una vez producido, el NO difunde a las células del MLV vy activa la
guanilato ciclasa, la cual media la vasodilatacion a través de GMPc (Forstermann y Munzel,
2006).

El receptor 5-HT4 se ha localizado en el endotelio de los vasos sanguineos (Ullmer y col.,
1995) y produce vasorelajacion (Cocks y Arnold, 1992).

La expresion del receptor 5-HT7 es descrita principalmente en el musculo liso (Ullmer y
col., 1995). La actividad de este receptor estd asociada en producir la relajaciéon del MLV, a
través de un incremento de AMPc en el citosol (Cushing y col., 1996; Jahnichen y col., 2005;
Leung y col., 1996; Terrén y Falcon-Neri, 1999).

Diversos estudios farmacoldgicos han sugerido que los compuestos que actian sobre los
receptores 5-HT, y en particular la familia de receptores 5-HT>, tienen una gran relevancia en la
mediacion de la fisiologia vascular normal y en patologias cardiovasculares (Cohen y col.,
1981;Villalon y col., 1997, Frishman y Grewall, 2000; Connor y col., 1989; MacLean y col.,

1996; Maroteaux y col., 2017; Nagatomo y col., 2004).

El receptor 5-HT2a

El receptor 5-HT»a se considera el principal mediador de la vasoconstriccion del MLV (Ullmer y
col., 1995, Ramage y Villalon, 2008, Machida y col., 2013). La induccion de la vasoconstriccion
por el receptor 5-HT2a se ha demostrado en diversos tipos de arterias, tanto en animales como en
humanos (Yildiz y Tuncer, 1995; Verheggen y col., 1996; Ellwood y Curtis, 1997; Miyata y col.,
2000; Tanaka y col., 2008; Ullmer y col., 1995).

En algunos trabajos, se ha asociado la actividad del receptor 5-HT2a con la hipertension
pulmonar y sistémica. La estimulacion de los receptores 5-HT2a a nivel central puede conducir a

un aumento de la presion arterial. De manera general, este aumento de presion arterial es en parte
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a través de la activacion de las neuronas premotoras simpaticas, incluyendo el principal grupo de
neuronal regulatorias cardiovasculares en la médula ventrolateral rostral, debido a las
interconexiones de las areas limbicas e hipotalamicas, y también por circuitos de reflejo quimio y
barorreceptor cardiovascular (Watts y col.,, 2012; Ramage y Daly, 1998); asi como, por la
contribucion de la liberacion de vasopresina (Saydoff y col., 1996).

Se ha descrito que existe un aumento de la respuesta vasoconstrictora en arterias
pulmonares de ratas con hipertension pulmonar (MacLean y col.,, 1996). En modelos de
hipertension pulmonar en ratas, se ha determinado que el antagonista 5-HT»a, sarprogrelato,
mejora la disfuncion vascular y promueve una mayor supervivencia ( Hironaka y col. 2003).

Desde la década de los 80, la ketanserina, un antagonista 5-HT>4, ha sido utilizado como
agente antihipertensivo (De Crée y col., 1981; Wenting y col., 1982; Ernst y Matrai, 1984). La
norfenfluoramina, un agonista 5-HT evaluado en un modelo de hipertension sistémica, produce
un aumento de la contraccion arteria renal y aorta toracica a través del receptor 5-HT2a (Ni y col.
2007). En otro estudio, se establecié el efecto antihipertensivo de la formononetina, un
fitoestrogeno asociado a la disminucion de la expresion de los receptores 5-HT2a (Sun y col.
2013), lo que sugiri6 la posible participacion de éste receptor en la hipertension. Aunque no se
ha descrito el mecanismo que explique la posible relacion entre la presion arterial y el receptor 5-
HT2a, algunos estudios sugieren que existe una relacion entre el polimorfismo T102C del gen
que codifica para el receptor 5-HTza y el riesgo de padecer hipertension (Liolitsa y col., 2001;
Yamamoto y col., 2006).

Otros estudios apoyan la participacion de otros miembros de la familia 5-HT> en el
desarrollo de patologias cardiovasculares y no de manera especifica del receptor 5-HT2a. En
modelos de hipertension sistémica, se ha observado que la ketanserina es inefectiva para inhibir

la respuesta de contraccion inducida por 5-HT en la arteria mesentérica (Watts y col. 1995, Watts
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y col. 1996). A pesar de que los receptores 5-HT2a son los més importantes en normotension,
durante la hipertension, se ha observado que la reactividad por el receptor 5-HT24 s6lo aumenta
en las pequenas arterias de resistencia pero no en las arterias elasticas, esto podria indicar que
distintos receptores tienen diferentes funciones durante la hipertension dependiendo el tipo de
arteria en el que estén expresados (Watts, 1998; Watts, 2002).

Se reconoce que la activacion del receptor 5S-HT2a podria estar involucrada en los procesos
de angiogénesis, supervivencia, migracion y proliferacion celular, sugiriendo su participacion en

la remodelacion vascular asociada a diversas vasculopatias (Liu y col., 2013).

El receptor 5-HT2B

Destacan los diferentes trabajos de Watts y colaboradores quienes han descrito que el receptor 5-
HT,p tiene una importante participacion en modelos experimentales de hipertension. Estos
autores definen que el 5-HT2p es el principal modulador de la contraccion de la arteria
mesentérica y de aorta de ratas con hipertension (Watts y col., 1995; Banes y Watts, 2002; Watts
y Davis 2011).

Watts y Fink (1999) propusieron que el uso de un antagonista del receptor 5-HT2g, LY-
272015, tiene un efecto antihipertensivo. Otros estudios también apoyan el efecto
antihipertensivo del uso de antagonistas del receptor 5-HT2p (Shingala y Balaraman, 2005; Zopf
y col., 2011). Se ha sugerido que el receptor 5-HT2p estd involucrado en la hiperreactividad
arterial observada en la hipertension, como un proceso patologico, mientras que durante la
normotension, la contraccion es inducida principalmente a través del receptor 5-HT2a (Watts,

2009).
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Ademas, Banes y Watts (2002, 2003) han propuesto que los mineralocorticoides pueden
estimular directamente la expresion del receptor 5-HT2g, promoviendo una contracciébn mas
sensible, y que este incremento en la reactividad vascular se deba a un estado patologico.

Launay y col., (2002) demostraron que ciertos pardmetros que definen la patologia de la
hipertension pulmonar, como son la proliferacion de las células vasculares, los niveles de
elastasa y TGF-f, éstos se ven potenciados al utilizar un agonista selectivo para 5-HT2p en
ratones. Sin embargo, la ausencia de expresion del receptor 5-HT2g no mostraba un incremento
de estos mismos parametros.

La actividad del receptor 5-HT2g en el sistema vascular esta asociada con la
vasorelajacion en arterias y venas (Ellis y col., 1995; Glusa y Roos, 1996; Glusa y Pertz, 2000;
Jéahnichen y col., 2005). Se ha propuesto que éste mecanismo se lleva a cabo por un aumento en
la produccion de NO. Se determind que al administrar DOI, un agonista de los receptores 5-HT»,
se producia un aumento en la produccion de NO en cultivos de células endoteliales de arterias
coronarias, ademas la produccion era inhibida cuando se utilizO metiotepina, un antagonista
general de los receptores 5-HT2, pero no cuando se utiliza ketanserina un antagonista de los

receptores 5-HT2a2c (Ishida y col., 1998).

El receptor 5-HT2c

Son realmente escasos los trabajos de investigacion relacionados con la funcion y la expresion
del receptor 5-HT2c en el MLV. En un estudio farmacologico donde utilizaron m-CPP (meta-
clorfenilpiperacina), un compuesto quimico perteneciente a las pipericinas que posee una
afinidad significativa por varios receptores serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT2a, 5-
HT2g, 5-HT2c, 5-HT3 y 5-HT7, se mostré que el estimulo del receptor 5-HT>c produce un

aumento de la resistencia vascular en ratas con hipertension espontanea (Calama y col., 2004).
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Zhang y col., (2008) mostraron la expresion de la proteina del receptor 5-HT>c y mRNA en
aorta de rata. Estos autores hallaron que la cantidad de receptor disminuia en aorta y por el
contrario se veia aumentada en arteria pulmonar de ratas con hipertension pulmonar. Asi mismo,
al inhibir la expresion de éste receptor, también se inhibia la capacidad de proliferacion y de
contraccion de las células en cultivo inducida por 5-HT, lo que indica la participacion de dicho
receptor en la contraccion y vias de sefializacion relacionadas con proliferacion.

La presencia del RNA mensajero de este receptor fue confirmado recientemente en aorta y

arteria mesentérica de rata (Mironova y col., 2017)

La participacion de la 5-HT en el asma

El asma es una enfermedad respiratoria que se caracteriza por la inflamacién cronica de las vias
acreas y desde el punto de vista clinico se define en base a sintomas respiratorios como lo son;
sibilancias, dificultad respiratoria, opresion toracica y tos, que varian a lo largo del tiempo y en
su intensidad, junto con una limitacion variable del flujo aéreo (GINA 2015).

Se ha estimado que existen al menos 350 millones de personas afectadas por el asma
alrededor del mundo (Fanta, 2009; GINA 2015). En México, se ha establecido que el asma, junto
con la bronquitis cronica y el enfisema pulmonar, constituia la decimoquinta causa de mortalidad
en el 2011 y la decimo doceava causa de morbilidad para el 2014 (Secretaria de Salud 2011 y
2014).

La hiperreactividad de las vias aéreas es una respuesta exacerbada del musculo liso hacia
estimulos directos (metacolina y/o histamina) e indirectos (ejercicio, aire frio, hiperventilacion,
AMP), que tiene como consecuencia la disminucién de su calibre (Hargreave y col., 1981;

O’Byrne e Inman, 2003).
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En las vias aéreas la fuente de 5-HT es liberada por las células neuroenddcrinas epiteliales
del pulmoén y células cebadas (Freitag, y col. 1995). Los efectos de éste autacoide en las vias
aéreas son complejos, puede producir contracciéon o relajacion de bronquiolos y bronquios
dependiendo de la especie y de la concentracion usada (Cazzola y col. 1995).

La activacion de los receptores 5-HT2a y 5-HT1a producen contraccion y relajacion del
MLVA respectivamente. La serotonina también promueve contraccion y relajacion de manera
indirecta facilitando la liberacion de acetilcolina por medio de los receptores 5-HT3 y 5-HT»
localizados en la membrana de las terminaciones nerviosas presindpticas del MLV (Cazzola y
Matera, 2000).

Aunque diversos estudios han sugerido que la 5-HT podria tener una participacion en el
asma (Lechin y col., 1996; Lechin y col., 1998; Segura y col., 2010, Arreola-Ramirez y col.,
2013; Diirk y col., 2013). La contribucion de la 5-HT en el asma ha sido controversial, algunos
autores indican que su participacion es incierta debido a que la 5-HT no produce contraccion del
musculo liso de las vias aéreas de humano in vitro (Barnes, 2001). Por el contrario, otros
estudios han indicado que, en pacientes asmaticos, la serotonina inhalada induce una caida en la
funcién pulmonar (Cazzolau y col., 1995).

Se ha observado que los niveles de 5-HT en plasma se incrementan durante la
exacerbacion asmatica y los pacientes asmaticos sintomaticos poseen mayores niveles de 5-HT
con respecto a los pacientes asintomaticos. Ademas dichos niveles estan correlacionados de
manera inversa con la funciéon pulmonar (Lechin y col. 1996). Conjuntamente, el uso de
medicamentos que disminuyen la cantidad de serotonina libre en el plasma en pacientes
asmaticos también reduce la severidad de los sintomas y conduce a un incremento significativo

de la funcién pulmonar (Lechin y col., 1998).
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En un modelo de asma alérgica en cobayos sensibilizados con ovoalbtimina (OVA), se ha
observado que el nivel de 5-HT se incrementa hasta 9 veces en homogenados de pulmoén.
Ademas, en este mismo estudio se observo que la 5-HT esta involucrada en la hiperreactividad
de las vias aéreas posiblemente a través de los receptores 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7 (Segura y col.,
2010).

En el mismo modelo se ha evidenciado que durante el proceso de reto antigénico, la 5-HT
es liberada desde los pulmones, posiblemente desde las plaquetas (Arreola-Ramirez y col.,
2013). Asimismo, se ha descrito que la sensibilizacion con OVA modifica la expresion de los
receptores 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7 en tejido de las vias aéreas (Cordoba-Rodriguez y col., 2016).

Diversos estudios epidemiologicos han puesto en relieve la relacion entre el asma y las
ECV (Appleton y col., 2009; Iribarren y col., 2012; Soriano y col., 2005). Se ha descrito que los
pacientes que padecen desordenes obstructivos de las vias aéreas, como el asma y la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, poseen una mayor prevalencia de ECV (Bellocchia y col., 2013).
En un estudio epidemioldgico realizado en sujetos con asma severa, se observd que las mujeres
mostraban un aumento en el indice de mortalidad por isquemia cardiaca (Torén y Lindholm,
1996). Por otra parte, estudios clinicos han revelado que existe comorbilidad entre el asma, el
sindrome del QT largo (Rosero y col., 1999) y en enfermedades coronarias (Iribarren y col.,
2004; J. Kim y col., 2010). También se ha encontrado que padecer asma es un factor de riesgo
para sufrir accidentes cerebrovasculares (Schanen y col., 2005). En otro estudio epidemiologico,
realizado en una cohorte de pacientes con sintomas tanto de asma y EPOC (sindrome de
superposicion asma/EPOC), se observd un riesgo incrementado para padecer enfermedades
coronarias, arritmias y fallas cardiacas (Yeh y col., 2017).

Un estudio poblacional, mostrd una asociacion significativa entre asma e hipertension

(Johnson y col., 2010). En otro trabajo, se encontrd que el riesgo de padecer hipertension esta
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asociado a la severidad del asma en pacientes juveniles de 18 afios de edad (Christiansen y col.,
2016). A pesar de la evidencia epidemioldgica que muestra la asociacion entre el asma y la ECV
existen pocos estudios que indaguen sobre los posibles mecanismos que describan la

interrelacion entre ambas patologias.
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JUSTIFICACION

El asma y las ECV son problemas de salud en México y en el mundo. Se calcula que
aproximadamente entre el 1% y el 18% de la poblacion mundial es afectada por el asma,
mientras que el 31% padece ECV. En México, las ECV son la primera causa de mortalidad, en
tanto el asma ocupa la décimo quinta posicion. Estudios epidemiolédgicos indican que las ECV
son una comorbilidad comin en pacientes con asma. Sin embargo, son escasos los estudios que
evaluen los efectos del asma en el sistema cardiovascular o que propongan algin mecanismo que

explique la posible relacion entre el asma y las ECV.

Por otra parte, una extensa cantidad de estudios muestran que la 5-HT, particularmente
los receptores de la familia 5-HT», desempefian un papel importante en el desarrollo ciertas

patologias cardiovasculares como la hipertension sistémica y pulmonar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la posible participacion de la 5-HT en el asma y que ciertos estudios indican la
participacion de los receptores 5-HT> en las patologias cardiovasculares y tomando en cuenta
que los cambios en la reactividad vascular son una caracteristica de ciertas enfermedades
vasculares. Nosotros planteamos que la contraccion inducida por 5-HT en el sistema vascular
sistémico, particularmente en la aorta de cobayos sensibilizados con OVA podria modificarse y
que los receptores de la familia 5-HT> (5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT2c) estan involucrados en éste

efecto.

.Se modifica la actividad de contraccion, inducida por los receptores 5-HT2 (5-HT:za, 5-
HT2s y 5-HT2c), de la aorta aislada de cobayos sensibilizados con OVA como un modelo

experimental de asma?
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HIPOTESIS

e Existe un incremento en la contraccién de la aorta aislada de cobayos por los receptores 5-

HT2a, 5-HT28 y SHT2c en un modelo experimental de asma alérgica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la respuesta de contraccion de la aorta y la expresion de los receptores 5-HTza, 5-
HT2p y 5-HT2c en un modelo experimental de asma alérgica en cobayos.

Objetivos especificos

l. Caracterizar farmacoldgicamente la respuesta de contraccidon inducida por 5-HTza, 5-
HT2s y 5SHTac utilizando agonistas y antagonistas especificos, en la aorta de cobayos no
sensibilizados.

2. Caracterizar farmacoldgicamente la respuesta de contraccion inducida por 5-HTza, 5-
HT.s y 5HTac utilizando agonistas y antagonistas especificos, en la aorta de cobayos

sensibilizados con ovoalbimina (OVA).
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MATERIAL Y METODOS

Animales de estudio

Se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley, con peso aproximado de 400 a 500 g al
momento de los ensayos in vitro, fueron criados en condiciones convencionales de bioterio (aire
acondicionado filtrado, 21£1 °C, con 50-70% de humedad, cama estéril) con acceso a agua y
alimento ad libitum con pellets (Teklad Guinea PigDiet 7006, HarlanTeklad, Madison, WI) y
con un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas. El protocolo fue aprobado por el Comité de
Ciencia y de Bioética del INER (protocolo B19-16) y el Comité de Investigacion y Etica del
IMSS (protocolo R-2013-3601-7). El manejo de los animales durante los experimentos se realizd
de acuerdo a lo establecido por el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion y a la NOM-062-ZO0O-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio ™.

Sistema de organos aislados in vitro

Para los estudios in vitro los cobayos fueron anestesiados con pentobarbital sédico a una
concentracion de 35 mg/Kg, 1p. Fueron exsanguinados cortando la arteria femoral,
posteriormente el bloque traquea-pulmoén-corazon fue removido y la aorta toracica fue extraida,
de cada aorta se obtuvieron cuatro anillos de 4 mm aproximadamente. Cada anillo aortico se
suspendid en un vaso de un sistema de 6rganos aislados que contenia 5 ml de una solucién
Ringer Krebs Bicarbonato (RKB) con la siguiente composicion (mM): NaCl 120, KCl1 4.77,
KH>PO> 1.2, MgSO4 1.2, NaHCO3 25, CaCl» 2.5 y glucosa 11. La solucion se mantuvo a una
temperatura de 37 °C, con una mezcla gaseosa 5% CO2 95 % Oz y un pH de 7.4. La tension fue

medida por un transductor de tension (HDW100A, TDS125 C, Biopac Systems Inc., CA, USA).
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Los transductores fueron conectados a un amplificador (DA 100C, Biopac Systems) y las sefiales
de los transductores se digitalizaron con una interfaz (MP150, Biopac Systems), los cambios en

la tension fueron monitoreados con el software AcqKnowledge 3.9.1 (BIOPAC Systems)

(Figura 6).
Software
AcgKnowledge
Amplificador red
BIOPAC
Transductor S B B B B

Anillo adrtico RKB pH=7.4

37°C 03295I]/0
CO, = 5%

Figura 6. Esquema del sistema de érganos aislados in vitro.

Los tejidos fueron sometidos a una tension inicial de 1.5 g y se dejaron estabilizar durante
30 minutos, durante este periodo se realizaron lavados de solucion RKB en los minutos 15 y 30.
Concluido el periodo de estabilizacion del tejido, se realizaron 3 estimulos con una solucion de
KCI (80 mM) para determinar su viabilidad y la méxima respuesta de contraccion obtenida en
cada fragmento de aorta. Después de cada estimulo con KCI (80 mM), el anillo de aorta se lavd
con solucion RKB y se dejo estabilizar el tejido durante 20 minutos. La tercera respuesta de
contraccion por KCI (80 mM) se considero el 100% de respuesta, la cual fue comparada con las

respuestas inducidas por cada agonista y/o antagonista. Antes de adicionar agonistas o
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antagonistas serotoninérgicos al sistema de organos in vitro, el anillo de la aorta se mantuvo en

reposo durante una hora (Fig. 7).

KCI [80 mM] 5-HT

[100 uM]
'

M ﬁ - | T M

— \ﬁ__u‘_‘, = [0.1 uM]

Tiempo

Gramos de Tension

Figura 7. Registros representativos de la contraccion obtenida con diferentes concentraciones de 5-HT

Posteriormente, se evaluaron los diferentes agonistas y antagonistas especificos para cada
receptor de la familia 5-HT> (Cuadro 2). Los antagonistas fueron preincubados 20 min antes del
estimulo con 5-HT (100 uM). Las respuestas fueron registradas por un periodo de 26 min, cada 2

minutos.
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Cuadro 2. Agonistas y Antagonistas serotoninérgicos utilizados en este estudio.

Farmaco Actividad Receptor Concentracion  Referencia

5-HT Ligando 5-HT 100 uM Watts y

enddgeno Thompson

(2004)

TCB-2 Agonista 5-HT2a 100 uM Watts y col.,
(2015)

MDL 100907  Antagonista 5-HT2a 10 nM Mbaki y
Ramage, (2008)

BW723C86 Agonista 5-HT2B 100 uM Glusa y col.,
(2000) y
Watts y col.,
(2015)

RS-127445 Antagonista 5-HT2B 10 nM Watts y
Thomson (2004)

WAY 161503  Agonista 5-HT2c 100 uM Mbaki y
Ramage (2008)

RS-102221 Antagonista 5-HT,. 10 nM Seto y col.
(2009)

Procedimiento de sensibilizacion a 1a Ovoalbumina

El proceso de sensibilizacion comprende tres etapas. En el dia 1, los cobayos fueron inyectados

con 60 pg de OVA y 1 mg de hidréxido de aluminio (Al (OH)3) como adyuvante disueltos en 1

ml de solucion salina fisiologica (SSF), 0.5 ml fueron administrados via intraperitoneal y 0.5 via

subcutdnea. En el dia 8, los cobayos fueron nebulizados con OVA disuelta en SSF a una

concentracion de 3 mg/ml durante 5 minutos. En el dia 15, se realizé el mismo procedimiento

que en la etapa anterior, pero utilizando una concentracion de 1 mg/ml de OVA disuelta en SSF

durante 1 minuto. Los animales sensibilizados fueron utilizados en los ensayos en Organos

aislados in vitro entre los dias 21 y 25 (Vargas y col., 2010). Los animales control fueron

administrados y nebulizados con la misma cantidad de SSF.
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Figura 8. Método de sensibilizacion con ovoalbiimina (OVA) en cobayos.

Compuestos quimicos

TCB-2, MDL 100907, BW723C86, RS-127445, WAY 161503 y RS-102221 fueron adquiridos
en Tocris Bioscience (Bristol, UK), la 5-HT fue adquirida en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA). El TCB-2, WAY161503 y la 5-HT fueron disueltos en agua. BW723C86, RS-127445 y
RS-102221 se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO), siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

Analisis estadistico

Los datos estan representados como porcentaje de la respuesta maxima de contraccion obtenida
con 80 mM de KCI que fue tomada como 100%. Asi también, los datos seran expresados como
el area bajo la curva, la cual se obtuvo con el método de integracion trapezoidal, y estd
representada en unidades cuadradas arbitrarias (u?). Para realizar las comparaciones entre los
grupos se tomaron las maximas respuestas obtenidas o bien el area bajo la curva. Las respuestas

de los agonistas y antagonistas estan expresadas como porcentaje de la respuesta de 5-HT que se
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tomoé como el 100%. Todos los datos fueron expresados como la media + el error estandar, las
diferencias estadisticas entre cada punto fueron determinadas por medio de una prueba de t de
Student para datos pareados. La significancia estadistica se establecid a un nivel de p<0.05 de
dos colas. Las diferencias estadisticas entre mas de dos grupos fueron determinadas mediante
una ANOVA de una via (95% CI), seguido de una prueba de Dunnet post hoc. El procesamiento
de datos se realizo con el software INERSTAT-a v2.0 (elaborado por el Dr. Mario H. Vargas) y

GraphPad Prism 7.00.
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RESULTADOS

Contraccion de la aorta de cobayos inducida por diferentes concentraciones de S-HT
Se realizaron curvas no acumulativas de diferentes concentraciones de 5-HT (100 uM, 10 uM, 1
uM y 0.1 uM) para determinar la maxima respuesta sostenida (Figura 9).

La 5-HT produjo un efecto de contraccion dependiente de la concentracion. Debido a que
100 uM de 5-HT provocé la maxima respuesta de contraccion sostenida, se decidio utilizar ésta

concentracion en los experimentos subsecuentes.

100 - >-HT
@ 100uM

801 B ouM
A 1 uM

60 - ® o01uM

40 1

Contraccién (% 80 mM KCI)

201

0 5 10 15 20 25
Tiempo en minutos

Figura 9. Efecto de la 5-HT en anillos de aorta toracica de cobayo. Se muestra la respuesta de la
contraccion inducida por concentraciones unicas de 5-HT (0.1 | IM-100 |M). Los simbolos representan
la media + E.E. n=8.
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Participacion de los miembros de la familia 5-HT2> (5-HT2a, 5-HT2B, 5-HT2c) en la
contraccion de la aorta aislada de cobayo

Con el fin de determinar la participacién especifica de cada miembro de la familia 5-HT> (5-
HTa2a, 5-HT2p y 5-HT2c) se utilizaron agonistas selectivos para cada uno de los receptores. En la
Figura 10, se observa la respuesta de contraccion obtenida con 5-HT y los agonistas especificos
para 5-HT». El agonista 5-HT2a (TCB-2, 100 pM) mostr6é un porcentaje de contraccidon maximo
de 17.85% =+ 0.85. La estimulacion del receptor 5-HT2g con el agonista especifico BW723C86
(100 uM) no produjo una contraccion apreciable en los anillos de aorta de cobayos. Mientras que
la contraccion maxima que se obtuvo estimulando el receptor 5-HT2c (WAY 161503, 100 uM)

fue de 13.81% + 1.54.

100-
@ 5-HT 100 uM

C B TCB-2100 uM
X g0+ H
% @ BW723C86 100 uM
= A WAY161503 100 pM
\e 60 1
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=
2
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S 401
£
=
(=]
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0 5 10 15 20 25
Tiempo en minutos

Figura 10 Contraccion obtenida en anillos aorticos de cobayos, utilizando 5-HT y diferentes agonistas 5-
HT; en funcion del tiempo. Agonistas especificos para 5-HT>4 (TCB-2, 100 uM), 5-HT:3 (BW723C86, 100
M)y 5-HT>c (WAY161503, 100 uM). Los simbolos representan la media + E.E. n=38.
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En la Figura 11, se muestra el 4rea bajo la curva (ABC), de la contraccion producida por
los diferentes agonistas de la familia 5-HT> (5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT2c) expresada en unidades
cuadradas arbitrarias (u?).

La respuesta de contraccion inducida por 5-HT (100 uM) fue considerada como el 100%
de la respuesta, por lo tanto, el agonista 5-HT2a (TCB-2, 100 uM) produjo un 35.6% = 5.57 de
contraccion. El agonista 5-HT2g (BW723C86, 100 uM), sélo indujo 1.99% =+ 0.57 de respuesta,
mientras que el agonista 5-HToc (WAY161503, 100 uM) caus6é un 26.58% + 3.91 de la

contraccion inducida por 5-HT.

1500 -

1000 -

500

Area Bajo la Curva

I m T
S'HT S-HTZA S-HTZB S_HTZC

TCB-2 BW723C86 WAY161503
(100 M) (100 M) (100 M)

Figura 11. Efecto de los agonistas especificos 5-HT>, sobre la contraccion de anillos de aorta de
cobayos. Agonistas especificos para 5-HT4 (TCB-2, 100 uM), 5-HT> (BW723C86, 100 uM) y 5-HT>c
(WAY161503, 100 uM). Los datos se expresan como drea bajo la curva en unidades cuadradas media +
E.E. (n=8§).

Para evaluar la actividad de cada uno de los receptores de la familia 5-HT> en anillos de
aorta se preincubaron con los antagonistas especificos de 5-HT2a, 5-HT2p y 5-HToc en el bafio de

organos aislados, y posteriormente se estimulé con 100 uM de 5-HT. En la Figura 12, se

observa el efecto de los antagonistas especificos de 5-HT2a, 5-HT2p y 5-HT2c.
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El antagonista 5-HT2a (MDL 100907, 10 nM) redujo la contracciéon de 5-HT en un
76.35%, el antagonista 5-HT2g (RS-127445, 10 nM) inhibi6 la contraccién en un 23.84% y el

antagonista 5-HTzc la disminuy6 en 35.8%.
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Figura 12. Efecto de los antagonistas especificos 5-HT», sobre la contraccion inducida por 5-HT
(100uM) en anillos de aorta de cobayos. Antagonistas especificos 5-HT>: 5-HT>4 (MDL 100907, 10 nM),
5-HT»p (RS127445 10 nM), y 5-HT>c (RS102221, 10 nM). Los simbolos representan el promedio + E.E.

(n=8).
En la Figura 13, se encuentran representadas las ABC obtenidas con cada uno de los
antagonistas.
El ABC de los antagonistas SHT>a (MDL 100907 10 nM), 5-HT2g (RS-127445 10 nM) y
5-HTzc (RS-102221 10 nM) disminuyeron en 76%, 12% y 33% respectivamente con respecto a

la ABC de 5-HT, considerado el 100% de la respuesta.
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Los antagonistas 5-HT2a y 5-HT2c disminuyeron la respuesta de contraccion de manera
significativa con respecto a 5-HT, no asi el antagonista 5-HT2g como reveld un andlisis de

varianza de una via (ANOVA 95% CI) seguida de un analisis post hoc de Dunnet.
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Figura 13. Efecto de los antagonistas especificos 5-HT> sobre la contraccion inducida por 5-HT
(100uM) en anillos de aorta de cobayos. Antagonistas especificos 5-HT>: 5-HT>4 (MDL 100907, 10 nM),
5-HT»p (RS127445 10 nM), y 5-HT>c (RS102221, 10 nM). Las diferencias mostradas son con respecto al
grupo control. Los datos se expresan como drea bajo la curva n=8, p<0.05.

Efecto de la sensibilizacion en la contraccion inducida por 5-HT

Como se muestra en la Figura 14, los anillos de aorta provenientes de cobayos sensibilizados,
mostraron un aumento significativo de la contraccion inducida por 5-HT (100 uM) cuando
fueron comparadas con los anillos de aorta de cobayos no sensibilizados. Las aortas de cobayos
sensibilizados alcanzaron un maximo de contraccion media de 57.12% =+ 2.7 en el minuto 26,
mientras que el maximo alcanzado en los cobayos controles fue de 44.36% =+ 4.38 en el minuto
24. La diferencia en el porcentaje de contraccion entre cobayos sensibilizados y no

sensibilizados, comenzo a ser significativa a partir del minuto 18. Las ABC obtenidas con 5-HT
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100 uM fueron de 694.32 £ 66.92 u? en cobayos controles y de 854.62 + 40.96 u® en cobayos

sensibilizados. Al compararse las ABC mediante una t de Student no pareada (2 colas p<0.05) no

se observaron diferencias significativas (Figura 15).
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Figura 14. Efecto de la sensibilizacion a la OVA en la contraccion de anillos de aorta de cobayos
inducida por 100 uM de 5-HT durante 26 minutos (n=8, *p<0.05).
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Figura 15. Area bajo la curva del efecto de la sensibilizacion a la OVA en la contraccion de anillos de
aorta inducida por 100 uM de 5-HT. Los datos mostrados son las medias £ E.E. (n=8, *p<0.05).
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Efecto de la sensibilizacion en la actividad de los receptores 5S-HT24, 5S-HT28 y 5-HT2c

Para determinar como la sensibilizacion modifica la actividad de los receptores de la familia 5-
HT> (5-HT2a, 5-HT28 y 5-HT2c), se realizaron curvas de contraccion, utilizando una dosis unica,
inducidas por agonistas especificos de cada receptor. Se procedid a comparar las respuestas de
contraccién obtenidas con cada agonista, en anillos de aortas provenientes de cobayos
sensibilizados y no sensibilizados.

La contraccion obtenida con el agonista 5-HT2a TCB-2 (100 uM), fue significativamente
mayor en las aortas provenientes de cobayos sensibilizados con OVA comparada con los no
sensibilizados (Figura 16 A). El porcentaje maximo de contraccion en cobayos no sensibilizados
fue de 17.85% =+ 1.7, mientras que el de cobayos sensibilizados fue de 26.97% + 3. Las
diferencias comenzaron a ser significativas a partir del minuto 4.

En la Figura 16 B, se muestra que, la estimulacion del receptor 5-HT2g aplicando 100
uM de BW723C86 en el bafio de 6rganos aislados, produjo una contracciéon minima en las aortas
de cobayos sensibilizados y no sensibilizados.

La contraccion obtenida con el agonista 5-HToc WAY 161503 (100 uM), fue ligeramente
mayor en cobayos sensibilizados (16.6% = 1.55) que en cobayos no sensibilizados (13.8% =+
1.3). Sin embargo, la prueba estadistica t de Student no reveld diferencias significativas en
ninguno de los puntos (Figura 16 C).

En la Figura 17 se muestra una gréafica con los resultados expresados como ABC. Las
ABC obtenidas con 5-HT y cada uno de los agonistas 5-HT> fueron comparadas entre grupos
sensibilizados y sus respectivos controles no sensibilizados.

Con el agonista TCB-2 (100 pM), se obtuvo un ABC de 277.16 + 14 u® en cobayos no

sensibilizados, mientras que en los cobayos sensibilizados el ABC fue de 419.85 £ 49.49 u?.




Emmanuel Gilberto Torrejon Gonzalez 50

En cobayos no sensibilizados, el ABC del agonista 5-HT.g BW723C86 fue de 13.73 +
3.7 u? y en sensibilizados de 24.24 £ 2.1 v2.

En el caso del agonista 5-HT2c WAY 161503, se obtuvo un ABC de 201.42 + 22 u® en
cobayos controles no sensibilizados y de 253.85 + 22.67 u® en cobayos sensibilizados.

Al realizar el andlisis de las areas bajo la curva mediante una t de Student de dos colas, se
observaron diferencias significativas entre las ABC obtenidas con el agonista 5-HT2a TCB-2

(100 uM) en cobayos sensibilizados y controles.
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Figura 16. Efecto de la sensibilizacion en la contraccion de anillos de aorta de cobayos sensibilizados y
controles utilizando agonistas especificos para los receptores 5-HT>: 5-HT24 (TCB-2, 100 uM), 5-HT23
(BW723C86, 100 uM), 5-HT>c (WAY161503, 100 uM) (n=38, *p<0.05).
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Figura 17. Efecto de la sensibilizacion en las areas bajo la curva obtenidas con 5-HT 100 uM y
agonistas especificos para los receptores 5-HT>: 5-HT24 (TCB-2, 100 uM); 5-HT>; (BW723C86, 100 uM)
v 5-HT>c (WAY161503, 100 uM). Los datos se expresan como las medias de las dareas bajo la curva +
E.E. (n=8, *p<0.05).

En la Figura 18, se muestra el efecto de la sensibilizacion en la contraccion de anillos de
aorta de cobayos sensibilizados y no sensibilizados utilizando antagonistas especificos para los
receptores 5-HT>.

Puede observarse que, las respuestas de contraccion de anillos de aorta fueron muy
parecidas entre cobayos sensibilizados y no sensibilizados con los antagonistas 5-HT>a (MDL
100907 10 nM) (Figura 18-A) y 5-HT>c (RS-10221 10 nM) (Figura 18-C). Interesantemente,
un andlisis de t de student, reveld la existencia de diferencias significativas en el efecto del
antagonista 5-HT2p (RS-127445 10 nM) sobre la contraccion inducida por 5-HT 100 [IM entre

cobayos sensibilizados y controles, las diferencias comienzan a ser estadisticamente

significativas a partir del minuto 6 (Figura 18-B).
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Figura 18. Efecto de la sensibilizacion en la contraccion de anillos de aorta de cobayos sensibilizados y
controles utilizando antagonistas especificos para los receptores 5-HT>: 5-HT>4 (MDL 100907, 10 nM),
5-HT>p (RS127445 10 nM), y 5-HT>c (RS102221, 10 nM) (n=8, *p<0.035).
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De igual manera, al analizar las ABC de la contraccioén obtenida con 5-HT 100 uM y los
antagonistas 5-HT> entre cobayos sensibilizados y no sensibilizados (Figura 19), se obtuvieron

diferencias significativas entre cobayos control y sensibilizados cuando se utiliz6 el antagonista

5-HTas RS-127445 (10 nM).
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Figura 19. Areas bajo la curva del efecto de la sensibilizacion en la contraccién de anillos de aorta de
cobayos sensibilizados y controles utilizando antagonistas especificos para los receptores 5-HT2: 5-HT4
(MDL 100907, 10 nM), 5-HT>p (RS127445 10 nM), y 5-HT>c (RS102221, 10 nM) (n=8, *p<0.05).

En el siguiente Cuadro 3, se muestran los resultados obtenidos expresados como el

porcentaje con respecto a la maxima contraccidon obtenida con 80 mM de KCI.

Cuadro 3. Porcentaje de contraccion e inhibicion de la contraccion inducido por los agonistas y
antagonistas especificos de 5-HT2a, 5-HT25 y 5-HT2c

5-HT TCB-2 BW723C86 WAY161503 MDL100907 RS127445 RS102221
Agonista Agonista Agonista Antagonista Antagonista ~ Antagonista
5-HT2a 5-HT2s 5-HTxc 5-HT2a 5-HT2s 5-HTxc

44.3%+4.4 17.85£0.85 0.5%+0.38 13.8%+1.54 12.19%+0.38 40.27%+2.46 34.56+2.9
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DISCUSION

En el presente trabajo, evaluamos la participacion de los tres receptores serotoninérgicos que
constituyen la familia 5-HT> (5-HT2a, 5-HT2 y 5-HT2c) en la contraccion de la aorta toracica de
cobayo. Asi mismo, evaluamos el efecto de la sensibilizacion a OVA, como un modelo
experimental de asma alérgica, y encontramos que existe un incremento de la contraccion
inducida por 5-HT, en particular con el receptor 5-HT2a, en la aorta tordcica de cobayos
sensibilizados con OVA.

La familia 5-HT> conformada por 3 miembros, los receptores 5-HT2a, 5-HT2B, y 5-HTac,
comparten homologia estructural, aunque muestran diferencias en su actividad farmacolédgica en
el MLV. Diversos autores han indicado que el receptor 5-HT2a es el principal regulador de la
contraccion en diferentes tipos de arterias tanto de humanos como de animales, particularmente
rata y cerdo (Ullmer y col., 1995; Yildiz y Tuncer, 1995; Verheggen y col., 1996; Ellwood y
Curtis, 1997; Ishida y col., 1999; Miyata y col. 2000; Tanaka y col. 2008).

Existen escasos articulos sobre la participacion de los receptores S-HT> en la contraccion
de los vasos sanguineos de cobayos. Hasta este momento, en cobayo s6lo se han realizado
estudios de la contraccion por 5-HT en la arteria iliaca (Pertz, 1993), la arteria basilar (Chang y
col., 1988) y la arteria cardtida (Weiner y col., 1992). Cabe resaltar que en ninguno de estos
estudios se evalud la participacion especifica de los miembros de la familia 5-HT».

Nuestros resultados confirman los hallazgos previos que el receptor 5-HTza es el
principal receptor modulador de la contraccion de la familia 5-HT> en la aorta de cobayo.

Una aportacion importante de este trabajo, fue que encontramos que el receptor 5-HTac

también participa de manera notable en la contraccion de la aorta de cobayo, contribuyendo hasta
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en un 26.58% de la respuesta inducida por 5-HT. Este es un interesante e importante resultado,
debido a que es la primera vez que se describe su participacion en el proceso de contraccion.

La actividad del receptor 5-HT2c a nivel periférico no ha recibido mucha atencion, las
investigaciones sobre este receptor se han enfocado en el estudio de la funciéon normal y alterada
de los circuitos neuronales implicados en trastornos neuropsiquiatricos (Millan, 2003; Heisler y
col., 2007; Werry y col., 2008, Moya y col., 2011), no asi en el sistema cardiovascular. El
motivo posible por el cual el receptor 5-HT>c no haya sido estudiado de manera mas amplia en el
MLV, se deba a que en los primeros trabajos donde se evalud la presencia de los diferentes
receptores serotoninérgicos en vasos sanguineos, no se reportd su presencia (Ullmer y col., 1995,
Ishida y col., 1999). Ullmer y col., (1995) determinaron que el RNAm del receptor 5-HT>c no se
encontraba expresado. En otro estudio realizado por Ishida y col., (1999) tampoco detectaron la
presencia del receptor 5-HT>c en arterias coronarias de humano. Recientemente, la expresion del
receptor 5-HT>c fue determinada en la arteria pulmonar y la aorta de rata (Zhang y col., 2008,
Mironova y col., 2017). De este modo, nuestro trabajo destaca la participacion del receptor 5-
HTc en la contraccion de la arteria de la aorta de cobayo.

No obstante, el receptor 5-HT2s no mostrd una gran participacion en la contraccion de la
aorta de cobayo. Estos resultados son consistentes con los encontrados por otros autores en otros
tipos de arterias, quienes determinaron que en condiciones fisiolégicas normales, la contraccion
inducida por agonistas especificos del receptor 5-HT2p era minima en arterias, incluyendo aorta
de raton y rata (Watts, 2002, Oriowo y col., 2011, Nelson y col., 2012).

A pesar de que los receptores de la familia 5-HT> estan acoplados al mismo sistema de
transduccion, es posible que los receptores modifiquen su actividad debido al tipo celular en el
que se encuentran principalmente expresados. El receptor 5-HT2p se expresa principalmente en

células endoteliales y en menor medida en el MLV (Ullmer y col., 1995, Launay y col., 2002),
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mientras que los receptores 5-HT2a y 5-HT2c se expresan mas en el MLV. Probablemente, la
contracciébn minima encontrada en nuestros resultados se deba a que el receptor 5-HT2p al
encontrarse predominantemente en el endotelio, su activacion este asociado con la produccion de
NO (Ishida y col. 1998). Es conocido que un aumento en la produccién de NO esta asociado con
la relajacion del MLV, entonces la actividad del receptor 5-HT2g podria estar mas vinculada con
la relajacion, siendo minima la participacion en la contraccion inducida por este receptor.

Uno de los resultados mas significativos de nuestro trabajo es haber encontrado un
aumento de la contraccion inducida por 5-HT en la aorta de cobayos sensibilizados con OVA y
en particular el 5-HT2a. Este incremento de la respuesta por efecto de la sensibilizacion en la
contraccion no se observd con los receptores 5-Hzp y 5-HT2c. El aumento de la hiperreactividad
de la aorta observada en cobayos sensibilizados con OVA puede deberse a la participacion de
diferentes procesos fisiologicos y celulares que se comentan a continuacion.

Diversos estudios epidemioldgicos muestran la existencia de una relacion entre el asma y
diversos tipos de ECV. No obstante, son escasos los trabajos que evalten los mecanismos que
determinen como el asma modifica la actividad del sistema cardiovascular. El asma se
caracteriza por la inflamacion y la hiperactividad del arbol bronquial, afectando a las vias aéreas
proximales y distales; y este proceso inflamatorio puede conducir a una inflamacion sistémica y
lograr modificar las respuestas en el sistema cardiovascular (Ponnoth y col., 2008). Aunque, los
efectos que la inflamacion pudiera tener sobre el sistema cardiovascular durante el asma han sido
escasamente estudiados.

Se ha determinado que la activacion y los niveles de los eosinodfilos de pacientes con
asma se encuentran incrementados y estos incrementos pueden estar relacionados con la
severidad del asma y la funcion pulmonar (Bousquet y col., 1990). La activacion eosinofila

puede liberar diferentes tipos de proteinas y participar en otros procesos. De este modo, se han
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encontrado que existen niveles altos de la proteina reactiva C, un marcador de inflamacion
sistémica, en el suero de pacientes con asma (Takemura y col., 2006). Ademas, existe una
asociacion entre el nivel de esta proteina, la funcién pulmonar y la reactividad bronquial (Kony y
col., 2004). Algo que llama fuertemente la atencion es que la proteina reactiva C, es conocida
también por ser un marcador de prediccion de riesgo de ECV (Ridker y col. 1998; Ridker y col.
2002).

Las plaquetas son los principales reservorios de la 5-HT en la circulacion sistémica,
cuando éstas se activan la 5-HT es liberada en la proximidad elevando su concentracion local en
vasos sanguineos (Holmsen y Weiss, 1979; Ni y Watts, 2006). Creciente evidencia indica que la
activacion plaquetaria puede ocurrir en eventos inflamatorios, como el asma (Yamamoto y col.,
1993, Pitchford y Page, 2006; Benton y col., 2010, Diirk y col., 2013; Idzko, Pitchford, y Page,
2015).

En trabajos realizados por nuestro grupo de investigacion se reportd que los niveles de 5-
HT se elevan en pulmones de cobayos sensibilizados con OVA y que la 5-HT es liberada desde
los pulmones hacia el torrente sanguineo (Segura y col., 2010, Arreola-Ramirez y col., 2013).
Por lo que hemos considerado que la elevacion de la concentracion de 5-HT en la circulacion
sistémica pudiera tener efectos, no solo en las vias aéreas, sino alcanzar sus efectos en el sistema
cardiovascular.

En arterias pulmonares de pacientes asmaticos se ha reportado el aumento de células
mononucleares y eosindfilos en la capa adventicia de vasos sanguineos pulmonares provenientes
de las vias aéreas (Saetta y col., 1991). Ademas, la expresion de COX-2 y la produccion de
prostaglandinas (PGE2 y PGI2) se encuentran significativamente incrementadas y existe un
decremento en la vasodilatacion (Foudi y col., 2017). Estos resultados indican que la inflamacién

iniciada durante el asma extiende su efecto hacia los vasos sanguineos. En un modelo de apnea
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del suefio en raton se observd una mayor contraccion en anillos de aorta inducida con 5-HT
respecto a los controles. En éste caso, el aumento de la reactividad vascular, se asocio a la accion
de metabolitos producto de COX, ya que su expresion se hallo incrementada en los ratones en los
que la vasocontraccion fue mayor, ademds esta contracciéon disminuy6 notablemente cuando se
aplicé indometacina, un inhibidor de COX no selectivo (Tual-Chalot y col. 2012).

El aumento de la actividad de las enzimas COX se ha observado en modelos donde existe
un incremento de la contraccion vascular inducida por angiotensina y endotelina (Cortes y col.,
1996; Zhou y col., 2006). Uno de los productos de la enzima COX-1 son los tromboxanos, que
son conocidos por su actividad vasoconstrictora, es importante mencionar que el tromboxano A,
es producido predominantemente en las plaquetas donde es liberado hacia el torrente sanguineo
(Félétou y col., 2011). El aumento de la actividad de las COX y los productos de estas enzimas
que promueven la vasocontraccion explicarian el aumento de la reactividad vascular en modelos
donde la inflamacion se extiende hacia la vasculatura.

Aunado a esto, la actividad de COX parece estar asociada al incremento de ROS en el
endotelio (Tang y col., 2007; Yang y col., 2002) y de manera inversa, en ratas con hipertension
espontanea, se ha encontrado que las ROS aumentan la produccion de tromboxano A> (Gao y
Lee, 2001).

Las ROS son componentes importantes en los mecanismos moleculares implicados en la
patogénesis del asma. La generacion de las ROS es tal que los oxidantes, que median respuestas
inflamatorias, pueden activar citocinas proinflamatorias que facilitan la regulacion la liberacion
de mediadores proinflamatorios (Rahman, 2003). De este modo, se ha observado que en ratas
sensibilizadas con OVA, los niveles de ROS se encontraron incrementados, no solo en vias
aéreas sino también en la aorta, sugiriendo que el estrés oxidativo de las vias aéreas en el modelo

de asma alérgica podria extenderse también hacia la vasculatura sistémica (Al-Harbi y col.,
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2015). Algunos estudios indican que las ROS son capaces de promover la contraccion del MLV
(Ritsick y col., 2007, Costa y col., 2016), aunque los mecanismos exactos por los cuales las ROS
inducen contraccion en el MLV se desconocen. Se ha propuesto que es posible que su
participacion sea a través de la activacion de la via de Rho (MacKay y col., 2017; Tsai y Jiang,
2010), del incremento de los niveles de Ca®' intracelular (Xu y Touyz, 2006) y/o por el
decremento de la biodisponibilidad de NO, lo que explicaria también el incremento de la
reactividad vascular (Rubanyi y Vanhoutte, 1986). Tanto un aumento de la actividad de Rho
quinasa como las ROS podrian parcialmente explicar el aumento de la contraccion inducido por
5-HT. También un aumento de la actividad de la enzima NADPH oxidasa podria modificar la
actividad de la contraccion, ya que es una fuente importante de las ROS (Paravicini y Touyz,
2008).

La via Rho quinasa, activada por 5-HT, produce contraccion del musculo liso a través de
la inhibicion de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (Hilgers y Webb, 2005). En un
modelo de diabetes en raton se observo un aumento de la contraccion de la aorta inducida por 5-
HT, la cual fue abatida utilizando un inhibidor de Rho quinasa (Nelson y col., 2012). Aqui
también, es importante mencionar que los inhibidores de Rho quinasa disminuyen la hipertension
pulmonar en modelos animales (Oka y col., 2007; Mouchaers y col., 2010).

Pacientes con enfermedades vasculares, como la hipertension, poseen también disfuncion
endotelial, que es la incapacidad de generar cantidades adecuadas de NO (Forstermann y Sessa,
2012). En este sentido, se ha reportado que en modelos de diabetes donde existe un aumento de
la reactividad vascular, hay una disminucién de la expresion de la enzima sintasa del NO
endotelial (Nishimatsu y col., 2004, Babacanoglu y col., 2013, Mokhtar y col., 2016). Si no se
genera suficiente NO, el equilibrio existente entre la vasocontraccion y la vasorelajacion se

perturbaria generando un aumento hacia la contraccion vascular.
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Una marca distintiva de ciertas patologias vasculares, es la remodelacion vascular. La
remodelacion vascular se define como la alteracion de la estructura del vaso sanguineo,
reduccién del lumen e hipertréfia del musculo liso, lo que conlleva a la pérdida de funcién de los
vasos sanguineos, se da en patologias como aterosclerosis y en hipertension tanto sistémica
como pulmonar (Erijman O. y Litovsky, 2007). Se ha sugerido que la remodelacion vascular
podria ocurrir en la vasculatura pulmonar de pacientes asmaticos. Se ha reportado que el area
vascular se incrementa en pacientes asmaticos con respecto a individuos sanos. Se ha postulado
que éste crecimiento anormal es producto de mediadores inflamatorios como los que se dan en el
asma (Chetta y col. 2007; Walters y col. 2008).

En este punto es destacable mencionar que la 5-HT no solo regula la contraccion, sino
también proliferaciéon y migracion de las células del musculo liso y por lo tanto podria estar
contribuyendo a la remodelaciéon vascular (Fanburg y Lee, 1997). De hecho, el uso de
medicamentos anorexigénicos que elevan la concentracion de 5-HT en el plasma de manera
cronica, se han asociado a hipertrofia cardiaca, degeneracion valvular y riesgo de padecer
hipertension pulmonar (Kaumann y Levy, 2006; Margaret y col., 2010, Dietrich y col., 2017).

La remodelacion vascular también puede ser un efecto secundario de los diferentes
procesos inflamatorios producidos por alguna patologia. Esta inflamacién puede extenderse
hacia el sistema cardiovascular que estd expuesto a todas las sustancias que se encuentran en el
torrente sanguineo.

Es pertinente comentar también que la actividad de los receptores 5-HT2a y 5-HT2s
puede estar modificada en diferentes condiciones patoldgicas. Nelson y col., (2012) hallaron un
incremento en la respuesta de contraccion de la aorta por los receptores 5-HT2a y 5-HT2p en un
modelo murino de diabetes. En otro estudio en un modelo de diabetes, se observé también que la

arteria renal de conejo presentaba mayor contraccion inducida por 5-HT (Miranda y col., 2002).
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En un modelo de hipertension pulmonar hipoxica cronica, se observo que el receptor 5-
HT2a estaba involucrado en el aumento de la contraccion inducida por 5-HT en diferentes tipos
de arterias de conejo (MacLean y col., 1996). En ese mismo modelo, otros autores demostraron
que el uso del antagonista 5-HT»a sarpogrelato, disminuyd los efectos de la hipertension
pulmonar a través de la inhibicion de la proliferacion de las células del MLV en arterias
pulmonares de rata (Geng y col., 2016).

Banes y Watts (2004) evaluaron la expresion del RNAm y la proteina del receptor 5-
HT2g en condiciones de hipertension, encontrando que este receptor estaba sobreexpresado. Asi
mismo, se ha observado que el uso del antagonista 5-HT2g LY272015 reduce la presion arterial
de ratas hipertensas, indicando la importancia de éste receptor durante esta patologia (Cohen y
col., 1996; Watts, 1997; Watts y Finck, 1999). Para explicar estas observaciones, Watts (2009)
propone que durante la hipertension, la localizacion de los receptores 5-HT2p pasa de estar
predominantemente en el endotelio para expresarse en el MLV durante la hipertension, siendo
también que la 5-HT tiene una mayor afinidad por el receptor 5-HT2s comparada con los
receptores 5-HT2ay 5-HT1s (Watts, 2009).

Es entonces que, se requieren mds estudios para determinar si el proceso inflamatorio
originado por el asma alérgica provocaria un aumento de reactividad vascular inducido por 5-HT
y explorar los efectos del asma en las ECV. Estos estudios podrian estar vinculados con
diferentes procesos fisioldgicos que estan involucrados, como la ROS, la via de sefializacion de
Rho, la disfuncion endotelial, la remodelacion vascular, la produccion de citocinas, etc. Ademas,
evaluar como los niveles de 5-HT modificados en pacientes asmaticos y en modelos animales

pudieran tener un efecto a largo plazo sobre el sistema cardiovascular.
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CONCLUSIONES
De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir que:
1. Se confirma la relevante participacion del receptor 5-HT2a en la contraccidon de la aorta
de cobayo.
2. Se muestra el primer indicio de la participacion del receptor 5-HT>c en la respuesta de
contraccion inducida por 5-HT.
3. EI receptor 5-HT»p participa de manera irrelevante en la respuesta de contraccion
inducida por 5-HT.
4. La sensibilizacion alérgica (OVA) modifica la contraccion inducida por 5-HT,

especificamente por el receptor 5-HT24, en anillos de aorta aislada de cobayos.
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PERSPECTIVAS

1. Describir farmacologicamente, de manera mas amplia, la participacion del receptor 5-
HT2c en la contraccion de la aorta.

2. Evaluar la participacion de otras sustancias vasoconstrictoras que regulen la reactividad
vascular de la aorta aislada de cobayos sensibilizados.

3. Determinar los posibles mecanismos que expliquen el incremento de la reactividad de la
aorta inducida por 5-HT.

4. Evaluar la participacion de la inflamacion en el incremento de la reactividad de la aorta

inducida por 5-HT.
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