UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIiENCIAS

"EFECTO DEL AMORTIGUADOR DE CITRATOS EN LA
RESPUESTA DE BRONCOCONSTRICCION E
HIPERREACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS DEL COBAYC",

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B I O L O G A
P R E S E N T A
NANCY SANCHEZ FUENTES

DIRECTORA DE TESIS
DRA. BLANCA MARGARITA BAZAN PERKINS

J

TESISCON
- “ALLADE QRIGE

¥
}
osss

YACULTAD DE CIENCIAS
SECCION ESCOLAR

- |
¥l




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIS NO SALL

Vg LA BIBLIOTESA



5@\. chez ¥ cenk €D
Nea ney -
13 -01=0 '
C1

ACT. MAURICIO AGUILAR GONZALEZ

Jefe de la Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito:
"Efecto del amortiguador de citratos en la respueqta de broncoconstriccion e

hiperreactividad de las vias aéreas del cobayo'

realizado por Sanchez Fuentes Nancy

con numero de cuenta 9632957-5 , quien cubrié los créditos de la carrera de: Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

1

Atentamente |

Director de Tesis Dra. Blanca Margarita Bazan Perkins /b{lﬁ/f)
Propietario /

Propietario M. en C. José Luis Arreola Ramirez

Propietario Dra. Patricia Segura Medina /FF.__-_H)/(E\{

Suplente Dra. Maria Luisa Fanjul Pena L . ‘\-_\\ s \ N \\5
Suplente Dra. Maria de Lourdes Segura Valdez

ConsejoDepartamcntalde Biologia Fm‘fmnscmm

Wmer Chavez ——— PhE\

ONIDAD DE ENSERANZA
DE g oviip




AGRADECIMIENTOS

Principalmente a Dios por darme la vida. y fuerza de superar los obsticulos que se me

presentaron durante el largo camino de la primaria a la universidad.

A todo el laboratorio de asma en especial a Paola por su apoyo académico y moral. asi como a

Vero, Paty Segura. Betina, José Luis, Sra. Tofita, Paty Campos, Lull (secretaria).

Obviamente a Dr. Luis Montafio y Blanca B. por permitirme usar las instalaciones del

laboratorio de asma, del INNER.

También al laboratorio de Neurofisiologia Comparada de Invertebrados, sobre todo a la Dra.

Banjul y Julio.
De igual forma a mis papas y hermanos (Blanca E, Asai). en especial a mi mama por su apoyo.

Agradezco también a todos mis primos, principalmente a Rosy, Marvin, Genis, por su apoyo
moral y motivacién. a Tino por la transmision de su sabiduria, su apoyo moral y econdémico, a

Chuy por su motivacion.

A todos mis amigos por creer en mi, aunque solo mencionaré los que estuvieron conmigo més
recientemente, pero todos contribuyeron en darme confianza para concluir esta etapa:
Fernando. Marlen, Siomara, Cinthya, Genaro, Tere, Rafa, Marisol. Blanca S., Adrian,

Melquiades... ¥icoue
3

También a mis padrinos que confiaron en que lograria terminar, y al coro Renacimiento, por su

apoyo moral.



INDICE

Pagina

RESUMEN. .. it eeeee e e e et e s e e e e e e e e 1
ANTECEDENTES ..oinivnsimtnsanranisiiiiaesn i 2
INTRODUCCIOM coccocs i s i i i s i 4
1. Fisiopatologia del asma...........cccocvvveeiiieeiiiciiiiiiceeeeee 4

2. E) estres OXIdalIVO ..« o ccsmimsriam sbsisisssnamsssnaviisciasss v 5

3 EIGIUtation. ..o 7

4 EIGSH y el sistema inmune...........ccccoeeveeiiiiiinininieieeeee e 7

5Bl ACido - ClC 0w s s s s T 10

HIPOTESIS oo 13
DBIETIVOS s s i s R R 13
METODOS oo 14
Animales................... 14

Experimentos in vivo

1. Procedimiento de sensibilizaciéon...................ccccccoceeeeee. 14
2. PletiSmiOgrafia. ...commsmassmmmsos o is s 14
3. Reactividad a la histamina....................ccocceiiieii.. 18
4 Lavado broncoalveolar..................oooooiiiii 18

Experimentos in vitro

1. Obtencién del tejido traqueal................cc.cooooceeiiiiiie.. 19
2. Reto antigénico

.................................................................... 19
3. Curvas concentracion-respuesta a carbacol e histamina.... 20
= {14 LoLo L SR 20

Analisis de datos......couvwisnaunuanimasasaassssta i 20



RESULTADOS .. oottt e e eeaee e
Experimentos in vivo
1. Efecto del amortiguador de citratos en el reto
CONOVORIDUMING ......o.om st i aesaEg
2. Efecto del amortiguador de citratos en la
reactividad de las vias aéreas a la histamina.................

3. Cuentas celulares diferenciales...............c.cocooveieiiiic,
Experimentos in vitro

1./ Rt antigenitn...uu it s i

2. Curvas concentracién-respuesta a carbacol. e histamina....

5 L o

CONCLUSION ..o

GLOS AR s omnsenmnisiss s e 5 i T e S AN A G

REFERENCIAS ... ..o

22

22

23

28

22

32



RESUMEN

El ciclo del acido citrico es la via degradativa mas importante para la generacion de trifosfato de
adenosina (ATP). Recientemente se ha descrito que una consecuencia de la acumulacion de
citratos, debido a la inhibicién del ciclo del acido citrico por ATP, es la generacion de grandes
cantidades de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida (NADPH), un precursor en la
generacion de glutation reducido (GSH) El GSH ademas de ser un antioxidante, también ha
mostrado propiedades importantes en la regulacion de la respuesta inmune.

El incremento del GSH en las células presentadoras de antigeno disminuye la produccion de la
interleucina 4 y aumenta la produccion de interferon y Este fenémeno impide la maduracion de
linfocitos T helper o auxiliadores 2 (Th2) y polariza la maduracion a Th1. La disminucién de los
linfocitos Th2 reduce de manera importante la expresién de inmunoglobulina E y de citocinas pro-
inflamatorias. De acuerdo a lo anterior, si la acumulacién de citratos incrementa la produccion de
GSH, inhibiendo la maduracién de los linfocitos Th2 (reguladores de la produccion de anticuerpos
involucrados en las enfermedades alérgicas), entonces la administracion de citratos o su
equivalente, el amortiguador de citratos, podria disminuir la respuesta al reto antigénico de
cobayos sensibilizados a ovoalbumina Para evaluar esta hipotesis, se sensibilizaron cobayos a
ovoalblimina para posteriormente retarlos antigénicamente con aerosoles de esta proteina. Los
retos se llevaron a cabo cada 10 dias durante dos meses y en cada reto se determind el indice de
broncoconstriccion maximo alcanzado durante una hora. El tratamiento con tres dosis diferentes
del amortiguador de citratos (0.15, 0.3 y 0.6 mi de 0.1 M) administrado durante la primer semana
de administracion de reto antigénico y con un refuerzo al mes, fue capaz de disminuir la respuesta
maxima de broncoconstriccion producida por el reto durante los dos meses siguientes. En el dltimo
dia de estudio se evalud la reactividad a la histamina en los cobayos sensibilizados. Tres de los
cuatro cobayos tratados con 0.6 ml del amortiguador de citratos mostraron hiperreactividad y solo
uno fue hiporreactor. Las células en los lavados bronqueoalveolares de los animales sensibilizados
presentaron neutréfilia y esta no fue modificada por el tratamiento con el amortiguador de citratos.

Adicionalmente, se observd que el amortiguador de citratos no modifica la respuesta in vitro del
musculo liso tragueal a la histamina, carbacol, ni al reto con ovoalbumina. Con estos resultados
concluimos que el amortiguador de citratos es capaz de disminuir la respuesta al reto antigénico de
cobayos sensibilizados por un efecto que no incide de forma directa sobre el musculo liso.
Adicionalmente, debido a que los citratos no modificaron la hiperreactividad a la histamina in vivo,
es probable que el efecto del farmaco no se deba a la disminucién del proceso inflamatorio en el
pulmoén.



ANTECEDENTES

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas en la que
participan muchas células y elementos celulares, en particular células cebadas,
eosinofilos, linfocitos T, macréfagos, neutrofilos y células epiteliales. En personas
susceptibles, esta inflamacion causa episodios recurrentes de respiracion
sibilante, falta de aliento, opresion del pecho y tos, especialmente en las noches y
por la mafana. Estos episodios estan usualmente asociados a una obstruccion
difusa y variable del flujo aéreo, que suele ser reversible ya sea en forma
espontanea o con tratamiento. Un rasgo caracteristico de esta enfermedad es la
hiperreactividad de las vias aéreas. Esta ultima consiste en un incremento de la
sensibilidad del musculo liso traqueobronquial ante estimulos fisicos (aire frio,
inhalacion de soluciones hipoténicas etc.) o quimicos (agonistas colinérgicos,
histamina etc.) Esta situacién hace que las vias aéreas respondan en forma
exagerada ante estos estimulos produciendo una disminucién en su calibre y

dificultando el paso del aire (Expert Panel Report 1997).

Los factores desencadenantes de una crisis de asma pueden ser de tipo
inmunoloégico o no inmunolégico. En el primer tipo se producen anticuerpos en
respuesta a una primera exposicion a un antigeno o alergeno en un proceso
llamado sensibilizacion. Este proceso se inicia cuando un individuo susceptible se
expone a un alergeno y éste es captado por las células presentadoras de antigeno
(células dendriticas), que lo procesan y lo presentan a los linfocitos T auxiliadores
(helper) indiferenciados conocidos también como ThO. Dependiendo del tipo de
citocinas presentes en el medio extracelular, los linfocitos ThO pueden
diferenciarse a Th1 o Th2 (Wu y col. 2001; Ma y Ma 2002; Kidd 2003). Estos
ultimos son capaces de interaccionar con los linfocitos B, que después de
convertirse en células plasmaticas, producen inmunoglobulina E (IgE) con
especificidad para ese alergeno. Esta IgE es capaz de unirse a la superficie de
eosindfilos, monocitos, mastocitos y basoéfilos. Cuando tiene lugar un nuevo
contacto con el alergeno, éste es reconocido por la IgE unida a estas células

provocando una cascada de eventos que involucran la activacion de células y



liberacion mediadores (histamina, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, etc.)
que daran lugar a los sintomas de la reaccion alérgica y a la inflamacion local
(Barnes 2003). Los individuos con tendencia a desarrollar de manera potente la
respuesta al alergeno (sensibilidad inmediata) se conocen como alérgicos. En el
asma no inmunologica al parecer no hay una sensibilizacion como tal y la
inflamacién es ocasionada por estimulos muy variados como la inhalacion de
quimicos, infecciones virales, factores genéticos o antigenos desconocidos
(Humbert y col. 1999; Hoffmann y col. 2002). No obstante, la inflamacion en este
tipo de asma también esta controlada por los linfocitos Th2 (Kips y col. 2001;
Barnes 2003).



INTRODUCCION

1. Fisiopatologia del asma

La inflamacion de las vias aéreas ha resultado ser el factor mas importante en la
patogénesis del asma (Expert Panel Report 1997). La inflamacion es una
respuesta que defiende al individuo de la invasion de microorganismos y toxinas.
Consiste principalmente en la incorporacién de neutréfilos, monocitos, basofilos,
eosindfilos y linfocitos dentro del sitio de infeccion o dafio y su activacion para la
eliminacion del agente infeccioso (Abbas 2000; Yanez y col. 2000). La respuesta
inflamatoria en el asma se caracteriza principalmente por la infiltracion de
eosindfilos, de manera semejante a los procesos inflamatorios de las infecciones,
pero la presencia persistente del estimulo puede perpetuar la eosinofilia con
secuelas importantes en la patogénesis de la enfermedad (Lemanske y Busse
2003). Adicionalmente, después de la exposicion al alérgeno se produce un
incremento transitorio en el numero de neutrofilos. Esta neutrofilia se vuelve
cronica si el asma es severa y, debido a la gran cantidad de mediadores que
liberan estas células (proteasas, especies reactivas de oxigeno, citocinas etc.)
este tipo celular contribuye fuertemente dafando a la via aérea (Chung y O'Byrne
2003; Hellings y col. 2003).

Una consecuencia de la inflamacion es la obstruccion de las vias aéreas debido a
la disminucién o limitacion de flujo aéreo. Esta limitacion es resultado de multiples
factores fisiologicos y estructurales que inducen la contraccién del musculo liso,
generando edema, hipersecrecion de moco, etc. (Bousquet 2000; Jeffery 2001,
Busse 2003). Por ejemplo, mediadores secretados durante la activacion de
algunas células inflamatorias tales como histamina, cisteinil leucotrienos (LTC,,
LTD4, LTE,), prostaglandina D, factor activador de plaquetas entre otros, pueden
directamente contraer al musculo liso bronquial. Después del reto antigénico la
broncoconstriccion inmediata es consecuencia de la liberacion de histamina

principalmente de los mastocitos (De Boer y col. 1998).



Aungue la obstruccién de las vias aéreas en el asma se considera reversible,
existe cada vez mas informacion acerca de pacientes con asma con
modificaciones permanentes en sus funciones respiratorias (Brinke y col. 2001,
Vignola y col. 2003). Se ha planteado que esos cambios permanentes son una
consecuencia de procesos repetidos de dafo y reparacion, producidos por la
inflamacion cronica, que “remodelan” la via aérea (Wang y col. 2003). Esta
remodelacion es responsable de que en las vias aéreas se presente una mayor
reactividad a diversos estimulos, un fenémeno conocido como hiperreactividad
(Wang y col. 2003; O'Byrne e Inman 2003; Boulet 2003). Existen dos tipos
celulares importantes en el proceso de inflamacién-remodelacion que también
estan fuertemente ligados con la hiperreactividad: la eosinofilia y la neutrofilia (De
Boer y col. 1998; Barnes 2003; Lemanske y Buse 2003).

El estrés oxidativo es una importante consecuencia de la inflamacion. Esta se
genera debido a que en las vias aéreas existe una produccion persistente de
oxidantes que es equilibrada por mecanismos antioxidantes, pero durante la
inflamacion se presenta un desequilibrio al incrementarse de manera exacerbada
las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Henderson WR y col. 2002; Combhair y
Erzurum 2002; Wood y col. 2003; Barnes 2003). Este desequilibrio se ha
relacionado con una mayor inflamacién, hiperreactividad, hipersecrecion de moco,
dario epitelial, exudacion vascular asi como en un decremento en la actividad de
los mecanismos antioxidantes en el tracto respiratorio, exacerbando el estrés
oxidativo (Grimble 1998; Barnes 2000; Comhair y Erzurum 2002).

2. El estrés oxidativo
Los eosindfilos, macrofagos alveolares y neutrofilos de pacientes con asma
producen mas ERO que los individuos sanos. El blanco de las ERO son los
componentes lipidicos ricos en acidos poliinsaturados de las membranas celulares
lo que se traduce en daiio y desprendimiento de las células epiteliales (Comhair y
Erzurum 2002; Barnes 2003). Debido a que se ha visto que la contraccion el
musculo liso de las vias aéreas aumenta cuando el epitelio es danado o removido,
se ha sugerido una estrecha relacion entre el dafo epitelial y la hiperreactividad de



las vias aéreas (Barnes 2003). Otro mecanismos de dano por ERO es mediante la
activacion del factor nuclear k3 (NFxp) en las células inflamatorias y el epitelio de
las vias aéreas (Barnes 2000). La activacion de este factor se produce en el asma
y es clave para perpetuar la inflamacién, pues entre otras acciones induce la
expresion de moléculas pro-inflamatorias como las interleucinas (IL) -1B, -2 y -6, el
factor de necrosis tumoral a, el factor estimulador de colonias de granulocitos y
monacitos, la eotaxina, la ciclooxigenasa-2, la sintasa inducible del oxido nitrico
asi como de moléculas de adhesion (Hoffman y col. 2002; Barnes 2003; Wood y
col. 2003).

La produccion de las ERO se produce en cascada y se inicia con el radical
superoxido (O7). Los radicales se caracterizan por poseer uno o mas electrones
no pareados. El O; es un producto normal del metabolismo aerébico donde se
forma en pequenas proporciones (1-2% del O; total consumido) a partir del O,
utilizado en la respiracion mitocondrial (Comhair y Erzurum 2002; Wood y col.
2003). La produccion de éste radical durante la descarga respiratoria de fagocitos
(via de la hexosa monofosfato) forma parte del sistema de defensa del organismo
contra bacterias y virus. Sin embargo, la inflamacion persistente puede generar
cantidades exacerbadas de O; en mastocitos, macréfagos, eosinofilos vy
neutrofilos activados, y se ha demostrado que este radical puede incrementar

directamente la reactividad de las vias aéreas (Barnes 2003).

Posteriormente, la superdxido dismutasa (SOD) citoplasmatica cataliza la reaccion
de dos moléculas de O; con protones para formar otra ERO, el peréxido de
hidrogeno (H202; Fig. 1). EI H;0, tiene gran importancia debido a que en
presencia de los metales de transicion Cu” o Fe** forma radicales hidroxilo (OH").
Este ultimo radical es de los mas toxicos pues oxida proteinas y lipidos alterando
sus funciones. Adicionalmente el H;O; induce la liberacién de mediadores que
contraen potentemente al musculo liso de las vias aéreas como el 8-Isoprostano

formado por oxidacién no enzimatica del acido araquidénico (Barnes 2000).



3. El glutation
Una forma de neutralizar al H;O; puede ser mediante las catalasas que rompen la
molécula para formar O; y H,O. Otra via es mediante la glutation peroxidasa
(GPOD), una enzima que elimina H,O; por catalisis y oxidacién del glutation en su
forma reducida (GSH; Fig. 1). La glutation reductasa convierte al glutation oxidado
(GSSG) en GSH con intervencion de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducida (NADPH). Esta udltima molécula es muy importante en el balance de
oxido-reduccién o redox del sistema GSH/GSSG, pues impide que se agoten las
reservas de GSH (Combhair y Erzurum 2002; WHO 2003; Fig. 1). EI GSH, ademas
de ser un captor de H;O;, como sustrato de la enzima glutation peroxidasa,

también ha demostrado ser captor de OH" (Dworski 2000).

Ademas de las ERO existen las especies reactivas de nitrégeno. El éxido nitrico
(NO’), un importante mediador de la reactividad del musculo liso es también un
radical libre altamente reactivo (Lowenstein y col. 1994; Dworski 2000; Comhair y
Erzurum 2002). Se sabe que los pacientes con asma exhalan mas NO™ que los
individuos sanos (Hatch 1995). En estos individuos, la activacion de neutrofilos,
por ejemplo, activa a la éxido nitrico sintetasa que, utilizando a las ERO, es capaz
de combinarse con el NO™ para producir sustancias mucho mas téxicas que el
propio NO™ tales como el acido peroxinitroso y el radical peroxinitrito (Greene
1999; Comhair y Erzurum 2002; Wood y col. 2003). Este radical es también
controlado por el GSH (Mallet y Sun 2003; Fig. 1).

4. El GSH vy el sistema inmune
Ademas de preservar el balance redox intracelular, el GSH juega un papel
importante detoxificando toxinas, remodelando la matriz extracellular vy
participando en la apoptosis y la respiracion mitocondrial (Rahma y MacNee 2000,
Ma y Ma 2002; Kidd 2003; Komatsu y col. 2003). Adicionalmente, se ha
demostrado que el GSH tiene propiedades importantes en la regulacion de la
respuesta inmune (Peterson y col. 1998; Ma y Ma 2002; Kidd 2003).
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Figura 1. El glutatién es uno de los principales componentes de la
defensa contra la oxidacion. Durante la inflamaciéon, la cascada de
oxidantes se puede iniciar con la producciéon del radical superoxido (O7) en
macréfagos, eosindfilos y neutréfilos. EI O, es convertido en perdxido de
hidrogeno (H;0,) por la superoxido dismutasa (SOD). El H,0; es precursor
del radical hidroxilo (OH’). El glutation (GSH) formado con ayuda de la
glutatién reductasa (GR) a partir del glutation oxidado (GSSG), elimina al
H,0, utilizando a la glutation peroxidasa (GPOD). El GSH también puede
controlar los niveles del radical peroxinitrito (ONOQO"). El potencial redox del
GSH/GSSG es regulado por una molécula transportadora de electrones, la
nicotinamida adenina dinuclettido fosfato reducida (NADPH). A su vez el
potencial redox del sistema NADP*/NADPH esta controlado por la oxidacién
de la glucosa 6-F (por via de la hexosa monofosfato) o del isocitrato.
Abreviaciones: glucosa 6-F deshidrogenasa (G6FDH), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6FGDH), isocitrato deshidrogenasa (ICDH). Tomado de
Mallet y Sun 2003.



En 1986 Mosmann y colaboradores propusieron una teoria sobre la regulacion del
sistema inmune basada en la homeostasis de la actividad de los linfocitos Th1 y
Th2. Esta hipotesis se derivé del descubrimiento sobre los diferentes patrones de
citocinas que expresan las células Th (Mosmann y col. 1986). Por ejemplo, las
células Th1 que expresan IL-12 e interferon y (INF-y), dirigen la “inmunidad celular”
para combatir virus y otros patodgenos intracelulares, asi como para eliminar
células cancerosas. Las células Th2, que expresan IL-4 y -10, dirigen la
“inmunidad humoral” que regula la produccion de anticuerpos para combatir
organismos extracelulares (Wu y col. 2001; Ma y Ma 2002; Kidd 2003). Ambos
tipos celulares maduran a partir de linfocitos ThO que se desarrollan a Th1 si el
linfocito fue estimulado por las células presentadoras de antigeno con INF-y o IL-
12, 0 a Th2 si fue estimulado con IL4 o -10 (Ma y Ma 2002; Murata y col. 2002,
Nishikubo y col. 2003). Una vez que estas células han madurado, las citocinas
liberadas por los linfocitos Th1 inhiben la maduracion de las Th2 y viceversa
(Peterson y col. 1998; Ma y Ma 2002; Kidd 2003). En los organismos con
predisposicion a presentar alergias hay una polarizacion de las células ThO al
subtipo Th2, generando la cascada de eventos que llevan a la produccion de

moléculas pro-inflamatorias caracteristicas del asma.

Experimentalmente se ha demostrado que la polarizacion a Th1 puede ser
transformada a una dominancia de Th2 a través de la inhibicion del GSH
intracelular de las células presentadoras de antigeno y viceversa. Por ejemplo se
sabe que uno de los efectos del mercurio, la ciclofosfamida, el dietil maleato, el
etanol y las particulas de diesel es inhibir al GSH lo que polariza la dominancia en
la poblacion de linfocitos a Th2 (Peterson y col. 1998; Ma y Ma 2002; Kidd 2003).
De manera inversa, el incremento de GSH disminuye la producciéon de IL-4 y
aumenta la de IFN-y. Esta disminucion de la IL-4 no permite la maduracién de
linfocitos inmaduros a Th2, por lo que la via se dirige a Th1. Este incremento de
linfocitos Th1 reduce la expresion de citocinas Th2 pro-inflamatorias y también
disminuye la produccion de IgE (Peterson y col. 1998; Venarske y DeShazo 2003;
Kidd 2003). Otro mecanismo que favorece la formacion de linfocitos Th1 es por la



acumulacion de GSSG que activa al NF-xB induciendo la produccion de IL-12
(Komatsu y col. 2003). El efecto polarizante para los linfocitos T que se ha
observado en el caso del sistema GSH/GSSG, no lo producen otros antioxidantes
que disminuyen el proceso inflamatorio como los acidos grasos de cadena larga
omega-3 (Kidd 2003).

5. El acido citrico
El acido 2-hidroxi-1,2,3-propanetricarboxilico (HO,CCH,C(OH)(CO;H)CH,CO,H),
o acido citrico, es un acido tricarboxilico no toxico con buena solubilidad en agua y
que solo se descompone a altas temperaturas. Su uso es muy amplio como aditivo
en formulaciones que se utilizan desde la cocina, la cosmetologia, hasta la
industria de los detergentes (McNaughton y Cedaro 1992; Cox y Jenkins 1994). El
acido citrico soélo, o en combinacion con su forma en sal, el citrato de sodio, sirve
para amortiguar el pH, como quelante para controlar la presencia de iones
pesados en el agua, asi como para ayudar a solubilizar algunas sustancias
(McNaughton y Cedaro 1992; Sharma y col. 1993; Karafa y col. 2001;
Keowmaneechai y McClements 2002). La mezcla de citrato de sodio con acido
citrico, conocida como amortiguador de citratos, permite obtener una solucion con
un pH estable y mayor (2 a 7) que la de una solucion sélo con acido citrico
(Hauptfleisch y Payne 1996). Ambas sustancias son absorbidas, completa y
rapidamente metabolizadas en el ciclo del acido tricarboxilico, o ciclo del acido
citrico en las mitocondrias donde precisamente la primera etapa en el ciclo es la
transferencia del grupo acetilo desde la acetilcoenzima A al acido oxalacético para
formar acido citrico. Este ciclo es inhibido por ATP por tanto, una vez que se han

formado reservas adecuadas de energia, el ciclo se interrumpe.

Se ha determinado que se pueden digerir grandes dosis de citrato de sodio (30 a
50 g/Kg diarios) para provocar diuresis alcalina, sin que se produzcan otros
trastornos en el organismo. Asi mismo se ha visto que la adiciéon de acido citrico

en una dieta constante no afecta el pH urinario aun si este es inyectado por via



intravenosa pues es metabolizado rapidamente por lo que no se elimina en la
orina (Sollman 1955).

El citrato de sodio se puede utilizar adn sin combinarse con acido citrico y su uso
mas frecuente es como anticoagulante debido a que se une reversiblemente al
calcio formando compuestos solubles. Por eso es muy frecuente que el citrato de
sodio se utilice en el almacenamiento de sangre, durante la hemodialisis o en el
manejo de la nefrolitiasis y, por sus propiedades amortiguadoras, también se usa
como agente alcalinizante (Oster y col. 1988; Collart y col. 1993). La
administracion de cantidades excesivas de citrato (Mas de 50 g/Kg), como puede
ocurrir cuando se transfunden grandes volimenes de sangre, produce hipocalemia
(disminucién en la concentracion plasmatica de calcio), derivando en tetania y

depresion de las contracciones cardiacas (Bowman y Rand 1984).

Recientemente se ha descrito que el citrato derivado del ciclo del acido citrico
puede abastecer el NADPH necesario para mantener el potencial redox de
sistema GSH/GSSG mediante dos vias (Medvedeva y col. 2002; Mallet y Sun
2003; Fig. 2). En la primera, cuando el ciclo del acido citrico se satura y hay un
exceso de citrato, se interrumpe la glicolisis debido a que el citrato es un poderoso
inhibidor alostérico de la fosfofructocinasa (Parvez y col. 2001). Esta inhibicién
acumula y suministra el sustrato, la glucosa 6-F, para la via de la hexosa
monofosfato que genera importantes cantidades de NADPH (Fig. 2). En la
segunda, es necesario que el citrato se transforme en isocitrato, a traves de una
aconitasa, para posteriormente formar NADPH cuando este isocitrato es
convertido en a-quetoglutarato con la intervencién de la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP”* (Fig. 2).
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Figura 2. Mecanismos antioxidantes del citrato. El citrato incrementa la
formacion de NADPH por dos vias. En una mediante la supresion de la
fosfofructocinasa (FFC) lo que acumula glucosa 6-F que se metaboliza por la via
de la hexosa monofosfato (HMF) produciendo NADPH. En la otra generando
isocitrato que es un sustrato para la deshidrogenasa de isocitrato dependiente de
NADP' (ICDH). Tomado de Mallet y Sun 2003.



HIPOTESIS
Con base a los antecedentes ya descritos, se planteo la siguiente hipotesis:
Si los citratos mantienen el balance redox del sistema GSH/GSSG, para
desactivar radicales libres, y ademas favorecen la via de maduracion de Th1,
disminuyendo la de Th2, entonces el tratamiento con el amortiguador de citratos

podria disminuir la respuesta al reto antigénico de cobayos sensibilizados.

OBJETIVO GENERAL
Conocer el efecto del amortiguador de citratos en la respuesta al reto antigénico
de cobayos sensibilizados y comprobar si el amortiguador de citratos modifica la
reactividad de las vias aéreas in vivo, la inflamacion asi como la contraccién del

musculo liso de las vias aéreas in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Disenar un modelo de sensibilizacion con ovoalbdmina en cobayos.

2. Comprobar si el amortiguador de citratos modifica la broncoconstriccion
inducida por el reto antigénico y la reactividad de las vias aéreas a la

histamina en cobayos sensibilizados con ovoalbimina.

3. Evaluar si el amortiguador de citratos tiene un efecto directo sobre la
contraccion del musculo liso in vitro utilizando anillos traqueales de

cobayos sensibilizados y no sensibilizados.

4. Conocer el efecto del amortiguador de citratos en el infiltrado
inflamatorio de las vias aéreas del cobayo, mediante un lavado

broncoalveolar.



METODOLOGIA
Animales
Se utilizaron cobayos Hartley, machos, con pesos entre 350 a 400g criados en

condiciones convencionales de bioterio con alimento y agua Ad libitum.

Experimentos in vivo

1. Procedimiento de sensibilizacion

En el dia 1 se administro a los cobayos por via subdérmica e intraperitoneal, una
mezcla de 1 ml de ovoalbumina (40 pg/ml) e hidroxido de aluminio (1 mg/mi,
adyuvante), disuelta en solucién salina fisiolégica (SSF). Esta sensibilizacién se
reforzé 8 dias después con aerosoles de ovoalbimina (3 mg/ml) disuelta en SSF
durante 15 min. Los aerosoles se generaron a través de nebulizador US-Bennett

(CA, USA) que produjo particulas de diametro de 7-9 um con un flujo de 2 ml/min.

2. Pletismografia

El dia 15 se realizd otro refuerzo con aerosoles de ovoalbimina (1 mg/ml en SSF)
durante 1 min. Para comprobar la eficacia de este protocolo de sensibilizacion de
las vias aéreas en este tiempo, se examind por pletismografia barométrica el
efecto del reto antigénico sobre la funcién pulmonar. Cada uno de los animales se
colocd en un pletismégrafo de camara unica para animales en libre movimiento
(Buxco Electronics, CT, EU) en el cual el animal recibe un flujo de aire continuo.
Este sistema de pletismografia estd basado en la medicion directa de la
fluctuacion de presion que se presenta dentro de la camara donde se encuentra el
animal y compara esta presién con la de una camara de referencia (Fig. 3). Dichas
fluctuaciones fueron captadas por un transductor de presion diferencial (SenSym,
modelo SX05, EUA), conectado a un preamplificador y digitalizador de sefales, y
analizadas por una computadora provista de un programa especial para el manejo

automatizado de los datos (Buxco BioSystem XA v1.1, EUA; Fig. 3).
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Figura 3. Esquema del equipo de pletismografia barométrica. La camara de
referencia se encuentra en la parte superior de la camara de registro, donde se
encuentra el cobayo, y el transductor de presion diferencial se encuentra
conectado a ambas camaras. Con ayuda de un amplificador, la computadora
recibe la senal para ser procesada. Tomado de Chavez 1996.

El pletismografo barométrico cuantifica, entre otras cosas, el indice de
broncoconstriccion (iB), que refleja la obstruccion al flujo aéreo de las vias
respiratorias (Hamelmann y col. 1997). Este iB se basa en lo siguiente: en la
inspiracion el aire que ingresa al térax se expande mas que el aire de la camara
debido al incremento en la temperatura y la humedad dentro del cuerpo del
animal. Este fendmeno incrementa la presion de la camara durante la inspiracion.
Sin embargo cuando el aire del torax es eliminado, éste disminuye su expansion
debido a que su temperatura y humedad bajan, disminuyendo la presién en la
camara (Drorbaugh y Fenn 1955; Epstein y Epstein 1978). La informacion
obtenida es procesada con un programa computacional que calcula el valor del iB
(Fig. 4). El valor del iB es obtenido con la siguiente férmula:

Te = Tiempo espiratorio (s)

5. (T PFE
Tr = Tiempo de relajacion (s) 1B = (-‘TT -1 ) ( ;I- )

PFE = Pico de flujo espiratorio (ml/s)
PFI1 = Pico de flujo inspiratorio (ml/s)
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Figura 4. Ejemplo de un ciclo respiratorio obtenido mediante pletismografia
baromeétrica en un animal en libre movimiento. El tiempo de relajacion (Tr) es el
intervalo de tiempo que transcurre entre el inicio de la espiracion y el decremento
en el 30% del volumen corriente. VC: volumen corriente, Te: tiempo espiratorio,
PFE: pico de flujo espiratorio y PFI: Pico de flujo inspiratorio.

Debido a que este indice es calculado por el programa en cada una de las
respiraciones, los valores evaluados en este estudio se obtuvieron mediante el
promedio de los ultimos 5 min registrados en periodos de 10 min estudiados. Se
incluyeron solamente las respiraciones con volumen corriente minimo de 1 ml,
tiempo minimo inspiratorio de 0.15 s, tiempo maximo inspiratorio de 3 s vy
diferencia maxima entre volimenes inspiratorio y espiratorio de 10%. Se
rechazaron aproximadamente entre el 20 a 30% de las respiraciones por cada
intervalo de tiempo, mismas que ocurrieron principalmente durante los

movimientos voluntarios del animal.

Previamente se ha encontrado que el iB puede ser empleado para caracterizar las
respuestas de obstruccion de flujo aéreo en las vias respiratorias ante un estimulo
antigénico en cobayos inmunizados (Chand y col. 1993). Se ha visto que esta
obstruccion provoca que la espiracion sea mas prolongada incrementando el valor
del iB (Chand y col. 1993; Hamelmann y col. 1997).
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En el dia 25 se les administroé un ret6é antigénico a los cobayos con aerosoles de
0.5 mg/ml de ovoalbumina durante 1 min y se registré el iB maximo alcanzado
durante 40 min. De acuerdo al plan de sensibilizacion, Unicamente los animales
que triplicaron el valor basal de su iB como respuesta al reto antigénico, fueron
utilizados en este estudio, ya que hemos observado que existe una gran
variabilidad bioldgica en los animales, y algunos que no responden los dias 15 o
25 también dejan de responder en los dias subsecuentes. Los animales
seleccionados fueron divididos al azar en los siguientes grupos para ser retados
con aerosoles de ovoalbdmina (0.5 mg/ml, 1 min) por cada 10 dias hasta el dia 85:

Grupo Control: Sensibilizado inyectado con SSF (0.6 ml) n=5
Grupos Experimentales: Los cobayos se dividieron en 3 grupos:
Grupo 1) 0.15 ml de amortiguador de citratos (0.1 M en total de citratos) n=5
(0.75 mg citrato de sodio + 2.25 mg acido citrico)
Grupo 2) 0.3 ml de amortiguador de citratos n=7
(1.5 mg citrato de sodio + 4.5 mg acido citrico)
Grupo 3) 0.6 ml de amortiguador de citratos n=4

(3 mg citrato de sodio + 9 mg acido citrico)

El amortiguador de citratos se administrd via intramuscular los dias 25, 28, 31, 33
y 65. Los dias 25 y 65 la administracion fue dos horas después del reto con el
alergeno. La concentracion del amortiguador de citratos fue de 0.075 M de acido
citrico y 0.025 M de citrato de sodio (sal trisédica de acido citrico) produciendo una
solucion total de 0.1 M de citratos con un pH de 3.5. La adicion de citrato de sodio
tuvo como objetivo amortiguar el pH del acido citrico para obtener una solucion

menos acida.
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3. Reactividad a la histamina

En el dia 95 los cobayos fueron introducidos nuevamente en el pletismografo para
administrarles aerosoles de histamina durante 1 min con las siguientes dosis hasta
que el iB fuera triplicado (mg/ml): 0.018, 0.032, 0.042, 0.056, 0.074, 0.1 y 0.133.
Entre cada dosis se permitid6 que el IB regresara a su valor basal antes de
administrar la siguiente. Una vez que el iB fue triplicado, se les dio un reto con
ovoalbumina (0.5 mg/ml) durante 1 min y se registré el iB maximo. Tres horas
después se realizé nuevamente la curva de aerosoles de histamina hasta que se
triplicara el iB de cada animal. Este Gltimo valor se compard con el iB de la
primera curva para determinar la reactividad de las vias aéreas del cobayo con los

diferentes tratamientos.

4. Lavado broncoalveolar

Una vez terminado el registro pletismografico del dia 95, los cobayos se
anestesiaron con una sobredosis de 35 mg/Kg de pentobarbital soédico.
Posteriormente a través de la sonda endotraqueal se introdujeron 5 mi de SSF
estéril a 37°C y al cabo de un minuto se aspiré suavemente hasta recuperar el
mayor volumen posible. Esta maniobra se repiti6 una vez mas. El liquido
recuperado se centrifugé inmediatamente durante 10 min a 1500 rpm y a 4°C. El
botén celular se resuspendié y homogenizé en 1 ml de solucién amortiguadora de
fosfatos. Para realizar la cuenta celular total, 10 pl de la suspension celular se
pusieron en un tubo de ensaye que contenia 40 pl de azul de tripan y 10 pl de esta
mezcla se colocaron en una camara de Neubauer donde se contaron 4 cuadros.
El numero resultante se dividié entre cuatro y éste se multiplicé por 50,000 para
obtener el nimero de células por ml, con lo que la muestra se pudo ajustar con
PBS para tener 1x10° células/ml, y con estas realizar la cuenta celular diferencial.
Para la cuenta diferencial de celulas, se tomaron 50 pl de la suspension celular
ajustada y se realiz6 un frotis con una citocentrifuga (Wescor Cytospin, USA) para
finalmente tefir las células con la técnica de Romanowsky. Esta tincién se realizd
utilizando una mezcla de violeta y azul de metileno con eosina como colorantes

principales para dar las siguientes tonalidades: nucleo y plaquetas en purpura,
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eritrocitos en rosa, citoplasma de basofilos en azul, granulos de basofilos en
purpura-negro, granulos de neutréfilos en parpura y granulos de eosindfilos en
rosa-naranja. El conteo diferencial se obtuvo contando 200 células en dos campos
diferentes por laminilla. Un grupo de cobayos (n=5) no sensibilizados y no tratados
con peso aproximado al de un animal sensibilizado dia 95 (800-900g) fue utilizado

como grupo comparativo en los conteos diferenciales de células.

Experimentos in vitro

1. Obtencion del tejido traqueal

Algunos cobayos sensibilizados fueron anestesiados en el dia 25 con 28 mg/Kg de
pentobarbital sddico via intraperitoneal y desangrados por puncién del ventriculo
izquierdo del corazén para obtener la traguea. De cada traquea se obtuvieron
preparaciones cilindricas compuestas de cuatro anillos de las areas cervical y
toracica. Cada preparacion traqueal se suspendid en un bafo para érganos
aislados con solucion Krebs (5 ml), mantenida a 37°C y burbujeada con una
mezcla de 5% de C0,/95% O; con pH de 7.4. La tension isométrica se registré a
través de un poligrafo Beckman modelo R-612 (USA) via un transductor de
tension FTO3C (Grass Intruments, USA). Los tejidos se colocaron bajo una
tension de 1 g durante 20 min y se lavaron con solucion de Krebs fresca. La
composicién de la solucion de Krebs fue la siguiente (mM): NaCl 120, KCI 4.7,
KH2PO4 1.2, MgSO,4 1.2 NaHCO; 25, CaCl; 2.5, glucosa 11. Para descartar la
participacion de los productos de la ciclooxigenasa, se afadié indometacina,
obteniéndose una concentracién final en el bafio de 1x10° M. Para normalizar los
tejidos se administré KCI 60 mM tres veces consecutivas permitiendo que el tejido

se relajara antes de cada administracion.

2. Reto antigénico

Una vez estabilizadas las preparaciones de anillos traqueales de los animales
sensibilizados, se procedio a realizar un reto tnico durante 120 min administrando
3.74 pg/ml de ovoalbumina en el bafo de tejidos aislados (Toxqui, 2000). Algunas
traqueas se preincubaron con el amortiguador de citratos (2.3 mM) durante 30
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min. En otros anillos traqueales se dio un reto de ovoalbimina (3.74 pg/ml) y una
vez que llegaron a su respuesta maxima se realizd una curva acumulativa con
diferentes concentraciones del amortiguador de citratos (mM): 0.30, 0.97, 1.72,
2.30. Se eligido como concentracion maxima 2.3 mM debido a que en experimentos
preliminares se determiné que dicha concentracion no modificd el pH fisiolégico
pues se ha observado que cambios en el pH alteran la contraccién del misculo
(Naderali y col. 1997; Fabio y Riccardolo 2001).

3. Curvas concentracion — respuesta a carbacol e histamina

Para la realizacion de las curvas acumulativas concentracion-respuesta a carbacol
se utilizaron traqueas de animales no sensibilizados. Algunos tejidos fueron
incubados previamente con el amortiguador de citratos (2.3 mM) durante 30 min y
posteriormente se anadieron de manera acumulativa concentraciones de carbacol
(1x10® = 1x10 M) o histamina (1x10*9 a 1x10° M). Los resultados se expresaron
como porcentaje de la respuesta maxima producida por la tercera respuesta a KClI
60 mM.

Farmacos

Todos los farmacos, salvo los que se indican adelante, se obtuvieron de Sigma
(Saint Louis, USA). La indometacina fue disuelta previamente en 1% de Na,CO;
(concentracion final de Na,CO; 0.001%). El hidroxido de aluminio, el cloruro de
potasio y el fosfato dibasico de potasio fueron administrados por J.T, Baker (NJ,
USA), el pentobarbital sodico de Pfizer (Edo. de México, Mex), la solucién salina
fisiolégica de Baxter (Mor., México), los colorantes para la tincion de Romanowsky
de Wescor Cytospin (USA). El amortiguador de citratos esterilizado fue donado por
Aspid (D.F., México).
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Analisis de datos

Los resultados se evaluaron mediante analisis de varianza de una via y la
significancia estadistica entre los grupos se obtuvo con pruebas de comparacion
multiple de Dunnett segun fuera el caso. Para otras comparaciones se utilizé la
prueba t de Student para muestras pareadas y no pareadas segun se requiriera.
Los valores de p<0.05 bimarginal fueron considerados como estadisticamente
significativos. Algunos datos en los estudio in vivo e in vitro se expresaron como
porcentaje del valor basal del iB y de la respuesta maxima producida por la tercera
respuesta a KCl 60 mM respectivamente. La reactividad a la histamina se expreso

como dosis provocativa 200. Todos los resultados corresponden al promedio + el
error estandar.

21



RESULTADOS

Experimentos in vivo

1. Efecto del amortiguador de citratos en el reto con ovoalbiimina

El iB maximo alcanzado el dia 25 producido por el reto antigénico con
ovoalbumina en los cobayos sensibilizados del grupo control se incremento 573.98
+ 108.3% en comparacion a la basal obtenida antes del reto (n=5, Fig. 5). En los
retos subsecuentes, esto es los de los dias 35 al 85, las repuestas maximas al
alergeno de este grupo control no se modificaron significativamente en
comparacion a las del dia 25 (Fig. 5). La administracion del amortiguador de
citratos disminuy6 significativamente el iB en algunos grupos desde el dia 35
(p<0.01, Fig. 5 y 6). De las distintas dosis del amortiguador de citratos las que
presentaron mayor efecto en la disminucion del iB durante el reto a la ovoalbimina
fueron las de 0.3 y 0.6 ml (n=7 y 4, respectivamente) y la dosis que menor efecto
tuvo fue la de 0.15 ml (p<0.05, n=5, Fig. 5 y 6). En este ultimo grupo se observd
que el decremento inicial en el iB de los dias 45 a 65 se pierde desde el dia 75
(Fig. 5).

2. Efecto del amortiguador de citratos en la reactividad

de las vias aéreas a la histamina

Para evaluar la reactividad de las vias respiratorias in vivo, se administraron dosis
acumulativas (0.018 a 0.133 mg/ml) de aerosoles de histamina para determinar la
cantidad de agonista que indujera un aumento de dos veces el valor basal de la iB
(Dosis provocativa 200%: DP2go). En el grupo control el valor basal del iB fue
triplicado con la dosis de 0.045 + 0.004 mg/ml, antes del reto con ovoalbumina y
con 0.015 + 0.007 mg/ml después del reto lo cual indica hiperreactividad de las
vias aéreas (p<0.01, n=4; Fig. 7). El grupo tratado con 0.6 ml de amortiguador de
citratos triplicd su iB con la dosis de 0.034 + 0.05 mg/ml antes del reto con
ovoalbumina, y con 0.018 + 0.01 mg/ml después del reto (n=4). En este ultimo

grupo, tres cobayos mostraron hiperreactividad y solo uno fue hiporreactor (Fig. 7).
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3. Cuentas celulares diferenciales

El tipo celular mas frecuente en las vias aéreas de los cobayos del grupo control
fueron macrofagos < eosindfilos < epiteliales < neutréfilos < linfocitos. Los
animales sensibilizados mostraron un incremento significativo del nimero de
neutréfilos (p<0.05) en comparacion con los animales no sensibilizados. El
tratamiento con 0.6 ml del amortiguador de citratos no modificd esta neutrofilia
(Fig. 8).
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Figura 5. Curso temporal del efecto del amortiguador de citratos en la respuesta maxima del indice de
broncoconstriccion producido por el reto antigénico (aerosoles de ovoalbumina, 0.5 mg/ml) en
cobayos sensibilizados. Las distintas dosis del amortiguador de citratos se administraron entre los dias 25,
28, 31, 33 y 65 como lo muestran las flechas. AC: amortiguador de citratos.
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Figura 7. Efecto del amortiguador de citratos en la reactividad de las vias aéreas del cobayo. Antes y
después se refieren a antes del reto con ovoalbumina y después del reto. Las lineas en los extremos de la
gréafica indican los promedios de la respuesta. DP ;q0: dosis provocativa 200%. *p<0.01.
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Experimentos in vitro

1. Reto antigénico

La respuesta maxima al reto con ovoalbimina (3.74 pg/ml) en los anillos
traqueales de animales sensibilizados se alcanzo a los 15 min y fue de 106.9 +
10.6% de la respuesta maxima observada con KCI (n=11, Fig. 9a). Esta respuesta
disminuyd en un 29.5 + 4.3% a los 120 min (Fig. 9a). La pre-incubacion con 2.3
mM del amortiguador de citratos no modificd el curso temporal de esta respuesta
(Fig. 9a). En otros anillos traqueales, la adicion de dosis acumulativas del
amortiguador de citratos (0.30, 0.97, 1.72, 2.30 mM) sobre la respuesta maxima a

ovoalbumina tampoco modifico su curso temporal de la respuesta (Fig. 9b).

2. Curvas concentracion-respuesta a carbacol e histamina

La respuesta maxima de la curva concentracion-respuesta al carbacol (1x10® a
1x10 M) en los anillos traqueales de cobayo se obtuvo con la concentracion de
3.2x10° M (129.8 + 5.8%; n=5; Fig. 10a). En el caso de la histamina, esta se
alcanzé con la concentracion de 3.2x10° M (128.9 + 9.2%; n=4; Fig. 10b). La pre-
incubacioén con 2.3 mM del amortiguador de citratos no modificd las curvas

concentracion-respuesta a estos agonistas.
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Contraccion producida por OA
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Figura 9. Efecto del amortiguador de citratos en la contraccion producida por ovoalbumina (OA) en el
musculo liso de cobayos sensibilizados a esta proteina. (a) Curso temporal de la contraccion inducida por
OA después de la preincubacion (30 minutos) con el amortiguador de citratos (2.3 mM). (b) Curva de dosis
acumulativas del amortiguador de citratos sobre la respuesta maxima (Rmax) a OA.
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DISCUSION
En este estudio se evaluo el efecto del amortiguador de citratos en la respuesta al
reto antigénico de cobayos sensibilizados con ovoalbumina y encontramos que
este farmaco es capaz de disminuir la broncoconstriccion, especialmente en las
dosis de 0.3 y 0.6 ml (0.1 M). El amortiguador de citratos sélo se administré cuatro

veces consecutivas durante una semana con un refuerzo a los 30 dias.

La broncoconstriccidon es producida por la disminucién o limitacién de flujo aéreo, y
después del reto con el alergeno es resultado principalmente de la contraccion del
musculo liso, aunque el edema y la hipersecrecion de moco entre otros factores
también podrian contribuir a la limitacion del flujo aéreo (Bousquet 2000; Jeffery
2001; Busse y Rosenwasser 2003).

Para evaluar si el amortiguador de citratos modifica la contraccién del musculo liso
en los cobayos, se realizaron algunos experimentos in vifro. En estos
experimentos se observo que la contraccion del musculo liso en anillos traqueales,
producida por el reto con ovoalbumina en animales sensibilizados no fue
modificada por el amortiguador de citratos. Este farmaco tampoco modifico la
respuesta de las curvas aditivas de histamina y carbacol, lo cual sugiere que el
amortiguador de citratos no tiene una accién directa sobre la contractilidad del
musculo liso de las vias aéreas.

Se ha demostrado que los citratos pueden promover la producciéon de NADPH
mediante dos vias: una bloqueando a la fosfofructocinasa y la otra acumulando
isocitrato (Mallet y Sun 2003). Ambos mecanismos metabdlicos podrian proveer el
equivalente reductor NADPH para generar GSH (Mallet y Sun, 2003). Debido a
que el GSH modula la diferenciacion de los linfocitos ThO hacia Th1 (Peterson y
col. 1998; Kidd 2003; Komatzu y col. 2003), esta polarizacion podria reducir la
liberaciéon de moléculas, como la IgE y mediadores pro-inflamatorios de la via Th2
(Peterson y col. 1998; Kidd 2003). En este trabajo, el tratamiento con el

amortiguador de citratos en cobayos sensibilizados redujo la respuesta de
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broncocontriccion producida por el reto antigénico. Es posible que esta reduccién
sea consecuencia del decremento de las células Th2 producido por la cascada de
eventos generada por los citratos; sin embargo es necesario disenar y realizar

mas experimentos para demostrar esta hipotesis.

La induccion de GSH por los citratos deberia proteger al pulmoén al eliminar
radicales libres y otras EROQ resultado de la inflamacion inducida por los retos
antigénicos. Una manera de evaluar esta posibilidad fue mediante la cuantificacion
de las células presentes en el LBA. El unico tipo celular que se incremento en los
LBA de los animales sensibilizados con el alergeno fueron los neutréfilos. Se sabe
que un incremento transitorio en el nimero de neutroéfilos se produce normalmente
después del reto, pero su aumento persistente caracteriza al asma severa donde
contribuye fuertemente con la remodelacion (Chu y col. 2000; Hellings y 2003).
Debido a que el LBA se hizo inmediatamente después del reto con histamina, no
sabemos si esta neutrofilia se debid sélo al incremento transitorio observado
después del reto, o si esta relacionada la severidad del proceso inflamatorio de
estos cobayos. Independientemente de este hallazgo, el tratamiento con el
amortiguador de citratos no modifico la poblacién de células en el LBA, pues la

neutrofilia se mantuvo en los animales tratados.

Se ha determinado que la inflamaciéon crénica asi como el estrés oxidativo
pudiesen producir cambios permanentes como consecuencia de procesos
repetidos de dafio y reparacion en el tejido que “remodelan” la via aérea (Wang y
col. 2003). Se ha propuesto que esta remodelacion es la responsable de que en
las vias aéreas se presente hiperreactividad a diversos estimulos (Wang y col.
2003; O'Byrne e Inman 2003; Boulet 2003). En este estudio se observo que la
hiperreactividad a la histamina en animales sensibilizados solo se modificé en uno
de los cuatro cobayos tratados con el amortiguador de citratos. Aunque la
hiperreactividad no se presentd en todos los cobayos estudiados, estos resultados

nos sugirieren que el tratamiento con el amortiguador de citratos no tiene efectos
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importantes en la reduccion del estrés oxidativo, ni en el proceso inflamatorio de

las vias aéreas.

De acuerdo a lo anterior, es probable que la disminucion en la magnitud de la
respuesta al alergeno producida por el amortiguador de citratos no fue suficiente
para evitar la liberacion de mediadores que mantienen el proceso inflamatorio

responsable de la hiperreactividad.

Con estos resultados concluimos que el amortiguador de citratos es capaz de
disminuir la respuesta al reto antigénico de cobayos sensibilizados, no por un
efecto directo del farmaco sobre el musculo liso. Adicionalmente, debido a que los
citratos no modificaron la hiperreactividad a la histamina in vivo, es probable que el
efecto del farmaco no se deba a la disminucion del proceso inflamatorio en el
pulmén. Los efectos del amortiguador de citratos en este modelo podrian
explicarse por un decremento en los linfocitos Th2, sin embargo es necesario

realizar y disefiar mas experimentos para demostrar esta hipotesis.

34



CONCLUSIONES

El amortiguador de citratos:
+ Disminuye la broncoconstriccion inducida por el reto antigénico.
* No tiene efectos directos en la contraccion del muisculo liso de las vias
aéreas.

+ No modifica el proceso inflamatorio ni la hiperreactividad in vivo.
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GLOSARIO

Activacion: proceso mediante el cual una célula o proteina funcionalmente en

reposo es inducida a expresar una o mas propiedades biologicas latentes.

Ad libitum: comida a disposicion del animal. El animal puede tomar la comida que

el desee y a la hora que el quiera.

Adyuvante: cualquier sustancia exdgena que al ser introducida a un huesped

junto con un alergeno aumenta la respuesta inmunitaria contra ese alergeno.

Agonista: sustancia que mimetiza los efectos celulares de un compuesto natural
(como una hormona o un neurotransmisor) al unirse al mismo receptor celular y

activarlo.

Alergeno, Antigeno: sustancia que reacciona con anticuerpos o receptores de

célula T, desencadenando una respuesta inmunitaria especifica.

Alergia: enfermedad o reaccion provocada por una respuesta inmunitaria a uno o
mas antigenos ambientales, que provoca inflamacion local y disfuncion de un

organo.

Antagonista: sustancia que contrarresta los efectos celulares de un compuesto
natural (hormona o neurotransmisor) al unirse al receptor celular del compuesto y

bloguear su accion.

Anticuerpo, Inmunoglobulina (lg): grupo muy diverso de proteinas producidas
solo por células linfoides B que se unen especificamente a determinados
antigenos,



Asma: enfermedad inflamatoria cronica de las vias aéreas en la que participan
muchas células y elementos celulares, en particular células cebadas, eosinofilos,
linfocitos T, macréfagos, neutrofilos y células epiteliales. En  personas
susceptibles, esta inflamacion causa obstruccion e hiperreactividad en las vias

aéreas, eventos que suelen ser reversibles.

Atopia: estado de hiperreactividad a alergenos ambientales comunes que esta

determinado genéticamente y es mediado por anticuerpos IgE.

Broncoconstriccion: disminucion o limitacion del flujo aéreo. Esta limitacion de
fluo aéreo puede ser el resultado de hipertrofia, hiperplasia, edema e
hipersecrecion de moco, asi como por liberacion de mediadores que permiten la

contraccion del musculo liso de las vias aéreas.

Célula cebada, Mastocito: celula residente de los tejidos de origen
hematopoyectico que tiene receptores de alta afinidad para IgE. es la célula

efectora primaria de las reacciones de hiperreactividad inmediata.

Citocina: cualquiera de un grupo de mediadores polipeptidicos solubles que

regulan el crecimiento o la funcién celular

Degranulaciéon: proceso mediante el cual se fusionan los granulos almacenados
del citoplasma con la membrana de la superficie celular, descargando de esta
manera su contenido y desapareciendo del citoplasma

Edema: inflamacion tisular ocasionada por escape de liquido vascular a celular.

Estallido respiratorio: aumento transitorio en el metabolismo oxidante, que se

presenta en células fagociticas, como los macrofagops después de la fagocitosis.

Fagocitosis: tipo de endocitosis en la cual una célula engloba material en

particulas.



Hiperplasia: agrandamiento de células.
Hiperreactividad: respuesta exagerada a estimulos.

Hipersecrecion de moco: una respuesta inflamatoria del tejido secretor,

contribuyendo a la formacion del tapon viscoso que ocluye las vias aéreas.
Hipertrofia: incremento del nimero de células

Histamina: mediador organico secretado por mastocitos que puede producir

contraccion del musculo liso de las vias aéreas e inflamacion.

IgE: clase de inmunoglobulina que constituye el mediador predominante en las

regiones de hiperreactividad inmediata.

indice de broncoconstriccién (iB): es el tiempo espiratorio (Te) dividido entre el
tiempo de relajacion (Tr), menos la unidad. Multiplicado por el pico de flujo

expiratorio (PFE), que divide al pico de flujo inspiratorio (PFI).
. T PFE
il} = (?-1 ] (m)

Inflamacion: respuesta que defiende al organismo de infecciones, toxinas o
lesiones, ordinariamente abarca una respuesta neutrofilica o inmunitaria junto con
cualquier fenémeno defensivo relacionado. Las reacciones neutrofilicas primarias
se denominan inflamacion aguda; las reacciones principalmente linfoides, de

macrofagos, o de ambos tipos, se llaman inflamacion crénica.

Inmunizacién, Sensibilizacién: induccion natural o artificial de una respuesta
inmunitaria, en particular cuando hace que el huésped se proteja de la

enfermedad.



Interleucina: cualquier integrante de una familia diversa de citocinas
polipéptidicas, la mayoria de las cuales actia regulando el crecimiento y las

funciones de las células hematopoyecticas

Leucotrieno: cualquier integrante de un tipo de mediadores organicos pequenos
de la inflamacion, producidos por medio de la via de la lipooxigenasa del

metabolismo del acido araquidénico

Linfocito T: célula linfoide madura que pertenece a la linea celular dependiente

del timo.

Linfocitos B: células linfoides maduras que expresan inmunoglobulinas

superficiales.

Pletismografo barométrico: equipo que realiza una medicion directa de la
fluctuacion de presion que se presenta dentro una camara donde se encuentra un

individuo y se compara con la de una camara de referencia.

Presentacion de antigeno: exhibicion del antigeno transformado como un
complejo de superficie celular, de modo que puede ser reconocido por los
linfocitos T

Proinflamatorio: que tiende a favorecer la inflamacion.

Prostaglandina: cualquier integrante de un tipo de mediadores organicos
pequenos de la inflamacion, producidos por medio de la via de la ciclooxigenasa

del metabolismo del acido araquidonico.

Radicales libres: productos normales del metabolismo aerobico y de la respuesta
inflamatoria, estan caracterizados por la posesion de uno o mas electrones no

pareados.
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