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Resumen

El asma es una enfermedad de las vias aéreas que afecta a casi a 300 millones de personas en el
mundo. El descifrar cudles son los mecanismos que llevan a una persona sana a desarrollar asma,
en la actualidad aun no son claros. Por lo que, el posible papel de la serotonina y sus receptores,
es una fuerte linea de investigacion para explicar el desarrollo del asma. En nuestro laboratorio,
hemos reportado que los receptores de serotonina estan involucrados en la generacion de
broncoobstruccion en cobayos con modelo de asma. Ademas, la serotonina se libera de manera
activa en pulmones de cobayos con modelo de asma después de un reto antigénico a
ovoalbumina. También, los receptores 5-HT»a, 5-HT4 y 5-HT7 generan hiperreactividad en cobayos
con modelo de asma. Para profundizar en esta linea de investigacion, en el presente estudio
caracterizamos a la mayoria de los receptores de serotonina en tejidos de las vias aéreas en
cobayos con modelo de asma alérgica. Dicha caracterizacion, se realizd desde 3 perspectivas, la
farmacoldgicas, la molecular y la bioquimica. Para la caracterizaciéon farmacoldgica, utilizamos
antagonistas especificos para los receptores 5-HTig/1p, 5htsa y 5-HTs en cobayos con modelo de
asma; y con el equipo de pletismografia para animales anestesiados medimos si se evitaba o se
generaba hiperreactividad. Encontramos, que solo el receptor 5-HTig/1p estd involucrado en la
generacién de hiperreactividad en cobayos con modelo de asma. En la caracterizacién molecular,
medimos la expresion relativa del mRNA con la técnica de gRT-PCR de los receptores 5-HT1a, 5-
HT2a, 5-HT3, 5-HT4, 5-htsa, 5-HTe y 5-HT7 en homogenados de pulmén de cobayos sometidos al
modelo experimental de asma. Asimismo, se midié el grado de broncoobstruccién (Penh) en estos
cobayos para determinar la correlacién entre el Penh y la expresién relativa de estos receptores
de serotonina. Nuestros resultados muestran que el mRNA de todos estos receptores se expresan
de manera constitutiva en pulmén de cobayo. Ademas, disminuyd la expresion relativa de los
receptores 5-HT2ay 5-HT4 y aumentd la expresidon de los receptores 5-HT7 en pulmones de cobayos
con modelo de asma. Existe una correlacién inversamente proporcional entre el grado de
broncoobstruccién y la expresion del mRNA del receptor 5-HT1a. Por Ultimo, en la caracterizacién
bioquimica se cuantificé la expresion protéica de los receptores 5-HTza, 5-HT4 y 5-HT7 en musculo
y epitelio traqueal, epitelio bronquial y parénquima pulmonar en cobayos con modelo de asma. Se
encontré que aumento la expresidn de la proteina del receptor de 5-HT2a en el epitelio bronquial y
del receptor 5-HT4 en el parénquima pulmonar. A partir de nuestros resultados, llegamos a la
conclusion que los principales subtipos de receptores de serotonina se expresan
constitutivamente en pulmdén cobayos y que el proceso de sensibilizacion alérgica modifica la
expresion de los receptores 5-HT2a, 5-HT4, y 5-HT5.
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ANTECEDENTES

SEROTONINA

La 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) fue descubierta casi simultdneamente en dos
laboratorios diferentes. En 1937, Vittorio Erspamer descubrié en la mucosa gdstrica de conejo una
amina bioactiva a la que llamé enteramina. Posteriormente, en 1947 Maurice Rapport, Arda Green
e Irvine Page descubrieron una sustancia con propiedades vasoconstrictoras en suero de bovino a
la cual llamaron serotonina. Pocos anos después, se determind la estructura quimica de estas dos
moléculas y se determind que eran la misma; y se decidié dejarle el nombre de serotonina®.

La estructura quimica de la serotonina (Figura 1) posee un grupo hidroxilo en la posicidon 5
del anillo indol y una amida nitrogenada primaria que actia como aceptador de protones a un pH
fisioldgico?.

OH

NH:2

Figura 1. Estructura quimica de la serotonina
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Sintesis y Metabolismo de la serotonina

La serotonina es una molécula que se sintetiza en varias células del organismo. El
aproximadamente 95% de la sintesis de serotonina es en las células enterocromafines?. El 5%
restante de la sintesis de serotonina se reparte entre las neuronas serotoninérgicas del nucleo de
Rafé, en las células neuroenddcrinas pulmonares* y células cebadas®.

Las plaquetas son el mayor reservorio de serotonina en el organismo, el 99% de Ia
serotonina en la sangre es almacenada en las plaquetas. Estas no sintetizan serotonina, ya que
carecen de la maquinaria enzimatica para hacerlo. Sin embargo, si pueden almacenar a la
serotonina, ya que expresan el transportador de serotonina (SERT) que ayuda a las plaquetas a
capturar a la serotonina del tracto gastrointestinal y del pulmdn. Las plaquetas liberan la
serotonina durante la agregacién plaquetaria®.

La sintesis de serotonina (Figura 2) comienza cuando el aminoacido primordial L-triptéfano
es transformado por la triptéfano hidroxilasa (TPH) en 5-hidroxitriptofano. Existen dos tipos de
TPH, la TPH1 que se expresa en células no neuronales y la TPH2 se expresa en las neuronas
serotoninérgicas. Este paso de la sintesis de serotonina es considerado como limitante; ya que
dependiendo de la cantidad de triptéfano disponible dependera la cantidad de serotonina que se
sintetiza.

El siguiente paso de la sintesis de serotonina es la accion de la enzima descarboxilasa de los
aminodcidos aromaticos. Esta enzima toma al 5-hidroxitriptéfano y lo transforma en 5-
hidroxitriptamina, o sea en serotonina.
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Cuando las neuronas o las células enterocromafines sintetizan serotonina, la almacenan.
Una vez que la serotonina es liberada de donde estd almacenada, se puede acoplar con sus
receptores o puede ser metabolizada. La enzima que metaboliza a la serotonina es la monoamino
oxidasa (MAO) vy la transforma en acetaldehido del 5-hidroxindol. Esta molécula a su vez, es
metabolizada por la enzima aldehido deshidrogenasa y se obtiene el principal metabolito de la
serotonina, el dcido acético 5-hidroxindol (Figura 2).

Los tejidos que contribuyen considerablemente al metabolismo de serotonina son el

pulmén, intestino y el endotelio vascular. Aunque, cualquier célula que posea a la MAO, tiene el

potencial de metabolizar serotonina’.

Figura 2. Sintesis y metabolismo de la serotonina
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Receptores de serotonina

La serotonina tiene multiples funciones en el organismo y esto se debe a su gran variedad de
receptores. Estos receptores se expresan tanto en sistema nervioso central como en el sistema
nervioso periférico. Asi como en tejidos no neuronales como pulmén, intestino y vasos

sanguineos.

Para clasificar a los receptores de serotonina se deben de tener en cuenta tres criterios que
sugiere la Union Internacional de Farmacologia (UIPHAR, siglas en inglés). El primer criterio es la
estructural del receptor; se refiere a la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos. El segundo
criterio es el transduccional; esto es saber si el receptor esta acoplado a alguna proteina G y que
segundos mensajeros se activan. Por Ultimo, el tercer criterio es el operacional y es sobre los

agonistas y antagonistas que estimulan al receptor® 10,

Hasta éste momento, se han identificado siete familias de receptores y se identifican con
ndmeros: 5-HT1, 5-HT,, 5-HTs, 5-HT4, 5-hts, 5-HTs y 5-HT7. Los receptores de serotonina son del
tipo 7- transmembrana y estan acoplados a proteinas G, excepto el receptor 5-HTz que es un
receptor ionotrdpico. Y dependiendo a que proteina G estan acoplados, es el tipo de mecanismo

de accidén que se activa (cuadro 1y Figura 3).

A su vez, los receptores de serotonina tienen subtipos, teniendo un total de 15 diferentes

tipos de receptores para serotonina. Esta gran variedad de receptores, es lo que hace que la
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serotonina sea una molécula versatil, ya que tiene diferentes funciones en todo el cuerpo (cuadro
2y Figura 3).

Cuadro 1. Familias de receptores de serotonina y su especifico acoplamiento a las proteinas G

Familia Proteina G Mecanismo de accién
5-HT, Gi/Gg { concentraciones intracelularesde AMPc
5-HT2 Gqu1 T concentraciones intracelulares de IP3 y
DAG
5-HT3 Canalionotropico Na*/K*  Despolarizacion de la membrana plasmatica
5-HTa G 1 concentraciones intracelulares de AMPc
5-hts Gi/Go | concentraciones intracelulares de AMPc
5-HTs Gs T concentraciones intracelulares de AMPc
5-HT; Gs T concentraciones intracelularesde AMPc

AMPc (adenosin monofosfato ciclico), IP3 (inositol trifosfato), DAG (diacilglicerol). (Modificado de Pytliak, 201011).

» .

’ ’ ’ ’ Serotonina ’ ' ’ ’ r;%

g » > » g
: Y

1C1C1C
1(

J cAMP 11ps/DAG 1camp Na2-/K*

Intracelular

Figura 3. Mecanismos de accién que activan los 7 receptores de serotonina. cAMP (adenosin monofosfato ciclico), IP3 (inositol
trifosfato), DAG (diacilglicerol). (Modificado de Pytliak, 20101%).
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Cuadro 2. Subtipos de receptores de serotonina y sus funciones fisioldgicas.
Receptor Funcion Agonista Antagonista
5-HT1a SNC: agresion, ansiedad, adiccion, apetito, émesis,
memoria, impulsividad, humor, nauseas, respiracion, | 8-OH-DPAT, Robalzotan,
suefio, respiracion, suefio, comportamiento sexual. NLX-101 WAY-100635
SCV: presion arterial, vasoconstriccion, latidos.
Otros: dilatacion de la pupila.
5-HT1s SNC: agresion, ansiedad, aprendizaje, memoria,
conducta sexual, humor, locomocién. CP94253 GR-55562
SCV: vasoconstriccion pulmonar, ereccién.
5-HT1p SNC: locomocidn, ansiedad.
SCV: vasoconstriccion cerebral. PNU109291, SB 714786
eletriptan
5-htie SNC: Memoria.
BRL-54443 Metiotepina*
5-HTf SNC: é¢locomocidn? éansiedad?
SCV: vasoconstriccion Lasmiditan Metiotepina*
5-HT2a SNC: ansiedad, apetito, cognicién, imaginacion,
aprendizaje, memoria, humor, percepcion, | DOI, LSD, | Ketanserina.
comportamiento sexual, suefio, termorregulacién. mescalina.
SCV: vasodilatacién y vasoconstriccion.
ML: contraccidn.
Plaquetas: agregacion.
5-HT2s SNC: ansiedad, apetito, suefio.
TGI: movilidad gastrointestinal. BW723C86. BF-1.
SCV: vasoconstriccion.
5-HT2c SNC: ansiedad, apetito, adiccién, locomocion,
humor, comportamiento sexual, suefio, | WAY-163909, SB 242084,
termorregulacion.
TGI: movilidad gastrointestinal. Lorcaserin. FR260010.
SCV: vasoconstriccion, ereccion del pene.
5-HTs3 SNC: ansiedad, adiccién, nduseas, émesis,
aprendizaje, memoria, excitacion neuronal. SR57227A,
(5-HT3A, 5-HT33) TGI: movilidad gastrointestinal, nausea, émesis. Palonosetron,
ondansetron.
5-HT4 SNC: ansiedad, aprendizaje, memoria, apetito,
humor, respiracién. Cisaprida, SB 204070, GR
(5-HTaa ) TGI: movilidad gastrointestinal. relenopride. 113808.
5-hts, SNC: locomocidn, suefio.
Ninguno. SB 699551.
5-HTs SNC: ansiedad, cognicién, aprendizaje, memoria,
humor. WAY-181187, SB399885,
WAY-208466. cerlapirdine.
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5-HT, SNC: ansiedad, memoria, humor, respiracion, suefio,
termorregulacion. LP-44, LP-211. SB269970,
SCV: Vasoconstriccion. SB656104.

SNC: Sistema Nervioso Central, SCV: Sistema Cardiovascular, TGI: Tracto Gastrointestinal, ML: Musculos Lisos, LSD: Acido Lisérgico.
Se presentan algunos de los agonistas y antagonistas selectivos para cada receptor de serotonina. La IUPHAR menciona al receptor
5-hts, pero éste receptor alin no cuenta con agonistas ni antagonistas, ni se le ha encontrado una funcidn fisiologica. *Receptores
que aun no tienen antagonistas selectivos. (Pytiak 201011, IUPHAR 201612)

Transportador de serotonina en plaquetas

El transportador de serotonina (SERT; 5-HTT) es una proteina transmembranal sodio dependiente,
ya que permite la entrada de iones Na?*y la salida de iones CI-. La principal funcién del SERT es

regular las concentraciones de serotonina sinapticas.

El SERT se expresa en cerebro (terminales presindpticas serotoninérgicas). Y fuera del
cerebro, SERT se expresa en pulmédn, venas, arterias, en las plaquetas placentarias y sanguineas,

en el epitelio gastrointestinal, en la glandula adrenal y en los linfocitos B.

El SERT tiene gran importancia en patologias como dolor crénico, migrana, ansiedad,
depresion, esquizofrenia e hipertensiéon. Ademas, drogas de abuso como las anfetaminas y la
cocaina engafian al SERT, y son usadas como sustratos de éste transportador. Esto favorece que
las concentraciones de serotonina aumenten en el espacio sindptico y en el plasma; y esto

ocasiona que disminuya la expresion de SERT en el cerebro y en las plaquetas.

Como se menciond anteriormente, las plagquetas almacenan hasta el 99% de la serotonina
del plasma. Estos las hace acreedoras del mayor reservorio de serotonina en el cuerpo. El SERT se
encuentra en la membrana plasmatica de las plaquetas y cuando hay un exceso de serotonina en

el plasma, el SERT la introduce a las plaquetas. La serotonina almacenada en las plaquetas tiene
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dos destinos; uno es que sea almacenada en granulos por un tipo de transportador llamado
vesicular de monoaminas (VMAT). Y el otro destino de la serotonina, es que sea metabolizada por

la MAO-B que se encuentra en el citoplasma de las plaquetas (Figura 4).

La serotonina almacenada en las plaquetas es liberada por exocitosis cuando se activan
otras moléculas como la trombina, ADP, coldgeno y la adrenalina. También, en respuesta a

procesos como el dafio tisular e isquemia.

Por otro lado, el Unico receptor que se expresa en la membrana plasmdtica de las

plaquetas es el 5-HT,a que juega un papel importante en el proceso de agregacion plaquetaria®3.
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Figura 4. Metabolismo de serotonina y sus sitios de accion en el sistema nervioso central y periférico. (Modificado de Yubero-
Laboz 201313).
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ASMA

El asma es una enfermedad de las vias aéreas que afecta aproximadamente a 300 millones de
personas a nivel mundial, una cifra considerablemente alta. Ya que, esta enfermedad no
discrimina ni edad ni sexo ni condiciéon social. Hasta éste momento, aln no se sabe con exactitud
cudles son los factores que hacen que una persona presente asma. Por lo que, el saberlo seria de
gran ayuda, ya que se podrian proponer estrategias terapéuticas mas efectivas para el tratamiento

de esta enfermedad.

La edad y el sexo pueden llegar a determinar el desarrollo y la progresion del asma. En el
area de investigacion, tanto clinica como basica sobre el asma, existen varios programas a nivel
mundial que se enfocan en dar soluciones de tratamiento y de prevenciéon. Uno de estos
programas es el Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia (ISAAC, The International
Study of Asthma and Allergies in Childhood; Figura 5). Este es un programa de investigaciéon
epidemioldgico sobre el asma, rinitis y dermatitis; se aplica en mas de 100 paises en
aproximadamente 2 millones de nifios. El objetivo principal de ISAAC es planear soluciones para
reducir el desarrollo de estas enfermedades principalmente en nifios que viven en paises en vias

de desarrollo (http://isaac.auckland.ac.nz/index.html).

Por otro lado, en un estudio en México se encontré que los casos de asma en hombres y
mujeres dependen de la edad. Entre los 0-4 anos de vida se observan mas casos de asma en
hombres que en mujeres (en una proporcién 4-5:1, respectivamente). Después, hasta la pubertad

las proporciones entre hombres y mujeres pueden mantenerse 1:1.
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Figura 5. Prevalencia de los sintomas de asma entre los 13-14 afios de edad (ISAAC, 2014)

Sin embargo, al llegar a la edad reproductiva la proporciéon entre hombres y mujeres
pueden llegar a invertirse hasta 5 casos de mujeres asmaticas por 1 de hombre asmatico. La mayor
diferencia entre los casos de desarrollo de asma entre mujeres y hombres es a la edad de los 50

afios, coincidiendo con la menopausia®®.

El asma es definido como una enfermedad caracterizada, usualmente, por una inflamacién
cronica de las vias aéreas. Los sintomas recurrentes del asma son tos, sibilancias, dificultad al
respirar y opresion en el pecho. Estos sintomas van acompanados de la limitacidn reversible del

flujo de aire®>.

La inflamacidn que se desarrolla en el asma ocasiona una broncoobstruccién reversible,
hiperreactividad de las vias aéreas, infiltracion de eosinéfilos y células T del tipo 2 (Th2) dentro de

la submucosa aérea, hipersecrecién de moco y remodelacién de las vias aéreas?®.

El asma se ha clasificado en alérgico y no alérgico. El asma alérgico es clasificado como una

reaccion de hipersensibilidad del tipo |I. En la mayoria de los casos de personas con asma, la
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inflamacién es producida por una reaccion alérgica que puede ser desencadenada por acaros del

polvo casero, pdlenes, proteinas animales, etc!’.

En el asma no alérgico los sintomas no se asocian a algun alérgeno. Los pacientes
reaccionan a estimulos como aire frio o seco, humedad, ejercicio, contaminantes o infecciones. Se
ha propuesto que el asma no alérgico es un tipo de autoinmunidad o autoalergia debido a la

activacién anormal de los linfocitos?8.

Para que se produzca la alergia, las vias aéreas deben de sensibilizarse al alérgeno. La
sensibilizacién empieza con la captura y procesamiento de los nuevos alérgenos por las células
dendriticas; estas células son catalogadas como células presentadoras de antigenos profesionales.
Las células dendriticas presentan al alérgeno procesado a las células ThO y éste evento deriva en la
diferenciacion de éstas células ThO en Th2. Estos linfocitos liberan las citosinas IL-4 e IL-13 que
estimulan la diferenciacion de los linfocitos B en células plasmaticas productoras de

inmunoglobulina E (IgE) alérgeno especificas.

La IgE recién sintetizada se une a receptores de IgE de alta afinidad (FceRl) que se

encuentran en la membrana de las células cebadas induciendo la sensibilizaciéon?! (Figura 6).
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Figura 6. Proceso de sensibilizacidn a un alérgeno en las vias aéreas (Modificado de Galli 20102°).

Cuando hay una reexposicién al alérgeno, éste se une a los receptores FceRl en las células
cebadas provocando que estas células degranulen. Esto ocasiona que se liberen moléculas
preformadas como la histamina, serotonina, triptasa, asi como mediadores inflamatorios
sintetizados de novo como leucotrienos, prostaglandinas, factor activador de plaquetas vy

bradicinina2® 21,

Cuando se desarrolla la inflamacidn alérgica en las vias aéreas, por lo regular se presentan
dos respuestas de ésta inflamacién: la temprana y la tardia. En la fase temprana de la alergia
histamina, proteasas, leucotrienos, prostaglandinas, bradicinina y el factor activador de plaquetas.
Las consecuencias de los efectos de estos mediadores inflamatorios son broncoespasmo agudo,
vasodilatacion, edema, secrecion de moco. Algunos de los mediadores liberados en esta fase

reclutan y activan células que estan involucrados en la respuesta tardia de la inflamacion.
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En la respuesta tardia de la inflamacion IL-4, IL-5, IL-13, RANTES, leucotrienos, TNFa, GCSF,
neuropéptidos, moléculas de adhesion y TGFa. Estos mediadores generan un broncoespasmo mas

sostenido, remodelacion e hipersecrecién de moco?®® 2022,

Una consecuencia importante de la inflamacidn crdnica es la inestabilidad de las vias
aéreas haciendo que el calibre de estas se reduzca drasticamente ante estimulos enddgenos o

exdgenos; produciéndose la hiperreactividad de las vias aéreas??.

Hiperreactividad de las vias aéreas

La inflamacidn crénica en el asma ocasiona que las vias aéreas se vuelvan inestables e
hipersensibles. En consecuencia, las vias aéreas pueden responder de forma exagerada a
estimulos diversos (aire frio, ejercicio, estrés, inhalacion de soluciones hipoténicas, etc.)
produciendo una disminucién del calibre bronquial. A esta hipersensibilidad de las vias aéreas se le

denomina hiperreactividad de las vias aéreas.

La hiperreactividad de las vias aéreas es la principal anormalidad funcional del asma y es
proporcional al grado de severidad del asma?3 (Figura 7). La hiperreactividad se refiere a la
respuesta exagerada que tienen las vias aéreas al someterse a estimulos que no generan ésta

respuesta en sujetos control?.
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta que muestra los cambios en el volumen espiratorio forzado al primer segundo (VEF1) inducido
por distintas dosis de Metacolina o histamina. Modificado GINA 201025,

Una forma de evaluar clinicamente la hiperreactividad es con pruebas de
broncoprovocacion y existen dos tipos de pruebas: las inespecificas y las especificas. Las
inespecificas consisten en administrar dosis crecientes de sustancias broncoconstrictoras como
metacolina o histamina. Para sujetos que se presume que tienen asma, a dosis bajas de
metacolina o histamina tienden a tener una caida del 20% del volumen espiratorio maximo al
primer segundo (VEF1); al comparar los VEF1 con predichos en sujetos controles. Por su parte, las
pruebas especificas son similares que las inespecificas, con la diferencia en que se usan los

alérgenos que se sabe que provoca la broncoconstriccion, ejercicio y solucién salina hiperténica®®

27
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Figura 8. Cambio en el VEF1 inducido por dosis crecientes de Metacolina (estimulo broncoconstrictor) en sujetos con asma y
sujetos sanos. La dosis provocativa 20 (CP20) es definido como la dosis de Metacolina que provoca que las vias aéreas se obstruyan
un 20%. Los sujetos asmaticos tienen un umbral de respuesta muy reducido en comparacion de los sujetos sanos; lo que indica una
mayor sensibilidad de las vias aéreas en sujetos asmaticos. Modificado O’byrne 200327,

En este sentido, cuando se desencadena el proceso inflamatorio durante el asma se
estimulan a varios tipos de células como las células dendriticas, cebadas, epiteliales, a las
terminaciones nerviosas y a las plaquetas. Por lo tanto, estos componentes de las vias aéreas
vierten sus mediadores quimicos que almacenan generando hiperreactividad. La serotonina
representa uno de estos mediadores??; cuya importancia actualmente estd despertando el interés

de varios grupos de investigacion.

Modelo de asma en animales

Los modelos de asma en animales son utilizados para estudiar los mecanismos involucrados
en la fisiopatologia del asma. Diversos parametros se pueden medir en los modelos animales

como IgE especifica, infiltrado de eosindfilos, contracciones diafragmaticas e hipertrofia del
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musculo liso. Existen diversos modelos de asma en animales como en ratas, ratones, cobayos,

conejos, entre otros.

El modelo de asma en cobayos es un buen modelo para estudiar esta enfermedad ya
gue genera una respuesta alérgica a alérgenos externos como la ovoalbimina, produce Igk e
IgG1 especifica, hay infiltrado de eosindfilos y neutréfilos, el musculo liso se contrae y se
genera hiperreactividad bronquial. Adema3s, la anatomia de las vias aéreas de los cobayos es
similar a la de los humanos y desarrollan cambios estructurales parecidos a los pacientes
asmaticos. Sin embargo, una de las principales limitantes de este modelo animal de asma es
gue existe una escases de reactivos especificos para esta especie. Aun con esta limitante, el
cobayo ofrece un atractivo modelo animal para estudiar los mecanismos que originan las

alteraciones de la funcidn respiratoria en el asma’# 7> 76,
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SEROTONINA Y ASMA

La inquietud en varios grupos de investigacién sobre la relacidén entre la serotonina y el asma, ha
derivado en la publicacién de varios. El papel de la serotonina se ha estudiado en los temas de
inflamacién, broncoobstruccion e hiperreactividad de las vias aéreas en el asma. Ademads, estas

investigaciones se centran tanto en estudios clinicos como en estudios con modelos animales.

En 1996, el grupo del investigador Lechin tenian la inquietud de conocer si la serotonina
estaba involucrada en la funcién respiratoria de pacientes con asma. Asi, reportaron la correlacion
inversamente proporcional entre las concentraciones libres de serotonina y el VEF; en pacientes
asmaticos. Ya que, mientras van en aumento las concentraciones de serotonina en la sangre de los

pacientes asmaticos, va decreciendo la funcién pulmonar?® (Figura 9).
Serotonina y asma: Inflamacion

Como se explicd anteriormente, la inflamacién en las vias aéreas es una de las principales
caracteristicas en el asma alérgica. En la inflamacion de las vias aéreas actuan varias células
inflamatorias como las células cebadas, baséfilos, linfocitos, células dendriticas, eosindfilos y
neutrdfilos. Estas células producen varios mediadores inflamatorios como lipidos, péptidos,
purinas, citosinas y especies reactivas a oxigeno. Las moléculas que producen las células

inflamatorias afectan a varias células de las vias aéreas como las células epiteliales, fibroblastos,
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células vasculares y a las células del musculo liso. Al igual, las terminaciones nerviosas que inervan

a las vias aéreas son activadas y sensibilizadas durante la inflamacién?°.
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Figura 9. Correlacidn entre las concentraciones libres de serotonina y el VEF; en pacientes asmaticos.

Dado lo anterior, se han realizado investigaciones en pacientes asmaticos en busqueda en

la relacion entre la serotonina y sus receptores con las células inflamatorias en el asma alérgica.

Un grupo de investigadores alemanes hicieron estudios con células dendriticas de
pacientes asmaticos y concluyeron que la serotonina es un potente regulador de las células
dendriticas, ya que la serotonina modula la migracién de las células dendriticas de las vias aéreas
por medio de los receptores 5-HT1 y 5-HT,. Ademas, la serotonina regula la produccién de la IL-6
(una citosina proinflamatoria) en las células dendriticas por medio de los receptores 5-HTs, 5-HTay
5-HT;. Ademas, los receptores 5-HTs y 5-HT; regulan la produccién de la IL-10 (citosina
antiinflamatoria). Finalmente, los autores de este estudio concluyeron que la serotonina favorece

que se presente una respuesta inmune del tipo Th272.
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En otro estudio, en monocitos de humanos control se reportd que éstas células expresan a
los receptores 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HTa4y 5-HT5. El receptor 5-HTsregula la produccion de IL-1B,
IL-8/CXCLS, IL-12p40 y TNF-a, mientras que los receptores 5-HTs y 5-HT; promueven la liberaciéon

de IL-1B, IL-6, IL-8/CXCL8 e IL-12p40; e inhiben la liberacién de TNF-a32,

Por otra parte, en el epitelio de neumocitos Il en humanos se expresan los receptores 5-
HT1a, 5-HT1s, 5-HT1g, 5-HT1r, 5-HT24, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT5. Estos receptores, excepto el 5-HT1a, regulan

la liberacion de IL-8/CXCLS8 e IL-632.

Por otro lado, también existe abundante informacién en modelos animales sobre la
relacion entre la serotonina y el asma. En un estudio en pacientes y ratones con asma se les hizo
lavado bronco alveolar y se observd que existen una gran concentracién de serotonina. Ademas, al
bloquear a la enzima TPH1 se encontrd que se atenua la inflamacién alérgica. Por ultimo, en este
trabajo se propone que la serotonina que se acumula después de un reto alérgico a ovoalbumina

proviene de las plaquetas®.

Serotonina y asma: Broncoobstruccion

En nuestro grupo de trabajo, existe una importante linea de investigacidn sobre la relacién entre la
serotonina y el asma. Nosotros nos evaluado la relacién de la serotonina con el asma alérgico en la
broncoobstruccidn e hiperreactividad de las vias aéreas. Utilizando un modelo de asma alérgica a

ovoalbumina en cobayos machos.
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Como se menciond previamente, el receptor 5-HT2a se expresa en todos los musculos lisos
y su estimulacion genera contraccion. En 200834, se la serotonina a través del receptor 5-HTaa
genera una respuesta bifdsica en el musculo liso de la trdquea (Figura 10). Esta respuesta bifasica

consiste en una respuesta inicial de contraccidn y una respuesta posterior de relajacion.

En experimentos en cobayos con modelo de asma la respuesta bifasica de la serotonina
contrasta con lo obtenido con los cobayos claros. La contraccidn es mas sostenida en el musculo

liso de cobayos con modelo de asma (Figura 11).
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Figura 10. Decremento de la fase de relajacion inducida por serotonina usando el antagonista Ketanserina (KT) para el receptor
5-HT,a en anillos traqueales de cobayos (Campos-Bedolla, y col. 2008).

En éste trabajo se concluyd que el receptor 5-HTza, no sélo participa en la contraccidn del
musculo liso de las vias aéreas, sino que ademas participa en la relajacién de éste musculo. Y la
respuesta de relajaciéon depende de la activaciéon del receptor 5-HT.a y estd mediada por la

activacion de la ATPasa Na*/K".
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En otro trabajo de nuestro grupo, publicamos que la serotonina es liberada activamente
desde los pulmones durante un reto antigénico. Ademads, ésta serotonina esta involucrada en la
generacién de broncoobstruccién en cobayos sensibilizados con ovoalbumina. Para llegar estas

conclusiones, dividimos éste trabajo en tres partes3>,
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Figura 11. Efecto en la respuesta de serotonina en anillos traqueales de cobayos con modelo de asma. La fase de relajacién fue
notablemente disminuida en anillos traqueales de cobayos con modelo de asma en comparacidn con anillos traqueales de cobayos
sanos. (Campos-Bedolla, y col. 2008)

En una parte de éste trabajo, evaluamos el efecto broncoobstructor de la serotonina en
cobayos controles (sin sensibilizar a ovoalbumina). A estos cobayos se les hizo curvas dosis-
respuesta con dosis no acumulativas de serotonina (0.18-5.6 ug/Kg). Las curvas fueron hechas con
un pletismoégrafo para animales anestesiados y se midié la resistencia pulmonar (RL). Encontramos
gue la administracion de dosis crecientes de serotonina produce una respuesta broncoobstructiva

dosis-dependiente. Ademds, la RL basal aumentd aproximadamente 4 veces (Figura 12).
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En la segunda parte de éste estudio, se determiné el papel de la serotonina en la
broncoobstruccion en cobayos con modelo de asma. Estos cobayos fueron sometidos a un reto
antigénico con 40ug/Kg de ovoalbumina intravenosa. Ademas, se bloquearon los siete receptores
de serotonina utilizando una combinacién de dos farmacos, metiotepina (antagonista de 5-HT;, 5-

HT,, 5-HTs, 5-HTe y 5-HT7) y tropisetréon (antagonista de 5-HT3 y 5-HTa).
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Figura 12. Efecto broncoobstructor de la serotonina en cobayos. Se administraron dosis crecientes de serotonina y midié su
efecto en las vias aéreas. (Arreola, y col. 2013)

Ambos antagonistas se administraron por via intravenosa, aproximadamente 10 minutos
antes del reto antigénico. Entonces, encontramos que al bloquear los siete receptores de

serotonina disminuyd considerablemente la broncoobstruccién (Figura 13).

Finalmente, la tercera parte del estudio, consistié en cuantificar los posibles cambios en las
concentraciones sanguineas de la serotonina durante del reto antigénico. Se tomaron muestras de
sangre de cobayos antes, durante y después del reto antigénico a ovoalbimina en cobayos

sensibilizados. Encontramos que en el grupo que se midieron las concentraciones de serotonina en
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la sangre durante el reto antigénico que provenia de los pulmones, tuvo una alta correlacion con la
maxima broncoobstruccién observada. Sugiriendo que la serotonina libre tiene una funcién en la

generacion de la broncoobstruccién (Figura 14).
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Figura 13. Efecto de los receptores de serotonina en la broncoobstruccion en cobayos. Se bloquearon los siete receptores de
serotonina con una combinacidn de metiotepina + tropisetrén y se midié el efecto del bloqueo en las vias aéreas. (Arreola, y col.
2013; datos no publicados).

Serotonina y asma: Hiperreactividad de las vias aéreas

La hiperreactividad es un proceso caracteristico del asma. Sin embargo, aun no estd comprendido
en su totalidad cuales son los factores que la generan. Por éste motivo en otro estudio publicado
en el 20103, también por nuestro grupo de trabajo, nos enfocamos en estudiar el papel de la

serotoninay sus receptores en la hiperreactividad de las vias aéreas.

Para poder evaluar lo anterior, utilizamos cobayos con modelo de asma alérgica a
ovoalbumina. Para medir la hiperreactividad, se realizaron dos curvas dosis-respuesta no

acumulativas a acetilcolina, una curva antes y otra curva después del reto antigénico a
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ovoalbumina. Antes de administrar la segunda curva de acetilcolina se administré una mezcla de
farmacos, Tropisetron (antagonista de 5-HTs y 5-HT4) y Metiotepina (antagonista de 5-HT1a, 5-
HT2a, 5-hts, 5-HTe y 5-HT7). Las curvas fueron hechas con un pletismégrafo para animales
anestesiados y se midid la resistencia pulmonar (RL). Se encontré que al bloquear todos los

receptores de serotonina se pudo evitar la generacion de hiperreactividad en cobayos con modelo

de asma (Figura 15).
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Figura 14. Relacion entre las concentraciones de serotonina plasmaticas y la broncoobstruccion maxima. (Arreola, y col. 2013)

pag. 34



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

Entonces, al bloquear todos los receptores de serotonina en cobayos sometidos al modelo
experimental de asma, se abolia la hiperreactividad. Pero no sabiamos con exactitud cual o cuales
receptores de serotonina eran los que estaban mediando la hiperreactividad. Por lo tanto,
utilizamos antagonistas especificos para los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4 y 5-HT7y asi
evaluar cuales eran los receptores de serotonina que estaban involucrados en la generacién de
hiperreactividad (Figura 15). Encontramos que los receptores 5-HTza, 5-HTs y 5-HT; son los

responsables de generar hiperreactividad en cobayos con modelo de asma.
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Figura 15. Hiperreactividad a acetilcolina después del reto antigénico. En el panel (a) el reto antigénico en cobayos disminuye la
PD20o (dosis de acetilcolina que causa el incremento del 200% del valor de la RL basal), y esto causa hiperreactividad. En el panel (b)
una combinacién de Metiotepina (0.3 mg/kg) mas Tropisetron (3mg/kg) completamente abolié la hiperreactividad inducida por
reto antigénico. Los circulos abiertos son las curvas de acetilcolina antes del reto antigénico y los circulos cerrados son las curvas de
acetilcolina después del reto antigénico. p<0.05. (Segura Medina, y col. 2010)
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Figura 16. Receptores de serotonina que estan involucrados en la generacion de hiperreactividad. Se usaron antagonistas
especificos para receptor de serotonina y de esta manera evaluar que receptor generaba o no hiperreactividad de las vias aéreas.
(Segura Medina, y col. 2010)

En concordancia con lo anterior, el receptor 5-HT.a en las vias aéreas se encarga de
contraer y hasta relajar el musculo liso. Es ampliamente reconocido la participacién del receptor 5-
HT2a en la contraccidn del musculo liso de las vias aéreas. No obstante, poco es conocida la
actividad de los receptores 5-HT4 y 5-HT7. En este trabajo, describimos que los receptores 5-HTs y
5-HT; participan de manera indirecta en la hiperreactividad. Se realizaron estudios in vitro de
estimulacién eléctrica de campo y se evalud la accién de los agonistas especificos Cisaprida
(agonista 5-HT4) y LP44 (agonista 5-HT7) en traqueas de cobayos controles. Asi definimos que los
receptores 5-HT4 y 5-HT7 se encuentran de manera presinaptica en el musculo liso traqueal; ya

gue incrementan la respuesta de contraccién colinérgica a la estimulacion eléctrica (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de LP44 (agonista del receptor 5-HT;) y de Cisaprida (agonista del receptor 5-HT,) en la contraccién inducida por
una estimulacion eléctrica de campo en anillos traqueales de cobayos. (Segura Medina, y col. 2010)

También es este estudio evaluamos las concentraciones de serotonina en homogenados de
pulmén en cobayos controles y en cobayos con modelo de asma. Encontramos que la serotonina

aumenta nueve veces mads en pulmones de cobayos con modelo de asma (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion de serotonina en homogenados de parénquima pulmonar de cobayos sanos y cobayos con modelo de
asma. (Segura Medina, y col. 2010)
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Por consiguiente, encontramos la participacién de las células neuroenddcrinas pulmonares

como reservorios de serotonina en las vias aéreas (Figura 19).

La conclusidn sobre éste valioso trabajo se puede observar en la Figura 20. En cobayos no
sensibilizados (Panel A), la acetilcolina intravenosa estimula a los receptores muscarinicos M3 lo
gue produce contraccion del musculo liso traqueobronquial. La estimulacién de receptores
muscarinicos M2 en el musculo liso potencian la contraccién mediante una reducciéon en la
produccién de cAMP. A nivel presindptico, la estimulacion de los receptores M2 previene la
subsecuente liberacion enddgena de acetilcolina de las terminales neuronales. La acetilcolina
intravenosa puede también inducir la liberacidon de serotonina de las células neuroenddécrinas
pulmonares. Después del proceso de sensibilizacion (Panel B), probablemente ocurren dos
cambios criticos. En primer lugar, el contenido de serotonina pulmonar proveniente de las células
neuroendocrinas pulmonares incrementa, por lo tanto, su liberacién inducida por la acetilcolina se
ve aumentada. La serotonina produce contraccién del musculo liso traqueobronquial por
estimulacion de los receptores 5-HT2a. En segundo lugar, la llegada de los eosindéfilos produce
deterioro de los receptores presindpticos M2, dejando sin mecanismos inhibitorios que modulen
la secrecién de acetilcolina, por lo que predominan los mecanismos que promueven su liberacién,
como aquellos iniciados por receptores presinapticos 5-HTs y 5-HT;. La activacién de fibras
aferentes por la serotonina induce reflejo vagal, favoreciendo la aun mas la liberacion de
acetilcolina. El incremento en la liberacién enddgena de acetilcolina puede entonces potenciar los

mecanismos contrdctiles. Los eosindfilos pueden también causar deterioro de los receptores M2
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en el musculo liso traqueobronquial, disminuyendo la respuesta contractil a acetilcolina, por lo

gue la contraccion se torna mas dependiente de la estimulacion de los receptores 5-HT2a.

Receptor nACh 5-HT Colocalizacion

Cobayo sano

Cobayo
modelo de asma

25 um

Figura 19. Microscopia confocal para los receptores nicotinicos a7 (Receptor nACh) y serotonina (5-HT) en el epitelio de las vias
aéreas de cobayo. La sensibilizacién a ovoalbimina aumenta considerablemente la inmunodecteccién del receptor nACh y la 5-HT,
comparado con los tejidos de cobayos sanos. La colocalizacién de receptor nACh con a 5-HT se aprecia con el color amarillo.
(Segura Medina, y col. 2010)
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Figura 20. Eventos que probablemente ocurren durante el desarrollo de la hiperreactividad a acetilcolina inducida por el reto
antigénico. ACh: acetilcolina, 5-HT: serotonina, nACh: receptor nicotinico, IP3: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, PNEC:
células neuroendocrinas pulmonares. (Segura Medina, y col. 2010)
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JUSTIFICACION

El asma representa un serio problema de salud publica en México y en el mundo, por ser una de
las enfermedades mds frecuentes de atencion hospitalaria. Aproximadamente, 300 millones de
personas en el mundo padecen de ésta enfermedad; en México la incidencia del asma comprende
del 5 al 12% de la poblacién, siendo la poblacién infantil la mas afectada. La fisiopatologia del
asma es compleja, ya que participan diferentes procesos fisioldgicos que involucran distintas
células y moléculas, como la serotonina, cuyos mecanismos de accidon en las vias aéreas aun se
siguen investigando. Por lo que, nuestro interés fue determinar la importancia de la serotonina y
sus receptores en el fendmeno de hiperreactividad. En el presente estudio evaluamos la expresién
de los receptores serotoninérgicos en pulmon de cobayos sometidos al modelo experimental de

asma alérgica.
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HIPOTESIS

Los receptores de serotonina expresados en el pulmdn de cobayos sometidos a un modelo

experimental de asma alérgica participan en la hiperreactividad de las vias aéreas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar a los receptores de serotonina involucrados en el desarrollo de hiperreactividad en

cobayos con modelo de asma alérgica.
Objetivos particulares

1. Caracterizar farmacoldgicamente el papel de los receptores 5-HT1g/1p, 5-htsa y 5-HTe sobre la

hiperreactividad a la acetilcolina en cobayos con modelo de asma alérgica.

2. Determinar la expresién del mRNA de los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4, 5-hts, 5-HTs y

5-HT de serotonina en pulmén de cobayo con modelo de asma alérgica mediante qRT-PCR.

3. Determinar la expresion de la proteina de los receptores 5-HTza, 5-HT4 y 5-HT7 en musculo liso

traqueal, epitelio traqueal y bronquial y en parénquima pulmonar mediante Western-Blot.
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MATERIALY METODOS

Animales

Usamos cobayos machos (450-500g) criados en condiciones convencionales en el bioterio (ciclos
luz/oscuridad de 12/12 h, aire acondicionado filtrado, 21+1°C, humedad 50-70%, cama
esterilizada) y alimentados ad libitum con pellets (Teklad Guinea Pig Diet 7006, Harlan Teklad,
Madison, WI) y agua esterilizada. El protocolo para realizar éste trabajo fue aprobado por los
Comités Cientifico y de Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (B17-12) y
del Instituto Mexicano del Seguro Social (2010-785-033). Los experimentos se condujeron
siguiendo los lineamientos de Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicadas por U.

S. National Institutes of Health revisidon 2011.
Procedimiento de sensibilizacion y reto antigénico

Los cobayos se sensibilizaron (dia 0) con la administracién intraperitoneal de 60 mg de
ovoalbumina (cat. A-5253; Sigma—Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) y 1 mg de Al (OH)3 en 0.5 ml de
solucién salina (NaCl al 0.9%). Al dia 8 (primer refuerzo antigénico) los animales se nebulizaron con
3 mg-ml! de OA en solucidn salina durante 5 min usando un nebulizador ultrasénico (model WH-
2000, Guangdong Yuehua Medical Instrument Factory Co., Ltd., Guangdong, China, didmetro de
particula 1-5um). En el dia 15, se aplicd un segundo refuerzo antigénico a los cobayos con 0.5

mg-ml* de OA en solucién salina durante 1 min (Figura 21).

pag. 44



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

En los dias 21-25 del estudio, se administré a los cobayos el reto antigénico con un
Pletismoégrafo para animales anestesiados. El reto antigénico se hizo con la finalidad de hacer una
primera medicion de la reactividad de las vias aéreas a la acetilcolina, que fue seguida de un reto
antigénico con un bolo unico de ovoalbimina (400 pg-Kg?i.v.), y para una segunda medicién de la
reactividad de las vias aéreas una hora después de haberse recuperado de la broncoconstricciéon

aguda inducida por el reto antigénico.

Los cobayos que no respondieron adecuadamente al reto antigénico fueron descartados

del estudio. Todas las soluciones usadas fueron preparadas el mismo dia de su uso.

-

INTRAPERITONEAL NEBULIZADOR NEBULIZADOR

OA [60pg/kg] + OA [3mg/ml] OA [1mg/mlI]
Al(OH); [1mg/ml] 5 minutos 30 a 60 seg.

Figura 21. Método de sensibilizacién

Pletismografia para animales anestesiados

La resistencia pulmonar (RL) se midié a través del método isovolumétrico en una cdmara

pletismografica cerrada (Buxo Electronics Inc., Troy, NY).
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Los cobayos se anestesiaron con pentobarbital sddico (35 mg-Kg? intraperitoneal), y la
profundidad de la anestesia se mantuvo con administracion periddica de dosis adicionales de
pentobarbital (9 mg-Kg? intravenoso). Todos los animales recibieron bromuro de pancuronio

(0.06 mg-Kg* intravenoso) para evitar movimientos respiratorios espontaneos.

Después de canular la traquea, cada animal fue ventilado mecdnicamente (ventilador
modelo 50-1700, Harvard Apparatus Ltd., Edenbridge, UK) con volumen corriente de 10 ml-Kg'y a
48 respiraciones-min-1. La vena yugular derecha se canulé para la administracién de los farmacos.
Una cdnula llena de agua se colocd en el tercio medio del eséfago para medir la presién
intraesofagica, considerada como indicadora de la presion intrapleural. Las presiones obtenidas de
las canulas esofagica y traqueal se registraron mediante un transductor de presién diferencial
(SCXLOO4DN, SenSym ICT, Milpitas, CA). La presién dentro de la cdmara pletismografica se registré
a través de otro transductor de presion diferencial. Esta ultima sefial se convirtié en una senal de
pseudoflujo mediante un software especial (Buxco Biosystem XA, version 1.0). Finalmente, la
relacion entre ambos parametros calculd la RL a través de la formula RL= AP/AV, donde AP es la

diferencia de presién y AV es la diferencia de flujo (Figura 22).

Modelo de la hiperreactividad de las vias aéreas

Después de una respuesta basal a solucién salina (0.1 ml i.v.) se hicieron dos curvas dosis-
respuesta a acetilcolina (1, 1.8, 3.2, 5.6, 10, 18, 32, 56 y 100 pg-kg* intravenosa), una antes y otra
después del reto antigénico. Para la construccion de estas curvas se considerd la respuesta

maxima (es decir, el maximo incremento de RL) obtenida en los siguientes 3 min (la RL basal). La
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curva se finalizaba cuando la respuesta a una dosis de acetilcolina alcanzaba 3 veces la RL basal.
La hiperreactividad de las vias aéreas se expresé como la dosis provocativa 200% (PD2oo), es decir,

la dosis de acetilcolina requerida para obtener un 200% de incremento de la RL basal).

PLETISMOGRAFIA

COBAYO ANESTESIADO

AMPLIFICADOR

COMPUTADORA

\ PRESION TRAQUEAL

ENTRADA

SALIDA

VENTILADOR
MECANICO

PRESION ESOFAGICA

Figura 22. Sistema de pletismografia para animales anestesiados. Este equipo permite evaluar la hiperreactividad inducida por el
reto antigénico a ovoalbimina in vivo.

Diez minutos antes de la segunda curva a acetilcolina se administraron por via intravenosa
antagonistas para receptores de serotonina o el vehiculo (cuadro 3). Para asegurarse que el reto
antigénico siempre producia hiperreactividad de las vias aéreas, se estudié un grupo control de 4-
7 cobayos con modelo de asma sin la administracion de los antagonistas, es decir, con solo la
administracion de vehiculo. Corroboramos que los antagonistas para receptores de serotonina no

causaran cambios de los valores basales de RL.

pag. 47



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

Cuadro 3. Antagonistas para receptores de serotonina usados en éste estudio

Receptor Antagonista Dosis
5-HT1g/1D GR 127935 0.3mg/Kg
5-hts, SB 699551 1mg/Kg
5-HTs SB 399885 1mg/Kg

Tratamiento de los tejidos usados para experimentos de gqRT-PCR y Western-Blot

Los tejidos usados para los experimentos de qRT-PCR Y Western- blot tuvieron un tratamiento

previo a realizarse los experimentos.

Para los experimentos de gRT-PCR, en el dia de estudio los cobayos se anestesiaron
profundamente con una inyeccidon intraperitoneal de pentobarbital de sodio (35mg/kg). Para
poder perfundir los pulmones de los cobayos, se les abrid el pecho y se canulé la arteria pulmonar
a través del ventriculo derecho y se cortd el atrio izquierdo. Usando una bomba peristaltica, se
paso solucidn salina a los pulmones, a una baja presion con un flujo de ~18 ml/min, removiendo la
sangre intravascular de los pulmones. Una vez que los pulmones estuvieran libres de sangre, se
tomd el l6bulo derecho craneal e inmediatamente se puso en solucion de RNAlater® (cat.
AM7021; Ambion, Austin, Texas, USA). Y en menos de una hora se almacenaron los |ébulos de

pulmén a -70°C hasta su analisis por qRT-PCR.

Por otra parte, la determinacién del contenido protéico por Western-Blot se hizo en
epitelio traqueal y bronquial, musculo liso traqueal y en parénquima pulmonar de cobayos

controles y con modelo de asma.
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La trdquea se cortd y se abrid por un corte longitudinal a través de los anillos
cartilaginosos. La tradquea se fijé con alfileres a una caja Petri con agar conteniendo solucién de
Krebs (concentracién [mM]: NaCl 120, NaHCOs 25, KCl 4.7, KH2PO4 1.2, MgS04 1.2, CaCl, 2.5y
glucosa 11) y burbujeado con oxigeno. Sobre estas condiciones, el epitelio traqueal fue obtenido
levantando suavemente la membrana mas superficial con unas pinzas quirurgicas. Con el resto del

tejido traqueal, el musculo liso fue disecado después de quitar el tejido conectivo.

Con respecto al epitelio bronquial, el arbol bronquial fue disecado hasta la tercera y cuarta

generacién bronquial y se elimind el tejido de parénquima pulmonar circundante.

Finalmente, un fragmento de parénquima pulmonar fue obtenido de Iébulo izquierdo
diafragmatico. Todos estos tejidos fueron almacenados separados en tubos criogénicos, e
inmediatamente fueron congelados en nitrégeno liquido y después se almacenaron a -70°C hasta

su analisis por Western-blot.

Cuando se hicieron las pruebas de Western-blot, nos percatamos que la cantidad de
proteina para cada tejido a trabajar era escasa. Por lo tanto, cada Western-blot fue hecha con un
pool de tejidos de 3 cobayos. En algunos animales, se tomd una muestra de cerebro para servir

como control positivo para el receptor 5-HT5.

PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

De las muestras de parénquima pulmonar se extrajo el RNA total usando TRIzol (Life Technologies,

Grand Island, NY). La calidad del RNA se evalué mediante resolucion sobre geles de agarosa al 1%
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desnaturalizada y la medicion de la relacion de absorbancia 260/280 nm. EI DNA complementario
(cDNA) fue sintetizado usando 1 pg de RNA total, 1 ug de DNasa y 1ul de buffer de DNasa (cat.
ENO523; Fermentas, Waltham, MA, USA). El cDNA se transcribiéo de forma reversa usando la
transcriptasa reversa de virus de leucemia murina Moloney de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor, cat. 4374966;
Applied Biosystems, Carsbad, CA, USA). La amplificacién qPCR fue hecha por el equipo i-Cycler iQ
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA). La qPCR se realizé con una mezcla de trabajo de cDNA
en un volumen de reaccion de 15 pl conteniendo 4 pl ¢cDNA, 2 mM dNTP (cat. 10297-018;
Invitrogen, Carsbad, CA, USA), 10 uM de primers especificos de 5'a 3, 50 mM MgCl2, 10x PCR
Buffer, 1.5 U Taq DNA polymerase (cat. 10966-018; Invitrogen), 500 nM fluoresceina (cat.
11636154910; Roche, Indianapolis, IN, USA) y tincién SYBR Green | Dye 1x (cat. 4707516001,
Roche). Los pares de primers de los receptores de serotonina fueron disefiados en Probefinder

(http://qpcr.probefinder.com/organism.jsp) (Cuadro 4).

Se utiliz6 como gen control interno a la 18s rRNA (cat.4352930E; Applied
Biosystems). Todos los gPCR se hicieron por triplicado y los resultados se normalizaron
transformando los valores resultantes a logaritmos (log). La expresion relativa de los receptores de
serotonina fue comparada con la expresion de 18s rRNA en los mismos tejidos y esto fue calculado
con la formula 2°2¢T, Ademas, la expresion relativa de los receptores de serotonina en tejidos de
cobayos con modelo de asma fue comparada con los tejidos de cobayos controles usando el

método37 2-2ACT,
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Cuadro 4. Secuencia de primers para receptores de serotonina usados en éste estudio

Receptor Primer sentido Primer antisentido
5-HT1a 5'CACTCTGTTGGGTGCCATAA'3 5'TGACGGGGTTTAGCAGAGAG'3
5-HT2a 5'CTGCAGGATGATTCCAAGGT 3 5'AAATGCCACGAAAGAACCAA’3
5-HT; 5'CTACGTGGTCATCCGCCGGC'3 5'CCGGGGGCAGGTAGAAGCCC'3
5-HT, 5'AATAAGATGACCCCTCTGCGTA'3 | 5'"CATGGGGATAACCCAGCA'3
5-hts, 5'CGCATCCAATGTAATGATCG'3 5'GGGGCCAGAGAGATGACAG'3
5-HTs 5'CTGCCCTTCGTCCTTGTG'3 5'TGCAGTAAGTGAAGCAGATGG'3
5-HT; 5'CACAGCGGTGGCATTTTAC 3 5'GCAGCCTTGTAAATCCGGTA'3

Pletismografia barométrica

En el dia 15 del modelo de asma, los cobayos se pusieron en una camara barométrica para
animales de libre movimiento. A esta cdmara se le conecta un nebulizador y a su vez la cdmara se
conecta al equipo de pletismografia. Las bases de la pletismografia barométrica han sido

extensamente descritas en los trabajos de Drorbaugh 1955 y Hamelmann 199738 3°,

En esta técnica, el equipo registra varios parametros respiratorios de una manera no
invasiva. A partir de estos pardmetros, se calcula un indice sin unidades conocido como aumento
en la pausa (Enhanced Pause, Penh); el cual ha sido altamente aceptado como una medida de
resistencia de las vias aéreas?®®. Dos periodos de 5 minutos de mediciones de Penh fueron
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registrados, uno en condiciones basales y el segundo, 1 minuto después de la inhalaciéon de

ovoalbumina.

Basado en nuestra experiencia, en el dia 15 del modelo de asma con reto a ovoalbimina el
Penh tiende a aumentar de 2 a 6 veces con respecto al Penh en condiciones basales (valores de
0.22 a 0.32). Este incremento en el Penh se asocia con el grado de la dificultad respiratoria que
experimentan los cobayos (disociaciéon tordacico-abdominal). La respuesta de las vias aéreas
(APenh= el valor de Penh después del reto antigénico menos el Penh basal) fue considerado como

un indicador del grado de sensibilizacién alérgica.

El equipo de pletismografia calcula el Penh por cada respiracién y lo hace promediando el
Penh de todas las respiraciones cada 15 segundos y el promedio se calcula con estos valores
durante 5 minutos. Todos los animales fueron estudiados para la expresién de los receptores de

serotonina en los dias 21-24.

Western-blot

Se hizo un pool de tejidos de tres cobayos de musculo liso traqueal (~12mg), epitelio traqueal

(~6mg), epitelio bronquial (~18mg) y parénquima bronquial (~30mg).

Los tejidos se pusieron de manera separada cada uno en 500 pl de solucién de lisis que
contenia: 50 mM Tris—HCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 120 mM NacCl, 0.5% Igepal®, 1 mM
NasVOas, 5 mM NaF, 0.5% desoxicolato de sodio, 10 mg fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y

coctel de inhibidor de proteasas (Set Ill, cat. 539134; Calbiochem, La Jolla, CA, USA), 1:200 v/v pH
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7.4. Los tejidos fueron homogenados (Polytron PT 1200 E, Kinematica, Luzern, Switzerland) y

después centrifugados a 4°C a 3000 rpm durante 5 minutos.

El contenido total de proteina fue determinado con el sobrenadante usando un kit
comercial (DC Protein Assay, cat. 500-0116; Bio-Rad), 40 pg de éste sobrenadante fue cargado en
diferentes carriles en un gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se sometié a electroforesis en
condiciones reductoras. Después, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y se bloqued con leche en polvo sin grasa disuelta en TBS-Tween (Tween 20, 0.1%)

durante una hora a temperatura ambiente.

Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con un anticuerpo policlonal de
conejo contra el receptor 5-HT.a (cat. ab16028; Abcam, Cambridge, MA, USA) 1:200 v/v, el
receptor 5-HT,4 (cat. ab87337; Abcam) 2 ug/ml y para el receptor 5-HT7 (cat. ab13898; Abcam)
1:200 v/v. Finalmente, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario de IgG de
cabra contra conejo conjugado con peroxidasa de rdbano picante (cat. 12-348; Millipore, CA, USA)

1:1000 v/v, durante 1 hora a 37°C.

Los inmunoblots se hicieron empleando un potenciador del reactivo de quimioluminicencia
(Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, cat. 34096; Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA). Los inmunoblots de los receptores de serotonina fueron analizados por densitometria
(Molecular Imaging ChemiDoc XRS; Bio-Rad). Se utilizé a la a-actina como control de carga y se usé
un anticuerpo monoclonal de ratéon para la a-actina (cat. A5228; Sigma—Aldrich) 1:1000 v/v. Estas

membranas después fueron incubadas con un anticuerpo secundario de IgG de borrego contra
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ratdn conjugado con peroxidasa de rabano picante (cat. NA9310 V; Amersham, Buckinghamshire,

UK) 1:2000 v/v.

Para determinar que los anticuerpos usados fueran especificos para los receptores de
serotonina se utilizaron controles negativos. Se usaron los péptidos inhibidores para cada receptor
de serotonina: 5-HTa (cat. ab161959; Abcam) and 5-HT, (cat. ab102731; Abcam) para saturar el
anticuerpo primario (2 pug péptido/1 ug anticuerpo). El péptido inhibidor para el receptor 5-HT7no
se encuentra disponible a la venta, asi que se utilizé para éste receptor como control positivo

tejido de cerebro de cobayo.

Analisis estadistico

En los experimentos in vivo, para cada curva dosis-respuesta a acetilcolina intravenosa se calculé
la PD2go mediante extrapolacién en la linea de regresidon (CurveExpert v1.3, Daniel G. Hyams,
Hixson, TN). Los cambios de la PDygo antes y después del reto antigénico se evaluaron a través de
la prueba t de Student para datos pareados. Datos en el texto y Figuras corresponden al promedio

+ error estandar.

Las diferencias entre los cobayos controles y los cobayos con modelo de asma en los
experimentos de qRT-PCR y de Western-blot fueron analizados con t de Student para datos no
pareados. Los datos en el texto y las ilustraciones corresponden a promedio * error estandar. La

significancia estadistica se fijo en p<0.05 a dos colas.
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RESULTADOS

Caracterizacion Farmacoloégica

En la publicacién de Segura 2010, analizamos la participacién de algunos receptores de serotonina

en la generacion de hiperreactividad en cobayos con modelo de asma.

Se estudid si los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4 y 5-HT7 estaban involucrados en la
generacién de hiperreactividad en cobayos con modelo de asma. Pero, como se menciond en la

seccion de antecedentes, la serotonina tiene aproximadamente 15 receptores.

Para extender el estudio de Segura 2010, evaluamos el papel de los receptores 5-HT1g/1p, 5-
htsa y 5-HTs sobre la hiperreactividad a la acetilcolina en cobayos con modelo de asma alérgica.
Para medir la hiperreactividad bronquial, los cobayos recibieron dosis no acumulativas de
acetilcolina. Se realizaron dos curvas a acetilcolina, una curva antes y otra curva después del reto
antigénico. Antes de administrar la segunda curva de acetilcolina se administré un
antiserotoninérgico selectivo. Las curvas fueron hechas con el equipo de pletismografia para

animales anestesiados y se midié la resistencia pulmonar (RL).
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Al bloquear al receptor 5-HT18/1p0 genera hiperreactividad en cobayos con modelo
de asma

En este estudio encontramos que al bloquear a los receptores 5-HTig/1p con el antagonista
selectivo GR 127935 se observd que se evita la hiperreactividad a la acetilcolina en cobayos con

modelo de asma (Figura 23).

El promedio de los valores de la primera curva de acetilcolina en cobayos controles fue de
13.29 + 1.9 pg/kg y de la segunda curva 3.99 * 1.8 ug/kg, p<0.02. Con lo anterior se observa que
necesita menos concentracién de acetilcolina en la segunda curva con respecto a la primera; por
lo tanto, se desarrollé hiperreactividad. Por el contrario, en los cobayos sometidos al modelo
experimental de asma se necesité casi la misma concentracion de acetilcolina en la segunda curva
en comparacion con la primera curva a acetilcolina para llegar a la misma respuesta después de
administrar el antagonista del receptor 5-HT1g/1p (valores de la primera curva 12.76 + 2.24 pg/kg y

valores de la segunda curva 8.25 + 3.4 ug/kg, p<0.18).

En consistencia con lo anterior, sugerimos que la activacién de este receptor al activarlo
por la serotonina endégena podria generar hiperreactividad, ya que al bloquearlo inhibe éste

fenémeno.
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Figura 23. Receptores 5-HTg/1p de serotonina esta involucrado en la generaciéon de hiperreactividad. En el panel A (control),
cobayos sometidos al modelo experimental de asma sin la administracion del antagonista GR 127935, generaron hiperreactividad
(n=5). En el panel B (experimental), los cobayos sometidos al modelo experimental de asma con la acciéon del antagonista GR
127935 (0.3 mg/kg) que evitd la hiperreactividad (n=6). Las barras corresponden al promedio y las lineas verticales con el error
estandar. Las barras color blanco son la primera curva de acetilcolina antes del reto antigénico. Las barras rayadas son la segunda
curva de acetilcolina después del reto antigénico. t de Student para datos pareados y el *p<0.02.

El receptor 5-htsa no esta involucrado en la hiperreactividad en cobayos con
modelo de asma

Al bloquear a los receptores 5-hts, con el antagonista selectivo SB 699551 se observé que se

generd hiperreactividad a la acetilcolina en cobayos sometidos al modelo experimental de asma

(Figura 24).

El promedio de los valores de la DPgo a acetilcolina en la primera curva en cobayos
controles fue de 12.98 * 1.7 ug/kg y mientras que en la segunda curva 3.45 + 0.8 ug/kg, p<0.04.
Con lo anterior se observa que se necesita menos concentracién de acetilcolina en la segunda
curva con respecto a la primera para llegar a la misma respuesta; por lo tanto, se desarrollé
hiperreactividad. En los cobayos sometidos al modelo experimental de asma se necesitd menos

concentracidon de acetilcolina en la segunda curva en comparacién con la primera curva a
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acetilcolina para llegar a la misma respuesta después de administrar el antagonista del receptor 5-
htsa (valores de la primera curva 6.11 + 1.8 ug/kg y valores de la segunda curva 2.8 + 1.1 ug/kg,

p<0.04).

El resultado anterior, sugiere que cuando la serotonina enddgena se une a este receptor no
estd relacionado con la génesis de la hiperreactividad; ya que su bloqueo farmacoldgico no

previene la hiperreactividad inducida.

Anti 5-htsa Anti 5-htsa
Control A Experimental B
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Figura 24. Receptores 5-hts, de serotonina no pueden evitar la generacion de hiperreactividad. En el panel A (control), cobayos
sometidos al modelo experimental de asma sin la administracién del antagonista SB 699551 (1 mg/kg), generaron hiperreactividad
(n=4). En el panel B (experimetal), los cobayos sometidos al modelo experimental de asma con la accién del antagonista SB
699551que generd la hiperreactividad (n=5). Las barras corresponden al promedio y las lineas verticales con el error estandar. Las
barras color blanco son la primera curva de acetilcolina antes del reto antigénico. Las barras rayadas son la segunda curva de
acetilcolina después del reto antigénico. t de Student para datos pareados; *p<0.04.

El receptor 5-HTs tampoco evita la hiperreactividad en cobayos con modelo de

asma

Al bloquear a los receptores 5-HTs con el antagonista selectivo SB 399885 se observé que generd
hiperreactividad a la acetilcolina en cobayos sometidos al modelo experimental de asma (Figura
25).
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El promedio de los valores de la primera curva de acetilcolina en cobayos controles fue de
10.98 + 2.6 pg/kg y de la segunda curva 3.4 + 2.2 ug/kg, p<0.04. Con lo anterior se observa que se
necesita menos concentracion de acetilcolina en la segunda curva con respecto a la primera para
llegar a la misma respuesta; por lo tanto, se desarrolld hiperreactividad. Por otro lado, en los
cobayos sometidos al modelo experimental de asma(experimentales) también se necesité menos
concentracion de acetilcolina en la segunda curva en comparacién con la primera curva a
acetilcolina para llegar a la misma respuesta después de administrar el antagonista del receptor 5-
HTe (valores de la primera curva 8.9 + 2.4 ug/kg y valores de la segunda curva 2.8 + 1.7 pg/kg,

p<0.02).

Asi, nuestros resultados sugieren que la activacidon del receptor 5-HTe al activarlo no
participa en la generacién de hiperreactividad; ya que su bloqueo previene la hiperreactividad

inducida.

Caracterizacion farmacologica completa de los receptores de serotonina en el
desarrollo de hiperreactividad en cobayos con modelo de asma

Al estudiar si los receptores 5-HTigip, 5-htsa y 5-HTe participan en la generacidon de
hiperreactividad en cobayos con modelo de asma, completamos el objetivo de la caracterizacidon

farmacoldgica.
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Figura 25. Receptores 5-HTsde serotonina no pueden evitar la generacion de hiperreactividad. En el panel A (control), cobayos
sometidos al modelo experimental de asmasin la administracion del antagonista SB 399885 (1 mg/kg), generaron hiperreactividad
(n=4, *p<0.04). En el panel B (experimetal), los cobayos sometidos al modelo experimental de asmacon la accién del antagonista SB
699551 que generd la hiperreactividad (n=5, *p<0.02). Las barras corresponden al promedio y las lineas verticales con el error
estandar. Las barras color blanco son la primera curva de acetilcolina antes del reto antigénico. Las barras rayadas son la segunda
curva de acetilcolina después del reto antigénico. t de Student para datos pareados.

La Figura 26 es una modificacion de ésta Figura del articulo de Segura y colaboradores del
2010. En éste articulo solo se estudiaron a los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4 y 5-HT7en la
generacién de hiperreactividad en cobayos con modelo de asma. Ahora, con éste estudio
extendemos el hallazgo de Segura y cols®; ya que evaluamos la participacidn de los receptores 5-
HT1s/1p, 5-htsa y 5-HTsy su posible participaciéon en la generacion de hiperreactividad en cobayos

con modelo de asma.

Encontramos que los receptores 5-HTig/ip Y no los 5-htsa y 5-HTs estdn involucrados en la

generacién de hiperreactividad en cobayos sometidos al modelo experimental de asma.
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Figura 26. Efecto de diferentes antagonistas para los receptores de serotonina en la hiperreactividad en cobayos sometidos al
modelo experimental de asma. Las barras muestran el cambio por el reto antigénico en la dosis provocativa 200 (DP,y) a la
acetilcolina (ACh); éste cambio es expresado como el porcentaje de la DP,g antes del reto antigénico. Cada grupo estuvo
compuesto por n=4-8 cobayos, excepto el grupo control que es un pool de datos, n=38. La significancia estadistica para cada grupo
se obtuvo comparando el porcentaje de cambio de los valores de DP2go después del reto antigénico con sus respectivos valores
antes del reto antigénico usando t de Student para datos pareados. Las barras corresponden al promedio y las lineas verticales al
error estandar (Modificado de Segura y cols. 2010).

Caracterizacion Molecular

En la caracterizacion farmacolégica comprobamos que la mayoria de los receptores de serotonina
estan activandose en las vias aéreas. Como se explicd en el apartado de antecedentes, hay una
estrecha relacién entre la serotonina y el asma; pero no hay informacién de cdmo es la expresién

del mRNA de los receptores de serotonina en el asma.
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Por esto, decidimos investigar en homogenados de pulmén la expresion del mRNA de los
receptores de serotonina. Se usaron cobayos controles y cobayos con modelo se asma, y con la
técnica de gRT-PCR se cuantificd el mRNA de los receptores de serotonina. Ademads, a los cobayos
con modelo de asma, en el dia 15 del modelo de sensibilizacidn se registrd el valor de Penh. Esto
para hacer una correlacién entre el valor de Penh (grado de broncoobstruccién) y la expresién

relativa del mRNA para cada receptor de serotonina.

El mRNA de los receptores de serotonina se expresa en las vias aéreas

El mRNA de los receptores de serotonina se expresa en las vias aéreas de cobayos. De tal manera
que, los receptores 5-HTia, 5-HT2a, 5-HTs, 5-HTs, 5-htsy;, 5-HTe y 5-HT7; se expresan
constitutivamente en las vias dreas de cobayos. En la Figura 27, se puede observar que en cobayos
sin modelo de asma (controles) se expresan los siete receptores de serotonina que evaluamos en
éste estudio. El orden completo de la expresién relativa del mRNA fue 5-HT2a> 5-HT4> 5-HTe> 5-
HT7> 5-HT1a= 5-HTs.

La expresion del mRNA de los receptores 5-HTia depende del grado de
broncoobstruccion en cobayos sometidos al modelo experimental de asma

Al medir la expresidn relativa del mRNA del receptor 5-HTia en homogenados de pulmén de
cobayos sometidos al modelo experimental de asma se encontrd que el proceso de sensibilizacidn
no modifica la expresion de éste receptor. Se observa en la figura 28, una tendencia a aumentar

en el mMRNA de receptor en cobayos sometidos al modelo experimental de asma al compararlo con
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cobayos controles. Esta tendencia en aumento es de 1.679 veces mas de mRNA en cobayos

sometidos al modelo experimental de asma que en cobayos control.
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Figura 27. Expresion relativa del mRNA de los receptores de serotonina pulmén de cobayos control. La expresidn relativa del
mRNA de los receptores de serotonina en pulmdn de cobayos control. Se normalizé con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y
los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico + error estdndar). La linea punteada indica el nivel basal de
expresion del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S).

Por otro lado, al correlacionar el valor de Penh de los cobayos sometidos al modelo
experimental de asma con la expresion relativa de mRNA de los receptores 5-HT1a se encontrd que
existe una correlacidon negativa. Esto es, entre mas grave sea el episodio de broncoobstruccién

menos MRNA hay del receptor 5-HT1a en pulmdn de cobayos con modelo de asma.

pag. 63



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

< A
2 2
8
~— 0 T - <
@ =z 17 B-HT1a
v x
2 -2 o]
ke © -3 |
)
¥ g |
c @
e 2 5]
o s |
o o
] g7
g
o
5-HT1A 5 2
o 0 2 4 6 8
S
Proporcion® 1.679
Veces de aumentoen el Penh
Valor p 0.81
n 6/7

Figura 28. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT;11 en homogenados de pulmdén de cobayos control y cobayos sometidos
al modelo experimental de asma y su relacion con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor
5-HT14 en pulmon de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé
con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico + error estandar).
La tabla muestra la expresion normalizada del mRNA del receptor 5-HT1a (proporcién modelo de asma/ control) que se calculé con
el método 224CT, El ndmero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de
expresion del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacidn entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en
el dia 15 de sensibilizacion y la expresidn relativa del mRNA del receptor 5-HT1a en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias
aéreas se desarrollé después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con
pletismografia barométrica.

La expresion del mRNA de los receptores 5-HT:a de serotonina disminuye con el
proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT2a en cobayos sometidos al modelo experimental
de asma disminuye su expresion (p<0.04) con respecto a la expresion relativa medida en cobayos

control, siendo 0.145 veces menor (Figura 29).

Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresion relativa del mRNA del receptor 5-
HT.a encontramos que no existe una relacion entre el grado de broncoobstruccion y la cantidad

del mRNA del receptor 5-HT,aen pulmdn de cobayos sometidos al modelo experimental de asma.
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Figura 29. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT,, en homogenados de pulmdn de cobayos sanos y cobayos sometidos
al modelo experimental de asma y su relacion con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor
5-HTa en pulmdn de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé
con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico + error estandar).
La tabla muestra la expresién normalizada del mMRNA del receptor 5-HTa (proporcion modelo de asma/ control) que se calculé con
el método 224CT, El ndmero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de
expresion del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacidn entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en
el dia 15 de sensibilizacion y la expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT,a en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias
aéreas se desarrollé después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con
pletismografia barométrica.

La expresion del mRNA de los receptores 5-HTsz de serotonina no se modifica con el
proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-HTs en pulmdn de cobayos sometidos al modelo
experimental de asma tiene una tendencia a aumentar en comparacion con cobayos control. En la
figura 30, se puede observar que tendencia en la expresion relativa del mRNA de éste receptor es

de 89.138 veces con respecto a la expresion relativa en cobayos control.
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Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresion relativa del mRNA del receptor 5-
HT3 encontramos que no existe una relacion entre el grado de broncoobstrucciéon y la cantidad del

MRNA del receptor 5-HTz en pulmdn de cobayos sometidos al modelo experimental de asma.
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Figura 30. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT; en homogenados de pulmén de cobayos control y cobayos sometidos
al modelo experimental de asma y su relacion con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor
5-HT3 en pulmdn de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé
con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2<T (promedio geométrico * error estandar).
La tabla muestra la expresién normalizada del mRNA del receptor 5-HT3 (proporciéon modelo de asma/ control) que se calculé con el
método 24CT, El nimero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresién
del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacion entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en el dia 15
de sensibilizacidn y la expresidn relativa del mRNA del receptor 5-HT3 en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias aéreas se
desarroll6 después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con pletismografia
barométrica.

La expresion del mRNA de los receptores 5-HT, de serotonina disminuye en las vias
aéreas con el proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-HTs en pulmdn de cobayos sometidos al modelo

experimental de asma disminuye (p<0.001) en comparacion con cobayos sanos. En la figura 31, se
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puede observar que la disminucidn de la expresion relativa del mRNA de éste receptor es de 0.003

veces con respecto a la expresion relativa en cobayos control.

Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresion relativa del mRNA del receptor 5-
HT4 encontramos que no existe una relacion entre el grado de broncoobstruccién y la cantidad del

MRNA del receptor 5-HTsen pulmén de cobayos con modelo de asma.
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Figura 31. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT; en homogenados de pulmodn de cobayos control y cobayos sometidos
al modelo experimental de asma y su relacién con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor
5-HT4 en pulmdn de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé
con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 22T (promedio geométrico * error estandar).
La tabla muestra la expresidén normalizada del mRNA del receptor 5-HT,4 (proporcién modelo de asma/ control) que se calculé con el
método 2-ACT, El nimero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresién
del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacidn entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en el dia 15
de sensibilizacién y la expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT4 en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias aéreas se
desarrollé después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con pletismografia
barométrica. **p<0.001.
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La expresion de mRNA de los receptores 5-hts, de serotonina no cambia en las vias
aéreas con el proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-hts, en pulmén de cobayos sometidos al modelo
experimental de asma tiende a aumentar en comparacidon con cobayos control. En la figura 32, se
puede observar que el posible aumento de la expresidn relativa del mRNA de éste receptor es de

4.333 veces con respecto a la expresion relativa en cobayos control.

Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresidon relativa del mRNA del receptor 5-
hts, encontramos que no existe una relacién entre el grado de broncoobstruccidn y la cantidad del

mMRNA del receptor 5-hts, en pulmén de cobayos con modelo de asma.
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Figura 32. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-hts, en homogenados de pulmon de cobayos control y cobayos sometidos
al modelo experimental de asma y su relacién con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor
5-htsa en pulmdn de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé
con el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 22T (promedio geométrico * error estandar).
La tabla muestra la expresidon normalizada del mRNA del receptor 5-hts, (proporciéon modelo de asma/ control) que se calculd con el
método 2-2ACT, El nimero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresién
del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacion entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en el dia 15
de sensibilizacién y la expresion relativa del mRNA del receptor 5-hts, en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias aéreas se
desarrollé después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con pletismografia
barométrica.
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La expresion del mRNA de los receptores 5-HTs de serotonina no cambia en las vias
aéreas con el proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-HTs en pulmdn de cobayos sometidos al modelo
experimental de asma tiende a aumentar en comparacidon con cobayos control. En la figura 33, se
puede observar que el presumible aumento de la expresidn relativa del mRNA de éste receptor es

de 380.415 veces con respecto a la expresion relativa en cobayos control.

Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresion relativa del mRNA del receptor 5-
HTs encontramos que no existe una relacion entre el grado de broncoobstrucciéon y la cantidad del

MRNA del receptor 5-HTs en pulmén de cobayos con modelo de asma.
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Figura 33. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HTs en homogenados de pulmodn de cobayos control y cobayos sometidos
al modelo de asma y su relacion con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor 5-HTs en
pulmén de cobayos control (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé con el
gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico + error estandar). La tabla
muestra la expresion normalizada del mRNA del receptor 5-HTs (proporcion modelo de asma/ control) que se calculd con el método
2-%ACT_ E| nimero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresidn del gen
constitutivo (RNA ribosomal 18S). En el panel B, relacidn entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en el dia 15 de
sensibilizacion y la expresién relativa del mRNA del receptor 5-HTg en pulmén de cobayo. La respuesta de las vias aéreas se
desarroll6é después de inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con pletismografia
barométrica.
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La expresion del mRNA de los receptores 5-HT de serotonina aumenta en las vias
aéreas con el proceso de sensibilizacion

La expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT7 en pulmdn de cobayos sometidos al modelo
experimental de asma aumenta (p<0.03) en comparacion con cobayos control. En la figura 34, se
puede observar que el aumento de la expresion relativa del mRNA de éste receptor es de 15.389

veces con respecto a la expresion relativa en cobayos control.

Por otra parte, al correlacionar el Penh con la expresidon relativa del mRNA del receptor 5-
HT7 encontramos que no existe una relacion entre el grado de broncoobstrucciéon y la cantidad del

MRNA del receptor 5-HT7 en pulmén de cobayos con modelo de asma.
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Figura 34. Expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT; en homogenados de pulmén de cobayos sanos y cobayos con modelo
y su relacién con el Penh. En el panel A; se muestra la expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT; en pulmén de cobayos sanos
(barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma(barra negra). Se normalizé con el gen constitutivo (RNA
ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico * error estandar). La tabla muestra la expresién
normalizada del mRNA del receptor 5-HT7 (proporcién modelo de asma/ sanos) que se calculé con el método 2-2ACT, El nimero de
animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresidn del gen constitutivo (RNA
ribosomal 18S). En el panel B, relacién entre la intensidad de la respuesta al reto antigénico en el dia 15 de sensibilizacién y la
expresion relativa del mRNA del receptor 5-HT; en pulmdn de cobayo. La respuesta de las vias aéreas se desarrollé después de
inhalar el reto antigénico que fue evaluado por el incremento en el indice de pausa (Penh) con pletismografia barométrica.
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La expresion del mRNA de los receptores 5-HTza, 5-HT4 y 5-HT; cambia su expresion
en las vias aéreas con el proceso de sensibilizacion

En la cuantificacion del mRNA de los receptores de serotonina en pulmdn de cobayos sometidos al
modelo experimental de asma por gRT-PCR encontramos que los receptores de serotonina son

constitutivos del pulmoén de cobayos.

El mRNA de los receptores 5-HT2a, 5-HT4y 5-HT7 fueron los Unicos que se modificaron por el
proceso de sensibilizacion en cobayos con modelo de asma. El mRNA de los receptores 5-HT>
aumentd en cobayos sometidos al modelo experimental de asma en comparaciéon con cobayos
control. Mientras que, el mRNA de los receptores 5-HT.ay 5-HT4 disminuyen su expresion en

cobayos sometidos al modelo experimental de asma en comparacién con cobayos control (Figura

35).
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Proporciéon * | 1.679 0.145 89.138 0.003 4,333 380.415 15.389
Valor p 0.81 0.04 0.06 <0.001 0.43 0.12 0.03

Figura 35. Expresion relativa del mRNA de los receptores de serotonina en homogenados de pulmdon de cobayos control y
cobayos sometidos al modelo experimental de asma. Se muestra la expresion relativa del mRNA de los receptores de serotonina
en pulmoén de cobayos controles (barra gris) y cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barra negra). Se normalizé con
el gen constitutivo (RNA ribosomal 18S) y los datos se calcularon con el método 2-2¢T (promedio geométrico * error estandar). La
tabla muestra la expresién normalizada del mRNA del receptor 5-HT (proporcion modelo de asma/ control) que se calculé con el
método 2-24CT, El nmero de animales utilizados se puso al final de la tabla (n). La linea punteada indica el nivel basal de expresién
del gen constitutivo (RNA ribosomal 18S).
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Caracterizacion Bioquimica

En la caracterizacién molecular se descubrié que el mRNA de los receptores 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7
son en los que se modifica su expresion relativa por el proceso de sensibilizacion en cobayos con
modelo de asma. El mRNA de los receptores 5-HT2ay 5-HT4 disminuye su expresion relativa y en

los receptores 5-HT7 aumenta su expresion relativa en cobayos con modelo de asma.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacion molecular, decidimos
evaluar la cantidad de proteina que se expresa de los receptores 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7 en
diferentes tejidos de las vias aéreas en cobayos con modelos de asma y cobayos control. Para
hacer la cuantificacidn de los receptores 5-HT2a, 5-HTs y 5-HT7 usamos la técnica de Western blot
en tejidos de musculo liso traqueal, epitelio traqueal, epitelio bronquial y en parénquima
pulmonar de cobayos control y del modelo de asma.

El receptor 5-HT:a aumenta su expresion en epitelio bronquial de cobayos
sometidos al modelo experimental de asma

La expresion del receptor 5-HTza en tejidos pulmonares de cobayos control al compararlo con a-
actina podemos observar que en musculo liso traqueal y en epitelio bronquial, éste receptor
tiende a expresarse en menor cantidad que la proteina constitutiva. Por el contrario, en epitelio

traqueal y en parénquima pulmonar el receptor 5-HT2a tiende a expresarse en mayor cantidad.

Pero, al cuantificar la proteina de los receptores 5-HT;aen estos mismos tejidos, pero en

cobayos con modelo se asma, se encontré lo siguiente. Existe una tendencia en aumentar en la
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cantidad de los receptores 5-HT2aen musculo liso y epitelio traqueal y en parénquima pulmonar

en cobayos con modelo de asma.

Sin embargo, la tendencia en aumentar en musculo liso y epitelio traqueal del receptor 5-
HT2a, es casi del doble de cantidad en cobayos sometidos al modelo experimental de asma que en
cobayos control. Y en parénquima pulmonar es menos del doble en cantidad en cobayos

sometidos al modelo experimental de asma que en cobayos control.

Por ultimo, en el epitelio bronquial de cobayos sometidos al modelo experimental de asma
aumentd (p<0.05) la expresion del receptor 5-HT2a en comparaciéon con cobayos control (Figura

36).

5-HT2a
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Figura 36. Expresion de la proteina del receptor 5-HT;4 analizado por Western blot en tejidos pulmonares de cobayos control y
cobayos con modelo de asma. Los datos son expresados como densidad relativa (la proporcién de densidades entre receptor de
serotonina / a actina) en musculo liso traqueal (MLT), epitelio traqueal (ET), epitelio bronquial (EB) y parénquima pulmonar (PP) de
cobayos control (barras punteadas) y de cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barras negras). Las barras con el
promedio * error estandar de 4-5 determinaciones de Western blot (cada determinacion fue hecha con un pool de tejidos de tres
cobayos). La linea punteada horizontal es el nivel basal de expresidén de la proteina constitutiva (a actina). *p<0.05 vs cobayos
control.
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El receptor 5-HT; aumenta su expresion en parénquima pulmonar de cobayos con

modelo de asma

La proteina del receptor 5-HT4 se expresa de multiples maneras en tejidos pulmonares en cobayos
con modelo de asma. En los epitelios traqueal y bronquial de cobayos control, la expresién de éste
receptor tiende a ser menor que la a-actina. Y en el musculo liso traqueal y en parénquima

pulmonar, el receptor 5-HT4 tiende a expresarse en mayor cantidad que la proteina constitutiva.

Sin embargo, en estos mismos tejidos la expresion del receptor 5-HTs en cobayos
sometidos al modelo experimental de asma es diferente. En epitelio bronquial, éste receptor

parece no modificarse en su expresién en comparacién con cobayos control.

Por otro lado, en musculo liso traqueal, éste receptor tiende a aumentar su expresién en
cobayos con asma en comparacién con cobayos control. Y éste posible aumento es casi el doble de
cantidad del receptor 5-HTs en cobayos sometidos al modelo experimental de asma que en
cobayos control. En epitelio traqueal, también existe una tendencia en aumentar éste receptor en

cobayos con modelo de asma.

Sin embargo, en parénquima pulmonar el receptor 5-HT4s aumenta (p<0.05) su expresion en
cobayos sometidos al modelo experimental de asma en comparaciéon con cobayos control (Figura

37).
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Figura 37. Expresion de la proteina del receptor 5-HT, analizado por Western blot en tejidos pulmonares de cobayos control y
cobayos con modelo de asma. Los datos son expresados como densidad relativa (la proporcién de densidades entre receptor de
serotonina / a actina) en musculo liso traqueal (MLT), epitelio traqueal (ET), epitelio bronquial (EB) y parénquima pulmonar (PP) de
cobayos control (barras punteadas) y de cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barras negras). Las barras con el
promedio * error estandar de 4-5 determinaciones de Western blot (cada determinacién fue hecha con un pool de tejidos de tres
cobayos). La linea punteada horizontal es el nivel basal de expresién de la proteina constitutiva (a actina). *p<0.05 vs cobayos
control.

El receptor 5-HT; no aumenta ni disminuye su expresion en tejidos pulmonares de

cobayos con modelo de asma

El receptor 5-HT; en tejidos pulmonares de cobayos control tiende a expresarse en mayor cantidad
al compararlo con la expresién de a-actina. En los tejidos de musculo liso traqueal, epitelio
tragueal y en epitelio bronquial, la expresion del receptor 5-HT; es mas del doble en cobayos
control que la a-actina. Y en el parénquima pulmonar, éste receptor se expresa mas de cuatro

veces en cobayos control que la proteina constitutiva.
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Al comparar la expresion del receptor 5-HT; en los mismos tejidos pulmonares se encontré
lo siguiente. En el musculo liso traqueal, éste receptor al parecer se expresa en igual cantidad en

cobayos sometidos al modelo experimental de asma que en cobayos sanos.

En epitelio traqueal y en parénquima pulmonar, el receptor 5-HT; tiende ligeramente a
disminuir su expresion en cobayos sometidos al modelo experimental de asma al compararlo con
cobayos control. Por el contrario, éste receptor en epitelio bronquial se observa que existe una
ligera tendencia en aumentar en cobayos sometidos al modelo experimental de asma en

comparacion con cobayos control (Figura 38).
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Figura 38. Expresion de la proteina del receptor 5-HT; analizado por Western blot en tejidos pulmonares de cobayos control y
cobayos con modelo de asma. Los datos son expresados como densidad relativa (la proporcién de densidades entre receptor de
serotonina / a actina) en musculo liso traqueal (MLT), epitelio traqueal (ET), epitelio bronquial (EB) y parénquima pulmonar (PP) de
cobayos control (barras punteadas) y de cobayos sometidos al modelo experimental de asma (barras negras). Las barras con el
promedio * error estandar de 4-5 determinaciones de Western blot (cada determinacion fue hecha con un pool de tejidos de tres
cobayos). La linea punteada horizontal es el nivel basal de expresion de la proteina constitutiva (a actina).

pag. 76



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

DISCUSION

El asma es una enfermedad de gran impacto en el area clinica a nivel mundial. Aproximadamente,
300 millones de personas en el mundo padecen de ésta enfermedad; puede haber una variacién
entre el 2% hasta el 30% en la incidencia de ésta enfermedad en el mundo. En México, ésta
variacion en la incidencia en el asma va desde en la Ciudad de México del ~5% y Mérida ~12%; vy la

poblacidn que mas es afectada por el asma es la infantil*®.

El asma es una enfermedad respiratoria que es definida como una enfermedad
inflamatoria crénica y con una broncoconstriccidn reversible espontdaneamente o con tratamiento.
También, en el asma se desarrolla la hiperreactividad de las vias aéreas que es la principal
anormalidad fisiolégica en ésta enfermedad. Debido a la enorme cantidad de mediadores que
estdn involucrados®?, el asma es considerada una enfermedad de gran complejidad. De tal forma,
estudiar los mecanismos especificos que conllevan al desarrollo del asma son de gran relevancia

clinica.

En la clinica, se puede llegar a usar biomarcadores asociados al asma y estos son tipicos de
una respuesta inflamatoria del tipo Th2. Por ejemplo, proteina C-reactiva, la proteina Periostina
(se produce en respuesta a la estimulacion de IL-13 e IL-4), IL-6, IL-17 y la infiltracién de eosindfilos
y neutrdfilos*3. Por otro lado, en la literatura se menciona que existen moléculas preformadas que
se liberan durante el proceso inflamatorio y por lo regular se hace referencia a la histamina y

prostaglandinasi® 2 42 44,
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La serotonina, al igual que la histamina, se puede comportar como un neurotransmisor o
como una molécula preformada que se libera durante un reto antigénico. La mayoria de las
investigaciones sobre serotonina se enfocan principalmente en el sistema nervioso central, tracto
gastrointestinal y en vasos sanguineos®” 145, Sin embargo, existe suficiente evidencia, tanto en
estudios clinicos como en estudios en modelos animales, sobre el papel importante que tiene la

serotonina y sus receptores en el asma?® 33,35 36,47,

Entonces, haciendo una recapitulacion sobre las investigaciones sobre el papel de la
serotonina y sus receptores en el asma tenemos lo siguiente. Enfocandonos en nuestro grupo de
trabajo, hasta antes de éste estudio, hemos encontrado que los receptores de serotonina estan
involucrados en la generacion de broncoespasmo y la hiperreactividad en cobayos con modelo de
asma. Al menos, en la generacién de hiperreactividad los receptores de serotonina que estdn son
involucrados son los 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7. Ademas, la serotonina es activamente liberada después
de un reto antigénico en pulmdn de cobayos con modelo de asma. Probablemente ésta serotonina

se libera de las células neuroenddcrinas pulmonares3> 36,

Con lo anteriormente descrito, tenemos suficiente informacion sobre las funciones
fisioldgicas de los receptores de serotonina en el asma. Sin embargo, hasta éste momento en Ila
literatura no se tenia reportado cdmo es la expresion de los receptores de serotonina en las vias

aéreas o en alguna patologia relacionada.

Asi, para mejorar la comprension de los mecanismos serotoninérgicos vinculados al

desarrollo del asma, llevamos a cabo la caracterizacion molecular y bioquimica de los receptores
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de serotonina en cobayos controles y sometidos al modelo experimental de asma. Por lo cual,
hicimos una cuantificacion del mRNA de los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4, 5-htsa, 5-HTs y
5-HT7 con la técnica de qRT-PCR y una cuantificacidn de la proteina por medio de Western blot de

los receptores 5-HTaa, 5-HT4y 5-HT5.

Empezamos cuantificando el mRNA de los receptores de serotonina con la técnica de gRT-
PCT en homogenados de pulmdn de cobayos control y cobayos sometidos al modelo experimental
de asma. Encontramos que los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4, 5-htss, 5-HTe y 5-HT7 se
expresan de manera constitutiva en pulmén de cobayo. Es importante resaltar que, deteccién de
los receptores de serotonina en tejidos pulmonares en modelos animales no ha sido descrito

exhaustivamente.

Existe un reporte sobre el mRNA del receptor 5-HTzs, que se expresa en traqueas de
cobayos y ratas. Ademas, estos autores demostraron que la densidad del receptor 5-HT,a coincide

con el aumento en la respuesta contractil a la serotonina®.

En otro estudio que se enfocd en la expresion de los receptores de serotonina en vasos
sanguineos, los autores encontraron que en la arteria pulmonar de cerdo el orden de expresidn
del mRNA de los receptores de serotonina es: 5-HT,a > 5-HT2s = 5-HT7 > 5-HT4 = 5-HT1g/pg. De
forma similar, en las células endoteliales de la arteria pulmonar el mRNA de los receptores que se
expresan son: 5-HT»g = 5-HT1g/pp» 5-HT4. Finalmente, en el musculo liso de la arteria pulmonar se

expresa el mRNA de los receptores: 5-HT2a > 5-HT1gs/pp = 5-HT7 > 5-HT25*°.
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Por ultimo, hay dos estudios mas sobre la expresién del mRNA los receptores de serotonina
en tejidos pulmonares. En un estudio, los autores encontraron que se expresa el mRNA del
receptor 5-HTacen neumocitos del tipo Il de ratas®®. En el segundo estudio, se encontré que se
incrementa la expresion del mRNA vy la proteina del receptor 5-HT;a en tejidos pulmonares de

ratas con modelo de hernia diafragmatica congénita®..

Ademas, de la localizacion pulmonar de los receptores de serotonina, algunos autores
también se han enfocado en estudiar la modificacién de estos receptores después de alguna
exposicion a un estimulo nocivo. Por ejemplo, después de describir la expresion basal del receptor
5-HT,a en bronquios de rata, los autores encontraron que la expresion del mRNA y de la proteina
del receptor 5-HT2a se incrementa después de la exposicion a humo de cigarro®2. Igualmente,
Dupont en el 201473 describié que se incrementa la expresién de mRNA del receptor 5-HTs en
pulmén de ratdn después de estar expuestos a humo de tabaco. Por otro lado, se ha reportado
gue el mRNA y la proteina de los receptores 5-HT2a y 5-HTaen epitelio de vias aéreas centrales y
periféricas de monos Rhesus, tiende a aumentar después de una exposicidon aguda o intermitente
de 0zono3. Finalmente, se encontrd que los receptores 5-HT7 tienen un bajo nivel de expresion en
el intersticio pulmonar de ratas, pero dicha expresién se distribuye ampliamente y en un nivel

mayor en un modelo de rata de shock séptico>*.

Por otro lado, en estudios con humanos, se encontré al comparar personas sanas con

pacientes asmaticos que la expresion del mRNA del receptor 5-HT2a aumenta en los Ultimos>> >°.
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Asi como, el receptor 5-HT3 que se expresa en las células sanguineas mononucleares periféricas®”

58

De acuerdo con estos trabajos, en este trabajo nosotros encontramos que el desarrollo de
la inflamacién pulmonar fue acompafiado con cambios en la expresiéon relativa del mRNA de los
receptores de serotonina pulmonares. De éste modo, el proceso de sensibilizacion hizo que
disminuyera el mRNA de los receptores 5-HTza y 5-HTa4y del receptor 5-HT7 aumentara. Con la
finalidad de darle mdas peso a estos cambios en la expresion del mRNA en tejidos pulmonares
especificos, también analizamos la expresion de la proteina de estos tres receptores en epitelio y
musculo liso de las vias aéreas y en parénquima pulmonar. Sin embargo, a pesar de que
detectamos que el proceso de sensibilizacion modifica la expresién protéica de los receptores 5-
HT2a, 5-HTa y 5-HT7; contrario a nuestra hipdtesis, estas modificaciones no son totalmente
concordantes con los cambios observados con la expresidn del mRNA de estos receptores. Por
ejemplo, los niveles de expresion del mRNA de los receptores 5-HT2a y 5-HT4 disminuyen con el
proceso de sensibilizacién, pero en la mayoria de los tejidos estudiados la proteina de estos
receptores tiende a incrementar. Por otro lado, el mRNA del receptor 5-HT7 aumenta con el

proceso de sensibilizacidn, aunque sin cambios en la expresidn de la proteina.

No obstante, nosotros esperabamos que el nivel de expresiéon del mRNA de los receptores
de serotonina correlacionaran con el nivel de expresion de sus proteinas. Aparentemente, esto
parece ya no ser una regla, ya que existen estudios en dénde reportan una minima o una modesta

correlacidn entre los niveles de mRNA con la sintesis de proteinas®® % 61,62,
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En la literatura se han propuesto explicaciones potenciales para la discrepancia en
correlacién entre los niveles de mRNA y la sintesis de proteinas. Algunas explicaciones se basan en
la existencia de complejos transcripcionales que regulan estos mecanismos, la vida media de las
proteinas y el grado de estabilidad del mRNA®% 6263 por ejemplo, la eficiencia transcripcional es
aumentada por la accién de YTHDF1 en la presencia de N®-metiladenosina®. Ademas, en el
articulo de Esquerré 2015%%, revisaron bases de datos de la vida media de algunos mRNA de
Escherichia coli y encontraron que el principal factor en la vida media del mRNA (con un rango de
1 a 53 minutos) era la propia concentracion del mRNA. Por lo tanto, entre mas baja sea la
concentracion de mRNA, mas larga es la vida media del mRNA. Asi, en el presente estudio los
niveles de expresion proteica de los receptores 5-HT,a y 5-HT4fue mas grande a pesar de tener
una baja expresion de su mRNA. Esto se puede explicar con la hipdtesis anterior, al tener estos
receptores un mRNA con vida media larga, tienen mas oportunidad en traducirse en proteina. De
hecho, se ha reportado que los receptores de serotonina pueden ser modificados por éste tipo de
mecanismos moleculares. Se ha reportado que el mRNA del receptor 5-HT;a puede incrementar su

estabilidad y su vida media después de una estimulacidon con serotonina en estudios in vitro®> .

Como se ha mencionado, en un estudio previo hecho por nosotros mismos al administrar
antagonistas selectivos de los receptores 5-HTza, 5-HTs y 5-HT7 en cobayos con modelo se asma
observamos que podemos evitar la hiperreactividad. Con base en estos resultados, concluimos
gue estos tres receptores estan involucrados en la generacién de hiperreactividad en cobayos con

modelo de asma®®. Por consiguiente, en el presente estudio encontramos que los receptores 5-
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HT2a y 5-HTason los que expresan altos niveles de proteina y esto concuerda completamente con

el papel relevante de estos receptores en cobayos con modelo de asma.

Por otro lado, no tenemos una explicacion clara y especifica sobre la correlacion
inversamente proporcional entre el grado de sensibilizacién (repuesta de las vias aéreas al
antigeno en el dia 15) y la expresién del mRNA del receptor 5-HT1a. No obstante, si esta asociacion
es una relacion causa-efecto, entonces podemos decir que el proceso de sensibilizacién induce

una regulacion a la baja del mRNA del receptor 5-HT1a.

Una exposicién alternativa, sobre que el proceso de sensibilizacién puede determinar los
niveles de expresion del mRNA del receptor 5-HT1a; es descartada totalmente. Sin embargo,
ademads de tener un importante papel del en el sistema nervioso central, se ha reportado que el
receptor 5-HTia estd ampliamente expresado en células inflamatorias como
monocitos/macréfagos, células cebadas, eosindfilos, células dendriticas y linfocitos. En términos
generales, la activacion de los receptores 5-HTia en estas células provoca efectos

proinflamatorios®’.

De ésta manera, se podria esperar que el aumento en la expresion del mRNA del receptor
5-HT1a se tradujera en una gran cantidad de proteina, y aparentemente no es asi. Pero, una
limitacidén potencial en esta parte del estudio fue la disociacion temporal de entre el registro de la
respuesta fisioldgica al antigeno (APenh en el dia 15) y la medicién de la expresion de los
receptores de serotonina en el dia 21-24). Ya que, nuestro objetivo era evaluar la expresion de los

receptores de serotonina es un estado homeostatico. Sin embargo, tomar éste tiempo entre la
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medicion del Penh y medicion de la expresion del mRNA era necesaria; ya que se tiene que evitar
cualquier evitar efecto residual de la exposicion al alérgeno en la expresion de los receptores de

serotonina.

Finalmente, extendimos la caracterizacion farmacoldgica de los receptores de serotonina
involucrados en la generacidon de hiperreactividad en cobayos sometidos al modelo experimental
de asma. Ademas, de los receptores 5-HT»a, 5-HT4 y 5-HT7, el receptor 5-HT1g/1p estd involucrado
en la generacién de hiperreactividad bronquial. Se ha reportado que los receptores 5-HTig/1p
promueven la contraccidon del musculo liso en episodios de migrafia en perros y cerdos®® 6% 70,
También se ha reportado que la contraccién inducida por serotonina en la arteria pulmonar

humana fue mimetizada por un agonista de los receptores 5 -HT1s /10”* (Sumatriptan).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con los resultados de éste trabajo podemos concluir que los receptores de serotonina 5-HT1g/10
también estan involucrados en la generacidon de hiperreactividad en cobayos sometidos al modelo

experimental de asma.

Por otro lado, el mMRNA de los receptores de serotonina 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HT4, 5-hts,,
5-HTey 5-HT7 se expresan de manera constitutiva en el pulmoén de cobayos. Ademas, el proceso de
sensibilizaciéon alérgica en cobayos sometidos al modelo experimental de asma modifica la
expresion tanto a nivel de mRNA como en la sintesis de proteinas de los receptores 5-HT2a, 5-HTa,

y 5-HT7.

Este trabajo es una parte de la linea de investigacion sobre el papel de la serotonina en el
asma. Hemos explorado el papel de los receptores de serotonina en la generacién de
broncoobstruccion e hiperreactividad en cobayos con modelo de asma. También, ya reportamos

gue la serotonina se libera en grandes cantidades del pulmdén después de un reto antigénico.

Para continuar con ésta linea de investigacion, nos falta explorar la funcién de SERT (transportador
de serotonina) y de TPH1 (enzima que sintetiza serotonina) en cobayos con modelo de asma. Para

asi, poder proponer la existencia de un sistema serotoninérgico en las vias aéreas.

También, se podria utilizar la técnica de inmunohistoquimica para determinar que

poblaciones celulares expresan a los receptores 5-HT2a, 5-HT4 y 5-HT7 en pulmdn de cobayos con
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modelo de asma. Y asi, extender el conocimiento generado por los experimentos del presente

estudio.
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There is mounting evidence that 5-hydroxytryptamine (5-HT) plays a role in asthma. However, scarce
information exists about the pulmonary expression of 5-HT receptors and its modification after allergic
sensitization. In the present work, we explored the expression of 5-HTya, 5-HTza, 5-HT3, 5-HTj, 5-hts,,
5-HTe, and 5-HT; receptors in lungs from control and sensitized guinea pigs through qPCR and Western
blot. In control animals, mRNA from all receptors was detectable in lung homogenates, especially from
5-HT;5 and 5-HTj receptors. Sensitized animals had decreased mRNA expression of 5-HT;4 and 5-HT,
receptors and increased that of 5-HT; receptor. In contrast, they had increased protein expression of
5-HT24 receptor in bronchial epithelium and of 5-HT, receptor in lung parenchyma. The degree of airway
response to the allergic challenge was inversely correlated with mRNA expression of the 5-HT 4 receptor.
In summary, our results showed that major 5-HT receptor subtypes are constitutively expressed in the
guinea pig lung, and that allergic sensitization modifies the expression of 5-HT,x, 5-HTs, and 5-HT;

Asthma model receptors.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

5-Hydroxytryptamine (5-HT, serotonin) is a neurotransmitter
synthesized in the central nervous system, which is involved in
numerous physiological responses and behavioral disorders (Filip
and Bader, 2009). In non-neural tissues, 5-HT is synthesized, stored,
and released mainly by enterochromaffin cells (Gershon and Tack,
2007). The majority of 5-HT released into the blood is captured by
and stored in platelets, from which it can be released in any organ
(Duerschmied et al., 2013). 5-HT plays a fundamental role in the
functioning of the gastrointestinal tract and vascular system, and in
the lungsitappears to be involved in chronicinflammatory diseases
(Nichols and Nichols, 2008). Nearly all of the 5-HT found in the lung
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is released by intravascular platelets, but an additional source of 5-
HT can be the neuroendocrine cells/neuroepithelial bodies located
in airway epithelia (Cazzola and Matera, 2000; Livermore et al.,
2015).

There are seven families of 5-HT receptors (5-HT;_7), comprising
15 receptor subtypes, through which 5-HT exerts its physiologi-
cal or pathological effects (IUPHAR/BPS, 2015). All 5-HT receptors
are metabotropic receptors, i.e., associated with G proteins, except
for 5-HT3, which is a ligand-gated ionotropic receptor. The type
of G protein coupled to the 5-HT receptor determines its mode of
action. 5-HTy and 5-hts receptors are coupled to Gyjg, thus inducing
diminution of cAMP. 5-HT; receptor is coupled to Ggy1, thus lead-
ing to Ca2* mobilization. Finally, 5-HTj, 5-HTg, and 5-HT> receptors
are coupled to G, hence favoring cAMP production.

From the pathophysiological point of view, asthma is character-
ized by two phenomena, namely increased airway responsiveness
and intermittent periods of acute or subacute airway obstruction.
Some human and animal studies suggest that 5-HT might play a role
in both phenomena. With respect to airway responsiveness, l.echin
et al. (1998) found that tianeptine, a drug that lowers plasma 5-
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HT levels, improved pulmonary function in children with asthma.
In guinea pigs sensitized to ovalbumin (OA), we found that 5-HT
levelsin lung homogenates increased 9-fold as compared with non-
sensitized animals (Segura et al, 2010). In this same study, we
found that 5-HT,4, 5-HTy4, and 5-HT; receptors were involved in
the development of non-specific, allergen-induced airway hyper-
responsiveness.

Regarding the potential involvement of 5-HT in acute or suba-
cute airway obstruction, it has been found that during an asthma
exacerbation, plasma concentrations of free 5-HT notably increase
and correlate with the severity of airway narrowing (Lechin et al.,
1996). In another study, a local antigenic challenge in patients with
allergic asthma was associated with an increment of 5-HT levels
in the bronchoalveolar lavage 24 h later (Durk et al., 2013). Finally,
we found that 5-HT was actively released by guinea pig lung during
an antigenic challenge, and that this release was related with the
degree of the bronchoconstriction (Arreola-Ramirez et al., 2013).
Although these last studies suggest that 5-HT may be involved in
the development of airway obstruction, there is scant published
information about the pulmonary expression of 5-HT receptors,
either under healthy conditions or in the presence of allergic sen-
sitization, and on how this expression is related with the degree
of allergic airway obstruction. Therefore, in the present study, we
used a guinea pig model of allergic asthma to explore the mRNA and
protein expression of major 5-HT receptors, and to evaluate to what
extent mRNA expression correlates with the degree of acute allergic
bronchoconstriction. Taking into account our previous studies, we
hypothesized that the same 5-HT receptors found to be involved in
airway hyperresponsiveness, i.e., 5-HT,4, 5-HT4, and 5-HT; recep-
tors (Segura et al,, 2010), may be also involved in the acute airway
obstruction.

2. Materials and methods

Male Hartley guinea pigs bred at our laboratory animal facilities
under conventional conditions (conditioned filtered air, 21 +1°C,
50-70% humidity, sterilized bed, and 12/12 h light/dark cycles)
were utilized. The experimental group comprised guinea pigs
(350-400g body weight) submitted to the sensitization proce-
dure described in the following section, while the non-sensitized
control group comprised healthy guinea pigs exclusively used for
the purpose of the present study and weighing 500-650g, a body
weight similar to that of experimental animals at the end of the
sensitization procedure. For the analysis of mRNA expression, lung
homogenates from 12 control and 12 sensitized guinea pigs were
used (each individual lung homogenate served for the analysis of
several 5-HT receptors). Regarding protein determination, tissues
from 15 control and 12 sensitized animals were employed, taking
into account that each Western blot determination required the
pooled tissues from three guinea pigs. While both control and sen-
sitized animals provided tissue for gPCR and Western blot analyses,
only the latter group was submitted to barometric plethysmog-
raphy to evaluate the airway response to an antigenic challenge.
The protocol was approved by the institutional review boards of
the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (approval
B17-12) and the Instituto Mexicano del Seguro Social (approval
2010-785-033). The study was conducted following the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals published by the U.S.
National Institutes of Health, revision 2011.

2.1. Sensitization procedure and barometric plethysmography
At commencement of the sensitization process (day 0), ani-

mals received 60pug OA (cat. A-5253; Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) plus 1 mg aluminum hydroxide as adjuvant, both
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dissolved in 1ml saline and administered in equal proportions
by intraperitoneal and subcutaneous routes. On days 7 and 15,
booster inhalations of aerosolized OA in saline were administered
(3 mg/ml during 5min, and 1 mg/ml during 60 s, respectively, both
delivered at a flow rate of 2ml/min). Aerosols were generated
with an ultrasonic nebulizer (model WH-2000, Guangdong Yuehua
Medical Instrument Factory Co., Ltd., Guangdong, China, particle
diameter 1-5um). These booster stimuli were conducted with
the animal placed inside a whole-body, single-chamber, baromet-
ric plethysmograph for freely moving animals (Buxco Electronics
Inc., Troy, NY, USA). The basis of barometric plethysmography has
been comprehensively described elsewhere (Drorbaugh and Fenn,
1955; Hamelmann et al., 1997). In this technique, the equipment
records several respiratory parameters in a non-invasive fashion,
and from these it calculates a unitless index known as enhanced
pause (Penh), which has been shown to be an acceptable surrogate
of airway resistance (Vargas et al, 2010). Two 5-min periods of
Penh measurements were recorded under baseline conditions and
shortly (1 min) after OA inhalation, respectively. In our experience,
at day 15 the OA challenge usually causes a 2- to 6-fold increment
of the Penh with respect to their baseline value (which typically
ranges from 0.22 to 0.32), and this increment is associated with
some degree of respiratory distress (thoraco-abdominal dissocia-
tion). This airway response (APenh, i.e., post-challenge Penh minus
baseline Penh) was considered an indicator of the degree of allergic
sensitization. Because the equipment calculates the Penh for each
breath, adjustments were made to the software in order to aver-
age Penh values from all breaths occurring during 155, and then
to average these values during the 5-min period. All animals were
studied for expression of 5-HT receptors on days 21-24 (at this time
period, animals are considered to be fully sensitized, and any poten-
tial change caused by antigen exposure at day 15 has subsided). All
solutions were prepared on the same day of their use.

2.2. Tissue procurement

On the study day, the guinea pig was deeply anesthetized
with intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (35 mg/kg),
the chest was opened, and the pulmonary artery was cannulated
through the right ventricle. After the left atrium was cut, a low-
pressure constant flow of ~18 ml/min saline was delivered to the
lungs until intravascular blood was completely drawn. Thereafter,
the lungs were obtained and the right cranial lobe was excised,
immediately placed into an RNAlater® solution (cat. AM7021;
Ambion, Austin, Texas, USA) and in less than an hour it was stored
at —70°C until its analysis by quantitative real-time polymerase
chain reaction (qPCR).

On the other hand, for protein content determination by West-
ern blot, the tracheal epithelium, the tracheal smooth muscle,
and the bronchial epithelium were obtained as follow. The whole
trachea was excised, opened by a longitudinal cut through the car-
tilage rings, and fixed with pins in a Petri dish with agar containing
Krebs solution (composition [mM]: NaCl 120, NaHCO3 25, KCl 4.7,
KH,P04 1.2, MgSO4 1.2,CaCl, 2.5, and glucose 11) aerated with oxy-
gen. Under these conditions, the epithelium was obtained by lifting
the most superficial membrane with surgical forceps and gently
pulling it apart from the trachea. From the remaining tracheal tis-
sue, the smooth muscle was dissected after removing the excessive
connective tissue. The bronchial tree was dissected up to the third
or fourth bronchi generation by eliminating the surrounding lung
parenchyma, and it was subsequently processed as described for
the trachea until the epithelium was obtained. Finally, a fragment
of lung parenchyma was obtained from the left diaphragmatic lobe.
Because the available amount of tracheal and bronchial tissue from
each animal was so scant, each Western blot determination was
performed in a pool from tissues obtained from three guinea pigs.
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Log Relative expression vs 18S rRNA

3 Control
M Sensitized

5-HT2a 5-HT3 5-HTa4 5-htsa 5-HTse 5-HT7
Ratio 1.679 0.145 13.281 0.003 4.333 380.415 15.389
p value 0.81 0.04 0.18 <0.001 0.43 0.12 0.03
n= 61T 4/6 8/8 4/8 6/7 715 TI5

Fig. 1. Relative expression of 5-HT receptors mRNA in lung homogenates from guinea pigs with or without sensitization to ovalbumin. Each bar corresponds to the expression
of a 5-HT receptor mRNA in either non-sensitized control (grey bars) or sensitized (closed bars) animals, normalized by the constitutive gene (ribosomal 18S RNA) and calcu-
lated with the 24" method (geometric mean =+ standard error). The inset table shows the corresponding normalized expression of 5-HT receptor mRNA (sensitized/control
ratio) calculated with the 2-24¢" method. The number of control and sensitized animals for each group is showed at the bottom of the table (n). The horizontal broken line

indicates the baseline level of expression of the constitutive gene (18S rRNA).

In some animals, a sample of brain tissue was obtained to serve as
a positive control for Western blotting of 5-HT7. All of these tissues
were placed separately into cryogenic tubes, immediately frozen
in liquid nitrogen, and then stored at —70 “C until their analysis by
Western blot.

2.3. Quantitative PCR

Total RNA was extracted from lung tissue using TRIzol reagent
(cat. 10296028; Life Technologies, Grand Island, NY, USA). RNA
quality was assessed by resolution on denatured 1% agarose gels
and measurement of absorbance ratios at 260/280 nm. Comple-
mentary DNA (cDNA) was synthesized using 1 g of total RNA, 1 p.g
of DNase, and 1 pl Buffer DNase (cat. EN0O523; Fermentas, Waltham,
MA, USA). cDNA was reverse transcribed utilizing Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase according to the manufac-
turer's protocol (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNase Inhibitor, cat. 4374966, Applied Biosystems, Carsbad,
CA,USA).qPCRamplification was performed in ani-CycleriQ Detec-
tion System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizing cDNA working
mixture in a 15-pl reaction volume containing 4 ul cDNA, 2 mM
dNTP (cat. 10297-018; Invitrogen, Carsbad, CA, USA), 10 .M of spe-
cific 5" and 3’ primers, 50 mM MgCl,, 10x PCR Buffer, 1.5U Taq
DNA polymerase (cat. 10966-018; Invitrogen), and 500 nM fluores-
cein(cat.11636154910; Roche, Indianapolis, IN, USA) and dye SYBR
Green I Dye 1x (cat. 4707516001, Roche). Pairs of primers for 5-HT
receptors were designed in Probefinder (http://qpcr.probefinder
com/organisim.jsp) (Table 1). Amplification of 185 rRNA was used
as internal control gene (cat.4352930E; Applied Biosystems). All
qPCR were performed in triplicate. Results were normalized by log-

Table 1
Primers sequences for 5-HT receptors used for the qPCR.

Receptor Primer sense Primer antisense

5-HT\x»  5'CACTCTGTTGGGTGCCATAA'3 5TGACGGGGTTTAGCAGAGAG'3
5-HT;a 5’ CTGCAGGATGATTCCAAGGT'3 5’ AAATGCCACGAAAGAACCAA'3
5-HT; 5 CTACGTGGTCATCCGCCGGC'3  5'CCGGGGGCAGGTAGAAGCCC'3
5-HT, 5'AATAAGATGACCCCTCTGCGTA'3 5'CATGGGGATAACCCAGCA'3
5-hts, 5'CGCATCCAATGTAATGATCG'3  5'GGGGCCAGAGAGATGACAG'3
5-HTg 5’ CIGCCCTTCGTCCTTGTG 3 5 TGCAGTAAGTGAAGCAGATGG'3
5-HT, 5'CACAGCGGTGGCATTTTAC 3 5 GCAGCCTTGTAAATCCGGTA'3
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transforming individual values, and relative expression of the 5-HT
receptor, as compared with the expression of the internal control
gene (18S rRNA) in the same tissue, was calculated by the 2-A¢T
formula. In addition, the relative expressions of 5-HT receptors
in tissues from sensitized guinea pigs were compared with those
observed in non-sensitized animals by using the 222 met4od
(Livak and Schmittgen, 2001).

2.4. Western blot

Tissues from three guinea pigs were pooled to obtain tra-
cheal smooth muscle (~12mg), tracheal epithelium (~6mg),
bronchial epithelium (~18 mg), and lung parenchyma (~30mg),
which were separately submerged into 500wl of lysis solu-
tion containing 50mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA,
120 mM Nacl, 0.5% Igepal®, 1 mM Na3VO,4, 5mM NaF, 0.5% sodium
deoxycholate, 10 mg phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and
a protease inhibitor cocktail (Set III, cat. 539134; Calbiochem,
La Jolla, CA, USA), 1:200v/v pH 7.4. Tissues were homogenized
(Polytron PT 1200 E, Kinematica, Luzern, Switzerland) and then
centrifuged at 4°C and 3000 rpm during 5 min. Total protein con-
tent was determined in the supernatant using a commercial kit
(DC Protein Assay, cat. 500-0116; Bio-Rad). Forty micrograms
of this supernatant were loaded into different lanes of a 10%
SDS-polyacrylamide gel and subjected to electrophoresis under
reducing conditions. Afterward, proteins were transferred onto a
nitrocellulose membrane and blocked with 5% nonfat dry milk
in TBS-Tween (Tween 20, 0.1%) during 1.5h at room tempera-
ture. Membranes were incubated overnight at 4°C with rabbit
polyclonal antibody raised against 5-HT,4 (cat. ab16028; Abcam,
Cambridge, MA, USA) 1:200v/v, 5-HT4 (cat. ab87337; Abcam)
2 pg/ml, or 5-HT7 (cat. ab13898; Abcam) 1:200 v/v. Finally, mem-
branes were incubated with a horseradish peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit IgG secondary antibody (cat. 12-348; Milli-
pore, CA, USA) 1:1000v/v during 1h, at 37°C. Immunoblots
were developed employing an enhanced chemiluminescent reac-
tant (Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate,
cat. 34096; Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). 5-HT recep-
tors immunoblots were analyzed by densitometry (Molecular
Imaging ChemiDoc XRS; Bio-Rad). a-Actin was blotted as a con-
trol for protein load by using a mouse monoclonal antibody



Serotonina y vias aéreas

Cérdoba-Rodriguez Guadalupe

12 G. Cordoba-Rodriguez et al. / Respiratory Physiology & Neurobiology 223 (2016) 9-15
11 5-HT1a 11 5-HT2a
°
-3 1.2
L °
- \
5 1.4 =
°
= . 16 . r=0.07
p =0.009 p=0.89
-9 1.8
0 05 1 1:5 0 0.5 1 1.5
< 0y 5-HT3 5-HTa
— 2 Y
N 4 * 41e .
[ee] ° °
=
o -6 -5 L] ° L4
Z 8{r=075 N r=0.09
o p=025 -6 p=0.83
‘©w  -10
(%} 0 0.2 0.4 0.6 0 0.5 1 15 2
o
=3 4
& .a| S-htsa
o 2
2 S
E -5 o ° 0
0] e v 2
(0 5 o ®
b r=-0.04 =
- g9]{p=0.94 6 L)
0 0.5 1 1.5 0 0.5 1 1.5 2
A Penh
z 5-HT7

0 0.5 1 1.5
A Penh

Fig. 2. Relationship between intensity of response to the antigenic challenge at day 15 of sensitization, and level of lung parenchyma expression of 5-HT receptors mRNA at
day 21-24 of sensitization. The airway response developed after the inhaled antigen challenge was evaluated by the increase of the enhanced pause index (Penh) through

barometric plethysmography.

(cat. A5228; Sigma-Aldrich) 1:1000v/v. These latter membranes
were incubated with a horseradish peroxidase-conjugated sheep
anti-mouse IgG secondary antibody (cat. NA9310V; Amersham,
Buckinghamshire, UK) 1:2000v/v. To determine immunolabel-
ing specificity, negative controls were performed by utilizing the
blocking peptides for 5-HT,5 (cat. ab161959; Abcam) and 5-
HT4 (cat. ab102731; Abcam) to saturate the primary antibody
(2 g peptide/1 ug antibody). Because blocking peptide for 5-
HT7 was not available, we used guinea pig brain as positive
control.
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2.5. Statistical analysis

Differences between sensitized and non-sensitized animals
regarding mRNA and protein expression levels were evaluated
using the unpaired Student's ¢t -test. Data in the text and illustra-
tions correspond to mean =+ standard error. Statistical significance
was set at two-tailed p <0.05.

3. Results

We found that in the baseline state, lung parenchyma from cor -
trol guinea pigs constitutively expressed mRNA for the majority or
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Relative density vs alpha actin

TSM TE BE LP

Fig. 3. Protein expression of 5-HT;s, 5-HT4 and 5-HT; receptors, as analyzed by
Western blot in lung tissues from guinea pigs with or without sensitization to oval-
bumin. All data are expressed as the relative density (5-HT receptor/« actin densities
ratio) in tracheal smooth muscle (TSM), tracheal epithelium (TE), bronchial epithe-
lium (BE) and lung parenchyma (LP) from non-sensitized control (grey bars) or
sensitized guinea pigs (closed bars). Bars represent the mean + standard error of
n=4-5 Western blot determinations (each determination was performed in tissues
pooled from three animals). Horizontal broken lines indicate the baseline level of
expression of the constitutive protein (actin). *p <0.05 vs the non-sensitized group.

5-HT receptors, especially for 5-HT,4 and 5-HT, receptors (Fig. 1).
The full order of relative mRNA expression in healthy lungs was
5-HT;4 > 5-HT4 > 5-HTg > 5-HT7 > 5-HTy 4 = 5-HT3 > 5-hts,. The only
5-HT receptor for which relative mRNA expression was greater
in sensitized guinea pigs was 5-HT7, with an approximately 15-
fold higher expression than in non-sensitized animals (p=0.03).
In contrast, 5-HT,4 and 5-HT,4 receptors exhibited lower mRNA
expression in sensitized guinea pigs (~14.5% and ~0.3% of the
respective mRNA expression in non-sensitized animals; p=0.04
and p<0.001, respectively). Finally, 5-HT;4, 5-HT3, 5-hts,, and
5-HTg mRNA levels in sensitized animals were not statistically dif-
ferent from mRNA levels in control animals.

When the degree of airway response (i.e., APenh) developed
after OA inhalation at day 15 of sensitization was plotted against
the level of 5-HT receptors mRNA expressed at day 21-24 of sensi-
tization, a statistically significant inverse correlation was observed
for the 5-HT4 receptor (r=-0.88, p=0.009), i.e., guinea pigs with
the greatest response to OA had the lowest mRNA expression of
5-HT;4 receptor (Fig. 2).

For those 5-HT receptors that reached statistically significant
changes in their lung mRNA levels after sensitization, protein
expression was explored by Western blot in different locations,
namely tracheal smooth muscle, tracheal and bronchial epithelia,
and lung parenchyma homogenate (Fig. 3). We found that pro-
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teins of 5-HT,4, 5-HT4, and 5-HT; receptors were constitutively
expressed in all of the lung tissues studied, especially 5-HT5 in lung
parenchyma. In general terms, the expression of 5-HT,4 receptor
protein tended to be greater in sensitized guinea pigs, as compared
with non-sensitized animals, although a statistical significant dif-
ference was only evident in the bronchial epithelium (p=0.02).
Expression of 5-HT, receptor was higher in tracheal smooth mus-
cle and lung parenchyma homogenates from sensitized guinea pigs,
but a statistical significance was only observed in the latter tissue
(p=0.048). Finally, expression of the 5-HT5 receptor protein did not
change with sensitization in any tissue.

4. Discussion

Asthma remains a rather complex disease in which a large num-
ber of mediators appear to be involved in its pathophysiology
(Holgate, 2011). Although earlier studies exploring a possible role
of 5-HT in asthma were disappointing (So et al., 1985: Tonnesen,
1985), there is now mounting evidence from clinical studies and
animal models that this mediator may play a role in some aspects
ofthedisease(Arreola-Ramirezetal.,2013; Durketal.,2013; Lechin
etal., 2004, 1998, 1996; Segura et al., 2010).

In the present study, we found evidence that all major subtypes
of 5-HT receptors are expressed in lungs from healthy guinea pigs.
To our knowledge, detection of 5-HT receptors in pulmonary tis-
sue from animal species has been poorly described, and this is
especially true for the guinea pig. Among these studies, Baez et al.
(1994) described that guinea pig and rat tracheas expressed 5-HT;5
receptor mRNA, and these authors demonstrated thatreceptor den-
sity coincided with increased contractile responses to 5-HT. Ullmet
et al. (1995) explored the expression of 5-HT receptors in sev-
eral types of blood vessels; with respect to the lung, these authors
detected 5-HTyp > 5-HTg =5-HT7 > 5-HT4 = 5-HT1 B/DR mRNA in pig
pulmonary artery, 5-HTzg = 5-HTg)pg » 5-HT4 mRNA in endothelial
cells from human pulmonary artery, and 5-HTzp > 5-HTygpg = 5-
HT7>5-HT;g mRNA in smooth muscle from human pulmonary
artery. Wang et al. (1999) described the expression of the 5-HT,¢
receptor in type Il pneumocytes from rats. More recently, Hofmann
et al. (2014) found that both mRNA and protein expression of
5-HT;4 receptor increased in lung tissue from a rat model of con-
genital diaphragmatic hernia, with pulmonary arteries the main
site of expression.

In addition to the localization of pulmonary 5-HT receptors,
some authors have also analyzed their modification after exposure
to a noxious stimulus. In this respect, after describing the b .se-
line expression of 5-HT,4 receptor in rat bronchial segments, Cao
etal. (2012) found that mRNA and protein expression of this recep-
tor significantly increased after exposure of animals to secondhand
cigarette smoke. Likewise, Dupont et al. (2014) described the pres-
ence of 5-HT,4 receptor mRNA in mouse lung, and these authors
found that such expression notably increased after exposure to
tobacco smoke. Murphy et al. (2013) found that mRNA and protein
expression of 5-HT,4 and 5-HT4 receptors in the airway epithe-
lium of central and peripheral airways in Rhesus monkeys tended
to increase after acute or intermittent exposure to ozone. Finally,
Cadircietal (2013) detected by immunohistochemistry a low level
of expression of 5-HT7 receptor in the lung interstitium of rats, but
such expression was more widely distributed and at a greater level
in a rat model of septic shock.

Human studies have found that, compared with healthy con-
trol subjects, patients with asthma had increased mRNA expression
of 5-HT;4 receptor (Ahangari et al., 2015; Sheikhha et al., 2014),
as well as of 5-HT3a receptor (Ahangari et al., 2013; Mohammadi
Amirabad et al., 2014) in their peripheral blood mononuclear cells.
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In agreement with these studies, in the present work we
found that the development of pulmonary allergic inflammation
was accompanied by changes in relative mRNA expression of
pulmonary 5-HT receptors. Thus, the sensitization process signifi-
cantly decreased 5-HT,4 and 5-HT4 receptors mRNA, while 5-HT,
receptor mRNA notably increased. In order to better localize the
specific tissue where possible changes occurred, we also analyzed
the protein expression of these latter receptors by Western blot in
airway epithelium, airway smooth muscle and lung parenchyma.
To our surprise, although we detected that sensitization modified
the protein expression of these receptors, these changes were not
fully concordant with changes observed in mRNA expression. Thus,
while mRNA levels of 5-HT;4 and 5-HT, receptors decreased with
sensitization, protein expression tended to increase in the major-
ity of lung tissues studied. On the other hand, increased expression
of the 5-HT; receptor mRNA was not accompanied by detectable
changes in protein expression. Although at first glance it may be
expected that the level of mRNA expression must correlate with
the level of protein synthesis, this appears not to be the rule and
studies exploring this issue have found only a minimal or mod-
est correlation (Anderson and Seilhamer, 1997; Greenbaum et al.,
2003; Idekeretal., 2001, Nie et al., 2006). Potential explanations for
the disagreement between mRNA and protein expression include
the existence of complex transcriptional regulatory mechanisms,
differences in protein half-lives, and the degree of mRNA stability
(Esquerré et al., 2015; Greenbaum et al., 2003; Nie et al., 2006).
For example, transcriptional efficiency is enhanced by the action of
YTHDF1 in the presence of NS-methyladenosine (Wang et al., 2015),
and by tRNA regulation of ribosome flux to the mRNA (Gorgonietal.,
2014). Moreover, Esquerré et al. (2015) reviewed some mRNA half-
lives datasets for Escherichia coli, and they found that the major
factor determining mRNA half-life (which ranged from 1 to 53 min)
was its own mRNA concentration; hence, the lower the mRNA con-
centration, the longer the mRNA half-life. In this regard, in our
study the higher protein expression of 5-HT;4 and 5-HTy4 receptors
despite a lower mRNA expression could be due, at least hypothet-
ically, to a longer mRNA half-life and a better chance of being
translated into protein. In fact, the occurrence of these types of
mechanisms in 5-HT receptors has been demonstrated in some
studies, where increased stability and half-life of the 5-HT;4 mRNA
occurring after a brief stimulation with 5-HT was found in vitro
(Ferry et al., 1994; Wohlpart and Molinoff, 1998).

In a previous study, we found that administration of selective
antagonists of 5-HT,4, 5-HT4, and 5-HT; receptors to sensitized
guinea pigs fully abolished the hyperresponsiveness to acetyl-
choline usually observed after an antigenic challenge (Segura et al.,
2010).This finding implied that these 5-HT receptors were involved
in the development of the antigen-induced unspecific airway
hyperresponsiveness. In this context, the greater protein expres-
sion of 5-HT;4 and 5-HT4 receptors found in the present study is in
full agreement with the preeminent role of these receptors in the
guinea pig asthma model.

We do not have a clear explanation for the inverse correlation
between the degree of sensitization (airway response to the anti-
gen at day 15) and the expression of 5-HT 5 receptor mRNA. If this
association is indeed a cause-effect relationship, then it may sim-
ply reflect that the sensitization process induced downregulation
of the mRNA. The alternative possibility, that the 5-HT;4 receptor
mRNA level determined the degree of sensitization, appears to be
less probable. Besides its important role in the central nervous sys-
tem, 5-HT;5 receptor is widely distributed in inflammatory cells
such as monocytes/macrophages, mast cells, eosinophils, dendritic
cells, and lymphocytes but, in general terms, its activation leads
to proinflammatory effects (Arreola et al,, 2015). Thus, it would be
expected that an enhanced expression of 5-HT; receptor mRNA,
if translated into a greater amount of protein, would be associ-
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ated with greater sensitization, which was not the case. A potenti: |
limitation of this part of the study was the temporal dissociation
between physiological response to the antigen (APenh measured
at day 15) and pulmonary expression of 5-HT receptors (measured
at days 21-24). Because our aim was to evaluate the expression of
5-HT receptors in a stable state, the lag time with the allergen chal-
lenge was necessary to avoid any potential residual effect of this
acute allergen exposure on the expression of 5-HT receptors.

Two statistical issues must be acknowledged in our study. First,
it has been claimed that any study must perform p-value adjust-
ments (such as the Bonferroni correction) according to the number
of outcome variables tested (Bland and Altman, 1995). Although
this approach is still debated (Perneger, 1998; Rothman, 2014), if
it were applied to our mRNA comparisons, the only 5-HT recep-
tor remaining statistically different between sensitized and control
animals would be 5-HT4 receptor, while 5-HT,4 and 5-HT; would
be devoid of statistical significance. Second, we found that mRNA
levels of 5-HT 4, 5-HT3, 5-hts,, and 5-HTg receptors were not differ-
ent between sensitized and control animals, but the power analysis
revealed that statistical tests had relatively low power values (9%,
41%,21%,and 52%, respectively). Thus, it could not be discarded that
the lack of difference for some of these receptors could be explained
by a small number of experiments.

In summary, our results showed that major 5-HT receptor sub-
types are constitutively expressed in the guinea pig lung, and that
allergic sensitization modifies the expression of 5-HT4, 5-HT4, and
5-HT7 receptors.
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