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RESUMEN

Evaluacién farmacoldgica de la participacion de los receptores adrenérgicos en la
respuesta de contraccion inducida por serotonina en la aorta aislada de cobayo.

Los receptores serotoninérgicos (5-HTR), en particular 5-HT2aR, y los receptores a- y -
adrenérgicos (a-AR y B-AR) son los principales receptores que participan en la
regulacion del tono vascular de la aorta. Por esta razén, estos receptores han sido
utilizados como dianas terapéuticas en diversas enfermedades cardiovasculares. En
trabajos realizados previamente por nuestro grupo de investigacion, se observo que al
inhibir la actividad del 5-HT2aR con su antagonista especifico ketanserina, la respuesta
de contraccion disminuyo solo parcialmente, un hecho inesperado, debido a que ha sido
ampliamente utilizada la ketanserina como el antagonista especifico del 5-HT2aR por
excelencia y también el 5-HT2aR es el receptor primordial en la contraccién. Por este
motivo, consideramos que otro posible mecanismo de sefalizacion pudiera estar
regulando, de manera simultdnea, la contraccion inducida por 5-HT. Debido a la
importancia de los receptores adrenérgicos en la regulaciéon del tono vascular,
decidimos explorar la posible participacion del sistema adrenérgico en la respuesta de
contraccion inducida por 5-HT. Asimismo, evaluamos la participacion del calcio
intracelular [Ca?*]i, el cual es esencial para la contraccién del musculo liso. En nuestro
trabajo, evaluamos la actividad de los receptores o-AR y B-AR, a través de sus
antagonistas no especificos, en la contraccién de la aorta inducida por una dosis Unica
de 5-HT (100 uM) en un sistema de o6rganos aislados in vitro. Asi también,
determinamos la participacion de los a-AR y [Ca?']i en la respuesta de contraccion
inducida por 5-HT, mediante un sistema de mediciones simultaneas de contraccion-
Ca?*. Lo mas importante de este trabajo fue determinar que los a-AR y B-AR participan,
de manera simultanea, en la contraccion inducida por 5-HT. En los experimentos de
mediciones simultaneas, observamos un decremento en la [Ca?*]i en la contraccion por
5-HT al inhibir la actividad del a-AR. Con estos resultados podemos concluir que los a-
ARy B-AR participan de manera importante en la contraccion de la aorta inducida por 5-
HT. Lo anterior nos permite proponer que, la accidn de la 5-HT podria estar
promoviendo la liberacién de catecolaminas desde terminales nerviosas presinapticas,
lo que origina una mayor contraccién por la accion de las mismas catecolaminas y la 5-
HT. Este trabajo de investigacion nos conduce a considerar la evaluacion del posible
mecanismo en la posible interaccién de las vias de sefalizacion serotoninérgicas y
adrenérgicas en la contraccion de la aorta.



Blanca Dinora Mendoza Mejia

INTRODUCCION

El sistema cardiovascular (SC) tiene como funcién principal el transporte de los
nutrientes y oxigeno, a través de la sangre en el organismo. Este sistema esta
constituido por el corazon, las arterias, las arteriolas, las venas, las vénulas y los
capilares. La sangre es bombeada por el corazén hacia las arterias y arteriolas hasta
los capilares donde se realiza el intercambio bidireccional por difusiéon de oxigeno (O2) y
diéxido de carbono (CO2). La sangre oxigenada se dirige hacia organos y tejidos
llevando los nutrientes, mientras que la sangre desoxigenada transporta los productos

de desecho metabdlico hacia los érganos de excrecién y regresa al corazoén (1, 2).

Las arterias son vasos sanguineos de calibre grande, siendo la aorta la principal
arteria que da origen a las arterias de menor calibre que irrigan a la mayoria de los
organos. La aorta se origina en el ventriculo izquierdo del corazén, formando el cayado
aortico que desciende por la region toracica y abdominal hasta bifurcarse en las arterias
iliacas (1). El tejido de la aorta esta constituido por células endoteliales, células
musculares lisas y matriz extracelular. Estos tipos celulares se encuentran organizados
en tres capas concéntricas, desde el lumen a la parte externa denominadas: capa

intima, capa media y capa adventicia (Fig. 1) (3, 4).

La capa intima es la region mas delgada compuesta por células endoteliales,
que forman la lamina basal y a su vez es soportada por la membrana elastica interna.
La capa media es la region mas gruesa, proporciona soporte estructural, elasticidad y
reactividad vascular, esta constituida por células del musculo liso vascular (MLV), tejido
conectivo y fibras elasticas. La capa adventicia se compone de tejido conectivo,
colageno, miofibroblastos, fibroblastos y comprende los vasa vasorum, los cuales son
vasos sanguineos pequefios que proporcionan oxigeno y nutrientes a las células de la

pared vascular y a nervios autbnomos nervi vasorum (4-6) (Fig. 1).
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Arteria

Capa intima

Lumen
<€—— Capa media

Capa adventicia

Figura 1. Esquema de las capas estructurales de las arterias. En un corte transversal se observa la
disposicion concéntrica de las capas desde el lumen hacia la parte externa: intima, media y adventicia.

Las células del MLV en la capa media de la aorta, estan comunicadas por
uniones estrechas o uniones comunicantes permitiendo que actuen como un sincitio,
por lo que se denomina ML unitario; mientras que en el musculo esquelético las células
reciben estimulos desde las terminales nerviosas, lo que permite que actuen de manera

independiente (7).

En las células del MLV predominan los filamentos de actina, en una relacion de
13:1 con respecto al filamento de la miosina, formando un haz orientado en sentido
longitudinal respecto de la célula. Los filamentos de actina terminan en una densidad

citoplasmatica denominada cuerpo denso (8).

La organizacién de los elementos contractiles en las células del MLV permite que

las principales funciones del ML de la aorta sean la contraccion y la relajacion (9-11).

Vias de sefializacion en la contraccion del musculo liso vascular

La contraccién del MLV ha sido ampliamente estudiada en los vasos sanguineos,
principalmente en arterias tales como, la arteria mesentérica superior (12), la arteria
carétida (13), la arteria caudal y la aorta toracica (14). Fisiolégicamente, este proceso es
regulado por distintos mecanismos que inducen la activacibn de las proteinas

contractiles de las células del MLV: actina y miosina (15).

La actina y la miosina interaccionan efectuando el ciclo de los puentes cruzados,

el cual es el mecanismo fundamental de la contraccion.

En condiciones fisiologicas basales los filamentos de actina se encuentran

estables por la accién inhibitoria del caldesmoén (CaD), una proteina que bloquea los

10
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sitios de union de la miosina. Para que se lleve a cabo la contraccion, el efecto
inhibitorio del CaD es contrarrestado por el complejo Calcio-Calmodulina (Ca?*/CaM) y
diversos mecanismos de regulacion, dejando libres los sitios de union de la miosina
(15).

La miosina contiene una enzima ATPasa que hidroliza ATP, esta reaccién le
confiere energia a la miosina lo que induce el cambio del angulo de la cabeza de la
miosina permitiendo la union con los filamentos de actina, posteriormente se libera el
ADP provocando el deslizamiento de la miosina sobre la actina hasta los cuerpos
densos, dando lugar a la contraccidén. La cabeza de la miosina permanece unida a la

actina hasta que se une a ella otra molécula de ATP (16, 17).

El ion Ca?* es un segundo mensajero intracelular. La homeostasis del Ca?* y su
sefalizacion son el resultado de interacciones dinamicas entre mecanismos que
conllevan a un incremento en la concentracion intracelular de calcio [Ca?']i y
mecanismos que provocan su disminucion, mediados por una diversidad de bombas y
transportadores que se localizan en la membrana plasmatica y en organelos
intracelulares, como el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria, y por proteinas

citosdlicas que unen Ca?* (17).

La elevacion de la [Ca?*]i es necesaria para que inicie la contraccion del MLV
(10, 18-22). De acuerdo a Kim et al. (2008) ademas de la [Ca?*]i, los mecanismos que
participan en la regulacién de la contraccion en el ML pueden clasificarse en dos tipos

principales:

1. Mecanismos que activan la accion de la ATPasa de miosina a través de cambios en

la fosforilacién de la cadena ligera de miosina (MLC):

a. Cascada de senalizacion de RhoA-Rho-cinasa. Al activarse la GTPasa RhoA por
GEFs (Guanine nucleotide exchange factors) induce la accion de la Rho-cinasa
que mediante fosforilacion inhibe la MLCP (Fosfatasa de la cadena ligera de

miosina), de esta manera la MLC se mantiene fosforilada y contraida (19).

b. CPI-17 (C-kinase-activated protein phosphatase inhibitor, 17kDa). Esta proteina
es activada por la proteina cinasa C (PKC) a su vez mediada por la fosfolipasa C
(PLC). CPI-17 fosforila la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLC)

inhibiéndola, la MLC permanece fosforilada y se mantiene la contraccion (19, 21).

11
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2. Mecanismos que regulan la interaccion entre miosina y actina a través de proteinas
de inhibicion de la actina como el CaD. El CaD es una proteina de union de actina y
miosina que inhibe la actividad de la ATPasa de miosina y regula la polimerizacion de
los filamentos de actina bloqueando la via Arp2/3. El efecto inhibitorio del CaD puede
ser revertido por la union del complejo Ca?*/CaM o por fosforilaciéon mediante la via de
sefalizacion PKC/ERK (19).

En condiciones fisioldgicas normales la concentracion de Ca?* extracelular [Ca?*]e es
aproximadamente de 1 a 10 mM, mientras que la [Ca?*]i de las células del ML es de 0.1
uM. La diferencia de concentraciones de Ca?* se mantiene por la regulacion del flujo de
iones a través de los canales idnicos. De acuerdo con los mecanismos de activacion de

los canales de Ca?* se han clasificado en:

a. Canales de Ca®'-dependientes de voltaje (VOCs, por sus siglas en inglés

voltage-operated Ca?* channels) son activados por cambios en el potencial de la
membrana plasmatica, han sido clasificados en diferentes subtipos. Los canales
de alto umbral requieren grandes despolarizaciones y son los subtipos: L, N, P, Q

y R. El unico canal de bajo umbral descrito hasta ahora es el tipo T (23).

b. Canales de Ca?' regulados por el receptor (ROCs, Receptor-operated Ca?*

channels) responden a la union de agonistas y generalmente estan acoplados a
proteinas G (24, 25).

c. Canales de Ca®' regulados por el almacenamiento o capacitativos (SOCs, Store-

operated Ca?* channels) se activan en respuesta a la disminucion de reservas de
Ca?* intracelular. Estos canales, también llamados canales SOCE (Store
Operated Calcium Entry) son un complejo de proteinas macromoleculares que
participan en la sefalizacién del Ca?* asociados a las balsas lipidicas de la
membrana plasmatica. Estos canales son activados por la depletacion del [Ca?*]i
del RS, como una sefial para activar el mecanismo de entrada de Ca?* por SOCE
(89). Las proteinas a cargo de este mecanismo son STIM (por sus siglas en
inglés, Stromal Interaction Molecule), localizada en el RS, la cual oligomeriza
areas de las uniones de la membrana plasmatica activando los canales SOCE,

formado por Orai, el canal-poro que permite el influjo de Ca?* al citosol (87).

12
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d. Canales activados por estiramiento o mecanosensibles (SACs, sensory activated

Ca?* channels) se activan en respuesta a estimulos mecanicos.

La contraccion del MLV puede ser iniciada por acoplamiento electromecanico a
partir de la despolarizacion de la membrana o por acoplamiento farmacomecanico
inducido mediante la estimulacién por agonistas. El acoplamiento electromecanico
actua por cambios en el potencial de membrana que provocan la apertura de los VOCs
permitiendo el ingreso de Ca?* por lo que aumenta la concentracion intracelular de este
ion y promueve la contraccion. El acoplamiento farmacomecanico consiste en la unién
de neurotransmisores, hormonas u otros agonistas que estimulan los receptores
membranales de la célula del MLV y desencadenan vias de sefalizacion que involucran

la accion de proteinas G y produccion de segundos mensajeros (10, 15, 24, 26).

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés G-
protein coupled receptor) o receptores transmembranales son conocidos como
receptores heptahelicales caracterizados por siete hélices anfipaticas localizadas a
través de la membrana (7TM) (27).

Las proteinas G tienen un papel esencial en los procesos de sefalizacion y la
transduccion de sefales relacionados con los mecanismos de contraccion del MLV.
Estos procesos de sefalizacion son iniciados por la interaccion de los diferentes

agonistas con sus receptores especificos en la superficie celular.

Las proteinas G que son activadas por receptores heptahelicales estan
constituidas por tres subunidades denominadas a,  y y formando un heterotrimero. La
subunidad a contiene un sitio de union al guanosin difosfato (GDP). Cuando el GDP se
encuentra unido a la subunidad o, la proteina G se encuentra en su forma inactiva. Al
unirse un agonista al receptor induce el intercambio del GDP por guanosin trifosfato
(GTP), activandose la subunidad o de la proteina G que se disocia del complejo de las
subunidades B y y. La subunidad o activa la proteina efectora PLC. El complejo

By activan diversas vias de sefializacion (27-30).

Las proteinas G se han clasificado en cuatro subfamilias basadas en la

homologia estructural y funcional: G (sy olf), Gio, G12/13, Ggr11 (30).

La familia de las proteinas G« involucra la activacion de la adenilato ciclasa (AC).

Se reconocen dos principales GPCRs dentro de esta familia: Gs y Gorr. Las proteinas Gs
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estimulan a las proteinas efectoras adenilato ciclasa (AC) y la guanilato ciclasa (GC)
que catalizan la conversion de ATP en adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin
3’ 5 monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente. EI AMPc y GMPc son segundos
mensajeros que activan las cinasas PKA (proteina cinasa A) y PKG (proteina cinasa G)
las cuales fosforilan a proteinas en sus residuos de serina y treonina induciendo la
vasodilatacion. Las proteinas Goir se expresan en neuronas sensoriales olfativas, en los
ganglios basales y en el hipocampo, por lo que su principal efecto esta asociado a la
activacion de la AC en el sistema nervioso central (SNC) (30). La familia de las

proteinas Gi inhibe la AC lo que induce la vasoconstriccion (29, 31).

Las proteinas Gi213 son la familia menos caracterizada. Sin embargo, se ha
reconocido su participacion en procesos de proliferacion y morfologia celular, asi como
en la formacion de fibras de estrés y adhesion focal. La mayoria de estos procesos son
mediados a través de la interaccién con factores intercambiadores de nucleotidos de
guanina Rho (RhoGEFs) (30).

Las proteinas Gg/1 activan la via de recambio de fosfoinositidos/calcio. En esta
via, la activacion del receptor estimula la actividad de la PLC que cataliza la formacion
de segundos mensajeros a partir del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) que se
encuentra en la membrana celular, los segundos mensajeros son: el inositol trifosfato
(IP3) y el diacilglicerol (DAG). ElI DAG permanece anclado a la membrana plasmatica. El
IP3 es una molécula soluble la cual difunde por el citoplasma y se une al receptor del IP3
lo que induce la apertura de los receptores ionotropicos de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico (RS) y permite la liberacion de Ca?* hacia el citosol. EI Ca?* se libera
rapidamente siguiendo su gradiente de concentracion. Por otra parte el Ca?* también se
une al DAG en la membrana plasmatica para para activar a la PKC. La PKC fosforila
proteinas en residuos de serina y treonina y produce diversos efectos fisioldgicos. Asi
mismo, el Ca?* se une se une a una proteina intracelular la caldmodulina (CaM),
formando el complejo Ca?*/CaM. Este complejo activa la cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK, myosin light chain kinase) la cual fosforila a la serina en la posicion 19
de la cadena ligera de la miosina (MLC, myosin light chain) de 20 kDA (32). Esta
fosforilaciéon permite la interaccion de los filamentos de actina y miosina, dando lugar a

la contraccion en el musculo liso (10, 15, 24, 26) (Fig 2).
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Agonista

Receptor Espacio extracelular

Actina
CONTRACCION

Canal Ca?*

0000 O
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Figura 2. Via de sefializacion de la contraccién del musculo liso vascular. Al unirse el agonista al receptor
transmembranal induce el intercambio de GDP por GTP en la subunidad « de la proteina G. Con este
intercambio la subunidad o se encuentra activa y se disocia del complejo fy. La subunidad « activa la
PLC que hidroliza el PIP»; anclado a la membrana. Los segundos mensajeros resultantes de esta hidrélisis
son el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IPs3). EI DAG se mantiene anclado a la membrana
mientras que el IP3 difunde en el citosol hasta llegar a los receptores de IP; que activan canales de Ca?*
del RS. Una vez activados los canales de Ca?*, inducen la liberacién de Ca?" hacia el citosol. En el citosol
el Ca?* se une a los cuatro sitios activos con la proteina CaM formando el complejo Ca?*/CaM. Este
complejo activa la MLCK la cual fosforila la MLC para iniciar el ciclo de los puentes cruzados con los
filamentos de actina produciendo la contraccion.

Sistema adrenérgico en el musculo liso vascular

El sistema adrenérgico conformado por las catecolaminas (CA) y los receptores
adrenérgicos tiene una importante participacion en el MLV. Este sistema es
determinante en la regulacion del tono vascular por medio de mecanismos de
contraccion y relajacion, los cuales permiten mantener un adecuado control del flujo
sanguineo y, por lo tanto, de la presion arterial. Las vias de sefalizacion implicadas en
este sistema han sido importantes objetos de estudio durante muchas décadas. En la
actualidad el sistema adrenérgico es blanco de varios farmacos que son utilizados
clinicamente para modificar la presidon sanguinea (33). En condiciones fisioldgicas
existen tres compuestos de CA estos son: la dopamina (DA), la noradrenalina (NA) y la
adrenalina (A). Las CA son derivados del catecol (anillo bencénico con dos grupos
hidroxilo adyacentes en la posicion 3 y 4) con una cadena lateral que lleva un grupo
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amino. La sintesis de las CA se produce en la médula de la glandula adrenal y en las
neuronas postganglionares del sistema nervioso simpatico. El precursor de las CA es el

aminoacido tirosina (34).

Los receptores adrenérgicos o adrenoreceptores (AR) son proteinas
transmembranales que se localizan en tejidos neurales y no neurales. Alquist (1948)
establecid la clasificacion de los receptores en los tipos a y B en funcién de las
respuestas de excitacion e inhibicion, respectivamente (35). En la década de los afios
sesenta, Lands y colaboradores (1966) establecieron la division de los receptores [3-
adrenérgicos en los subtipos B1 y B2 (36). Posteriormente, Langer (1974) propuso la
clasificacion de receptores a-adrenérgicos en los subtipos a1 y a2 de acuerdo con su
localizacion en las neuronas, pre-sinaptica o postsinaptica (37). Sin embargo, pronto se
demostré que los receptores a y B estan regulando funciones de excitacion e inhibicidon
y que los subtipos de ambos se encuentran en posicion pre y postsinaptica, por lo que
dichas clasificaciones resultaban inadecuadas (38). En diversos estudios se ha
demostrado, mediante el uso de agonistas y antagonistas adrenérgicos, la localizacion y
funcionalidad de los receptores adrenérgicos (38-40). En particular, en vasos
sanguineos se ha demostrado la localizacion de estos receptores mediante el uso de
diversos farmacos que mimetizan o bloquean su actividad, asi como por estudios de

unién a radioligandos y técnicas moleculares (41, 42).

En la actualidad se han descrito dos tipos de receptores adrenérgicos: a y 3 los
cuales comprenden nueve subtipos en total. Estos receptores pertenecen a la

superfamilia de receptores acoplados a proteinas G.

La clasificacion mas reciente elaborada por la IUPHAR (International Union of
Basic and Clinical Pharmacology) y los mecanismos de transduccion por los que actuan

cada uno de los receptores se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacion de receptores adrenérgicos y mecanismos de
transduccion.

Receptor Subtipo Mecanismo de transduccién

a1A

1B Gd/G11 TIPs/DAG
1D

O02A
a2B
a2C

Gi/Go YAMPc

B1
B B2 G TAMPC

B3

Fuente: International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR), 2015.

En el SC los receptores adrenérgicos tienen una participacidén muy importante en
la regulacion de la contraccion del MLV y por ende, el control del flujo sanguineo el cual

determina la presidon sanguinea.

Los receptores adrenérgicos se han clasificado en dos subtipos a1 y a2. Regulan
la vasoconstriccion mediante la activacion de la proteina Gg¢/G11 y GilGo
respectivamente. La familia de los receptores a1 se ha dividido en tres subtipos: a1a, a1
y a1p. Estos tres subtipos también son conocidos como a1+ debido a su alta afinidad por
el antagonista prazosin, con excepcion de una variante del receptor a1a que presenta
menor afinidad por lo que se conoce como receptor adrenérgico aiL. Los AR a1 son
reconocidos por regular la contraccion del MLV (o1a y a1p). Mediante técnicas
farmacoldgicas se ha demostrado la funcionalidad de los receptores o adrenérgicos en
la regulacion de la vasoconstriccion en las arterias: aorta, carétida, mesentérica, iliaca y
femoral (42). Asi mismo, la expresion de estos receptores se ha evaluado de manera
importante mediante técnicas de unioén a radioligando y anticuerpos (39, 41). En arterias

de rata se ha demostrado la expresion de los tres subtipos de receptores a1 a nivel de
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RNA mensajero (42). La distribucién de los diferentes subtipos de los receptores au-
adrenérgicos no es homogénea, en la respuesta de contraccion observada en la aorta
de toracica de la rata y el ratén esta mediada principalmente por los a1, mientras en la

aorta de conejo es modulada por los receptores a1a, a1s, Y a1p (43).

Los receptores p-adrenérgicos han sido identificados en el MLV de diversos
vasos sanguineos. Se encuentran acoplados a la proteina Gs regulando la
vasodilatacion inducida por las CA, a través de la liberacién del segundo mensajero
AMPc. Ademas, se ha reportado que en algunos vasos sanguineos los B-AR también
participan en la respuesta de vasodilatacién mediante la liberacion de 6xido nitrico (43).
Existe una gran homologia estructural en la secuencia de aminoacidos de los subtipos
B1y P2. Aunque ambos son activados por las CA, los B2 presentan mayor afinidad por la
NA, mientras los 1 presentan mayor afinidad por la A (40, 44, 45). Los receptores fs-
AR se encuentran principalmente en los adipocitos regulando procesos de
termogénesis y en los cardiomiocitos favoreciendo la fosforilacion de canales de Ca?*
(45).

La densidad de los B-AR varia dependiendo del vaso sanguineo, sin embargo, en
condiciones fisioldgicas normales, se ha demostrado que el receptor B2 predomina en el
ML de la aorta de rata (40).
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La serotonina en el musculo liso vascular

El sistema adrenérgico es de primordial importancia en la regulacién del tono vascular,
no obstante, se han evaluado otros sistemas que mediante la integraciéon de multiples
mecanismos modulan el tono vascular. La participacion de la serotonina en el SC es

ampliamente reconocida (44).

Serotonina es el nombre comun del compuesto 5-hidroxitriptamina (5-HT). Los
primeros indicios de la existencia de la 5-HT se tuvieron a mediados del siglo XIX. De
forma destacada la 5-HT participa en la regulacion de la vasoconstriccion vy
vasodilatacion y en algunas fisiopatologias como la bradicardia, taquicardia, hipotension

e hipertension (46).

Las primeras publicaciones describieron que la sangre contenia una sustancia
que provoca vasoconstriccion y que la administraciéon de suero a diferentes animales
provocaba el aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria e incremento en la
actividad peristaltica del intestino. Vialli y Ersparmer (1933) aislaron una sustancia de
las células enterocromafines del intestino denominandola enteramina. A finales de la
década de los cuarentas en Estados Unidos, Page en colaboracion con Green y
Rapport identificaron una sustancia vasoconstrictora a la cual denominaron serotonina.
Posteriormente, detallaron diferentes métodos quimicos para realizar su extraccion,
caracterizacion y sintesis, determinaron su estructura quimica e identificandola como 5-
hidroxitriptamina (5-HT). Pocos anos después se reconocié que otra molécula que
promovia vasoconstriccion llamada enteramina, tenian la misma identidad quimica que

la serotonina. Por lo que conservé el nombre de serotonina (24, 46-48).

La 5-HT es clasificada como una monoamina biogénica, posee un grupo amino

(NH2) y un anillo indol, tiene un peso molecular de 176 Da (24, 48).

La mayor sintesis de la 5-HT tiene lugar en el tracto gastrointestinal dentro de las
células enterocromafines, y en SNC en las neuronas serotoninérgicas localizadas en los
nucleos del Rafé. La 5-HT, liberada al torrente sanguineo, es capturada y almacenada
en las plaquetas y puede ser liberada durante la agregacion plaquetaria. Las neuronas
serotoninérgicas pueden recapturar la 5-HT por medio del transportador de serotonina
(SERT), almacenarla y metabolizarla (12, 47-50).
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La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido esencial L-triptéfano que es
obtenido de la dieta. La triptéfano hidroxilasa (TPH) es la enzima limitante de la sintesis
de la 5-HT, y oxida al triptéfano en el carbono cinco del anillo indélico, dando lugar al 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). Existen dos tipos de TPH, la TPH-1 y la TPH-2, las cuales
estdan asociadas a tejidos periféricos y tejidos neuronales, respectivamente. La
activacién de la TPH requiere de dos cofactores que son el oxigeno molecular y la
tetrahidrobiopterina (BHs4) El 5-HTP es descarboxilado por la descarboxilasa de los
aminoacidos aromaticos y de esta manera se forma la 5-HT que es almacenada en
estructuras vesiculares para protegerse de la accion de la enzima que la degrada. La
degradacion metabdlica de la 5-HT se lleva a cabo por la monoaminooxidasa de tipo A
(MAO-A), realizando una desaminacién oxidativa y dando como resultado la formacion
de 5-hidroxiindol-acetaldehido (5-HIAC). ElI 5-HIAC es metabolizado por la enzima
aldehido-deshidrogenasa formando el 5-hidroxiindolacético (5-HIIA) (47, 51, 52).

COOH

n,cmm,

H Triptéfano

Triptéfano
hidroxilasa
COOH

(—T

H,crmu,

5-hidroxitriptofano

Descarboxilasa de
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( H,CH,NH,

5-hidroxitriptamina
(5-HT, serotonina)

MAO/Aldehido
deshidrogenasa
NHs*

( H COOH
HO
5-hidroxiindolacético
(5-HIIA)
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Figura 3. Sintesis y metabolismo de la 5-HT. (Tomado y modificado de Watts, 2008.)
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En el SNC, la 5-HT ha sido descrita como uno de los principales
neurotransmisores que participa en diversos procesos fisioldgicos, patoldgicos vy
desdrdenes conductuales. En tejidos no neuronales como el tracto gastrointestinal (Gl)
y el sistema cardiovascular (SC) se han descrito respuestas fisioldgicas de la 5-HT con
efectos tanto inhibidores como excitadores. En la ultima década, se ha determinado que
las respuestas biolégicas y farmacolégicas tan complejas de la 5-HT son debido a la

gran variedad de receptores que existen (53).

En la actualidad se han descrito siete familias de receptores de la 5-HT (5-HT1-7)
que comprenden 15 subtipos. Los receptores de la 5-HT son clasificados de acuerdo
con criterios operacionales, transduccionales y estructurales. Los criterios operacionales
corresponden a los datos farmacoldgicos, los transduccionales involucran los diferentes
sistemas de transduccion de sefiales acoplados al receptor y los estructurales
comprenden el conocimiento de la secuencia de los nucleétidos del receptor. Los
receptores 5-HT (5-HT-R) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a

proteinas G. Con excepcion del receptor 5-HT3, que es un receptor iononotropico (54).

La clasificacion mas reciente elaborada por la IUPHAR y los mecanismos de
transduccion por los que actuan cada uno de los receptores se muestran en el Cuadro
2.
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Cuadro 2. Clasificacién de receptores 5-HT y mecanismos de transduccion.

Receptor Subtipo Mecanismo de transduccién
5-HT1 5-HT1a
5-HT+s GilGo VAMPc
5-HT1p
5-ht1e
5-HT+r
5-HT> 5-HT2a
5-HT2s Gq/G11 TIP3/DAG
5-HT2c
5-HT3 5-HT3as Canal idnico (Na*/K*/Ca?*)
5-HT3a
5-HT, Gs TAMPc
5-HTs 5-htsa GilGoYAMPC
S-htsp No identificado
5-HTs Gs TAMPC
5-HT7 Gs TAMPc

Fuente: International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR), 2015.

La 5-HT fue descubierta inicialmente como un agente vasoconstrictor en el
sistema cardiovascular, por lo que su funcién en este sistema ha sido ampliamente
estudiada. Diversos estudios realizados desde la década de los noventas hasta la
actualidad indican que la 5-HT en vasos sanguineos causa predominantemente
constriccién a través de los receptores: 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 5-HT4 y 5-HTs, mientras
que por el contrario el 5-HT7 regula respuestas de relajacion. El avance en el estudio de
los receptores serotoninérgicos ha sido facilitado por el desarrollo de agonistas y
antagonistas selectivos, asi como por técnicas de farmacologia en las que se han
empleado. La ketanserina (KT) es un antagonista 5-HT2a, el cual se observé que

ocasionaba una importante disminucién de la presion sanguinea (48). La influencia de
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la KT sobre la presion sanguinea generd un gran interés sobre el potencial de la 5-HT
en el sistema cardiovascular, en particular sobre la actividad del receptor 5-HTa2a.
Diversos grupos de investigacion han evaluado mediante técnicas farmacoldgicas y
moleculares la actividad del receptor 5-HT2a en preparaciones de diferentes tipos de
musculo liso incluido el vascular (55-57). Se ha determinado que en las arterias el
receptor serotoninérgico que predonima en la respuesta de contraccion es el 5-HT2a,
activando la via de recambio de fosfoinositidos/calcio. Su sobreexpresion y aumento en

su funcién producen mayores contracciones en patologias como la hipertension (58).

Interaccion de los sistemas serotoninérgico y adrenérgico

Hemos descrito, de manera independiente, la participacion de los sistemas
serotoninérgicos y adrenérgicos en los mecanismos de contraccion y relajacion del
MLV. No obstante, son escasos los estudios que sugieren la participacion conjunta de

estos sistemas en la regulacion del tono vascular.

Uno de los trabajos pioneros en evaluar la posible relacion entre la 5-HT y los AR
fue realizado por Kawasaki y col., (1983). Este grupo de investigacion mostré que la 5-
HT puede ser almacenada dentro de vesiculas adrenérgicas de las terminales
nerviosas, y que su liberacion, por estimulacion del nervio periarterial de rata, puede

contribuir en el mantenimiento del tono vascular local (59).

En el 2000, Watts y col., demostraron que la contraccion a NA en la arteria
caudal de rata era potenciada por una concentracién umbral de 5-HT (60). Por otra
parte, Jantschak y col., (2010) evaluaron la actividad de UK14304, un agonista o2
adrenérgico, en la arteria caudal de rata y determinaron que la preestimulacién con 5-

HT aumentaba la contraccion de la arteria inducida por UK14304 (14).

En otro trabajo, se determind la actividad del antagonista no selectivo f
adrenérgico, bucindolol. Este compuesto puede bloquear tanto los receptores a1-AR,

como los receptores serotoninérgicos 5-HT2a y 5-HT2s en aorta toracica de rata (60).

Watts y col., (2012) reconocen la reciproca contribucion fisioldgica de la 5-HT y la
NA en la potenciacién de las respuestas contractiles en las arterias; asi como, la
actividad indistinta de los transportadores (SERT y NET, respectivamente) en la

recaptura presinaptica (56).
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Por otra parte, en el SNC mediante estudios realizados en membranas corticales
de cerebro se determiné la influencia de la 5-HT sobre la cinética de unién del agonista
a1: prazosin. Se observé que la 5-HT induce cambios en los parametros de unién y en
la interaccion del ligando-receptor, sugiriendo la homo y heterodimerizacion como un
proceso involucrado en la interaccion de los receptores serotoninérgicos y adrenérgicos
(86).

Debido al amplio reconocimiento de la participacion de los sistemas
serotoninérgico y adrenérgico en la regulacion del tono del MLV, y el escaso
conocimiento de su posible interaccidn fisiologica, nos propusimos estudiar esta
interaccion y generar nuevo conocimiento que nos ayude a comprender de una manera

integral los mecanismos de contraccion del MLV.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de mortalidad
y morbilidad en el mundo, siendo responsables de 17.5 millones de fallecimientos, lo
que representa hasta el 31% de la poblacion. Las ECV incluyen una serie de
alteraciones que afectan las estructuras cardiacas y vasculares, tales como valvulas
cardiacas, musculo cardiaco y enfermedades de las arterias, en particular de la aorta
(61).

En la fisiologia y patologia del SC la participacion del sistema adrenérgico es
ampliamente reconocida. Existe una amplia evidencia clinica y experimental sobre el
papel de receptores o- y p-adrenérgicos en el SC. Desde 1970, los agonistas y
antagonistas de los receptores adrenérgicos han sido utilizados como tratamientos

terapéuticos para las ECV.

Si bien los receptores adrenérgicos son muy importantes en la regulacion de la
contraccion de la aorta, diversos estudios han mostrado que la 5-HT también esta
involucrada en las respuestas fisiolégicas que modulan el tono vascular, siendo
reconocida su participacion en la vasoconstriccion a través del receptor 5-HT2a. En un
estudio previo realizado en aorta aislada de cobayo se observd que al bloquear el
receptor 5-HT2a con el antagonista ketanserina (KT, 0.01 uM) la respuesta de
contraccion inducida por 5-HT (100 uM) se mantiene durante 15 minutos, lo que sugiere

la interaccién de la serotonina con otros sistemas que promueven la vasoconstriccion
(62).

La identificacion y el estudio de la interaccion del sistema adrenérgico y
serotoninérgico son de gran relevancia en el entendimiento del control del tono
vascular. Ademas, existe un amplio interés clinico sobre la actividad de los agonistas y
antagonistas adrenérgicos debido a sus efectos principales en el SC. No obstante,
hasta este momento no se ha descrito de manera amplia la posible interaccion entre
ambos sistemas de sefalizacion. Por lo anteriormente descrito, se plantea la pregunta

de investigacion:

¢Existe una participacion de los receptores a- y B-adrenérgicos en la
contraccién inducida por serotonina en la aorta toracica de cobayo y coOmo se

modifica la [Ca?*]i?
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HIPOTESIS

La actividad de los receptores adrenérgicos aumenta la contraccion inducida por

serotonina en la aorta aislada de cobayo, modulada por la [Ca?*]i.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar farmacolégicamente la participacion de los receptores adrenérgicos

involucrados en la respuesta de contraccién inducida por 5-HT.

e Evaluar la [Ca?*]i en la contraccién inducida por 5-HT al bloquear los receptores

o-adrenérgicos.
Objetivos Especificos
1. Estudios farmacoldgicos en drganos aislados in vitro:

a. Determinar farmacologicamente la participacion de los receptores
adrenérgicos en la respuesta de contraccién, mediante el uso de agonistas y

antagonistas de los receptores adrenérgicos de acuerdo al cuadro 3:

Cuadro 3. Agonistas y antagonistas serotoninérgicos y
adrenérgicos utilizados en el estudio

Receptor Agonista Antagonista
o Fenilefrina Prazosin
(FE) (PZ)
B Isoproterenol Propranolol
(ISO) (PR)
5-HT Serotonina Ketanserina
(5-HT) 5-HT2a

b. Evaluar la respuesta de contraccion de la aorta inducida por 5-HT y cémo se
modifica con la preincubacion de antagonistas de los receptores a-

adrenérgicos y p-adrenérgicos.
2. Estudios de mediciones simultaneas Contraccion-[Ca?*]i
a. Evaluar la [Ca?*]i por la contraccion inducida por la 5-HT (320 uM).

b. Evaluar la [Ca?']i en la contracciéon inducida por 5-HT (320 uM) y cémo se

modifica con la preincubacién del antagonista de los receptores a-adrenérgicos.
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MATERIAL Y METODO

Animales de estudio

Se usaron cobayos machos de la cepa Hartley con peso aproximado de 400 g,
procedentes del Bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael
Cosio Villegas” (INER), criados en condiciones convencionales de bioterio (aire
acondicionado filtrado, 21+1°C, con un 50-70% de humedad, en cama estéril) con

acceso a agua y alimento ad libitum con un ciclo de luz y oscuridad de 12-12 horas.

Se ha reportado que el uso de los cobayos de la cepa Hartley en estudios de
mecanismos celulares y moleculares proporcionan mejores resultados al compararlos
con otros modelos de roedores (63). El cuidado y trato de los animales se hizo de
acuerdo a las recomendaciones internacionales y a lo establecido en el Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio. Los cobayos machos de la cepa Hartley estuvieron bajo
cuidados del personal capacitado en las instalaciones del bioterio del INER. Se evito

prolongar la permanencia innecesaria de los animales en el bioterio.
Sistema de érganos aislados in vitro

En los estudios in vitro, se evalud la contraccién de la aorta inducida por 5-HT y la
actividad de los receptores adrenérgicos mediante el uso de agonistas y antagonistas

(mencionados previamente en el cuadro 3).

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (PiSA® Agropecuaria)
(35 mg'Kg') via intraperitoneal. El bloque cardiopulmonar fue removido vy
posteriormente se diseco la aorta, retirando con cuidado el tejido conectivo. De cada
aorta se obtuvieron cuatro anillos (3-4 mm de longitud), cada anillo de la aorta fue
colocado en un vaso de 6rganos aislados que contenia 5 ml de solucién Ringer-Krebs-
Bicarbonato (RKB). La solucion RKB tuvo la siguiente composicién (mM): NaCl 120, KCI
4.77, KH2PO2 1.2, MgS04 1.2, NaHCO3 25, CaCl2 2.5 y glucosa 11, y se mantuvo a 37
°C con burbujeo constante de una mezcla de 5% CO2y 95% Oz con un pH=7.4. El anillo
fue colocado entre dos ganchos insertados desde el lumen traqueal. Uno de estos
ganchos se encontré acoplado a un transductor de tension (BIOPAC Systems Inc., CA,,

DA 100C) para registrar la tensidon isométrica. Las sefiales de los transductores fueron
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digitalizadas con una interfase (BIOPAC Systems Inc., CA., MP150) y los cambios en la

tensién fueron monitoreados con un software (BIOPAC Systems, Acqknowledge 3.9.1)
(Fig. 4)

Los anillos de la aorta se mantuvieron a una tension inicial de 1.5 g por media
hora, periodo durante el cual fueron lavados con solucibn RKB a intervalos de 10
minutos. Los tejidos fueron estimulados tres veces con una soluciéon de cloruro de
potasio (KCl) 80 mM para confirmar su viabilidad. El ultimo estimulo fue considerado
como el 100% de respuesta de contraccion y las respuestas fueron expresadas como

porcentaje de respuesta maxima de KCI (Fig. 5)

Posteriormente, se evalud la respuesta de contraccidn inducida por 5-HT
mediante curvas con dosis unica (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM) (Fig. 5). Se evaluo el
efecto de la Ketanserina (KT, antagonista 5-HT2a) (0.01 uM) y de los siguientes
farmacos adrenérgicos en la respuesta de contraccion inducida por 5-HT: Prazosin
(0.01 uM, antagonista a1) y Propanolol (10 uM, antagonista B), Fenilefrina (10 uM,
agonista a1) e Isoproterenol (10 uM, agonista ). Los antagonistas fueron preincubados
20 min antes del estimulo con 5-HT (100 uM). El efecto de los antagonistas en la
respuesta de 5-HT se compard con la respuesta de contraccion inducida por la dosis
unica de 5-HT (100 uM). Las concentraciones de los antagonistas fueron seleccionadas
con base en los trabajos de: Xu, 2016; Pares 2006 y Hauzer, 2014. Debido a que la 5-
HT es un compuesto quimico fotosensible, todos los experimentos se realizaron en

condiciones de oscuridad Todos los farmacos se adquirieron de Sigma Chemical Co.
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Figura 4. Esquema del sistema de 6rganos aislados in vitro.
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Figura 5. Registro representativo de 6rganos aislados in vitro. Las flechas sefialan los estimulos de KCI
[80 mM] y de 5-HT en diferentes concentraciones.
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Mediciones simultaneas Contraccion-Ca?*i

La [Ca?']i se midié simultdneamente con la contraccion muscular. Los anillos de aorta
toracica (0.3 cm de longitud) se disecaron bajo un microscopio estereoscépico. Un anillo
fue colocado verticalmente en una cubeta de polimetacrilato de 4 ml utilizando un
adaptador especial de Photon Technology Internacional (PTI, New Jersey, E.U.A.). Esta
cubeta fue llenada con una solucién RKB y burbujeada con una mezcla de 5% de CO2y
95% de O2 con un pH de 7.4 a 37°C y se coloco en el interior de un fluorémetro de PTI.
El anilllo de aorta se fijo al adaptador y se unié a un transductor de tension isométrica
(FSG-01, Experimentria, Budapest, Hungria) conectado a un convertidor analdgico
digital de PTI. Los anillos de aorta se mantuvieron en reposo durante 1h a una tension
de 1.5 g antes de iniciar los experimentos. Con el propdsito de normalizar las
respuestas del tejido, se estimularon dos veces con una solucion de KCI (80 mM)
durante 10 min hasta alcanzar la respuesta maxima. Posteriormente los tejidos se
incubaron con 2 ml de una soluciéon que contenia 20 uM de Fura 2-AM, 0.1% de
Cremophor y 0.03% de acido plurénico F-127 durante 1 h; después se lavaron con RKB
tres veces para remover el Fura- 2AM del espacio extracelular. El Fura 2-AM presente
en los anillos de la aorta se excitd alternadamente con luz de 340 y 380 nm de longitud
de onda, y la emisién se colecté a 510 nm usando un fluorémetro de PTI. En unos
experimentos considerados como controles, se les dio un primer estimulo (E1) con 5-HT
320 uM y un segundo estimulo (E2) con 5HT 320 uM fue realizado 20 min después. En
otros experimentos, los tejidos fueron incubados con 0.01 uM de prazosin (antagonista
a-adrenérgico) 20 min antes de E2. Los registros obtenidos fueron almacenados en una
microcomputadora y analizados usando un programa de analisis y adquisicion de datos
(Félix v. 1.2.1) de PTI. La [Ca?']i esta indicada por el cociente de la intensidad de
fluorescencia en 340 y 380 nm (cociente 340/380) (Fig. 6).

31



Blanca Dinora Mendoza Mejia

J
B
|/

Figura 5. Sistema de mediciones simultaneas de Contraccion-[Ca?*]i.

Analisis estadistico

La contraccion esta representada como el porcentaje de contraccion en relacion con la
respuesta maxima obtenida por 80 mM de KCI que representa el 100% de la
contraccion. El area bajo la curva se obtuvo con el método de integracidn trapezoidal,
presentada en unidades arbitrarias. Los datos estan expresados como la media * error
estandar. Para conocer las posibles diferencias en la contraccion de los anillos de aorta
toracica inducida por cada antagonista adrenérgico y la serotonina, se utilizé la prueba
estadistica denominada t de Student. La significancia estadistica se fij6 a un nivel de
p<0.01. En las mediciones simultaneas de contraccion-[Ca?*]i para determinar las
posibles diferencias en la contraccion inducida por 5-HT y por efecto del antagonista a-
adrenérgico se realizd la prueba t de Student. La significancia estadistica se fijo a un
nivel de p<0.05. El procesamiento de datos se realizé con el software INERSTAT-a v2.0

(Mario H. Vargas).
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RESULTADOS

Estudios en sistema de 6rganos aislados in vitro.

Evaluamos el efecto de la contraccién inducida por concentraciones unicas de 5-HT (0.1
uM-100 uM) en el tejido de aorta de cobayo. La respuesta de contracciéon por 5-HT es
una respuesta sostenida y dependiente de la concentracion. La maxima contraccion fue
de 100 uM de 5-HT a los 26 min (Fig. 7), con un valor del area bajo la curva de
1098.613+81.36. Debido a que se obtuvo una maxima respuesta de contraccion a la
concentracion de 100 uM de 5-HT, se seleccion6 esta concentracion para ser utilizada
en los experimentos subsecuentes en nuestro trabajo. En estos resultados no
realizamos comparaciones estadisticas debido a que unicamente nos interesaba

evaluar la maxima respuesta de contraccién obtenida por 5-HT (100 uM).

Para determinar la participacion del receptor 5-HT2a en la contraccion de la aorta
inducida por 5-HT, se evaluo el efecto del antagonista especifico de este receptor, la
ketanserina (KT, 0.01 uM). En la Figura 8, se aprecia un decremento en la respuesta de
contraccion por efecto de la KT, a partir del minuto ocho, obteniendo diferencias
significativas (p<0.01). El valor maximo a los 26 min de la respuesta de contraccién por
5-HT fue de 56.68+1.4%, respecto a la respuesta de KCI. Al evaluar el efecto de la KT
obtuvimos una inhibicidon del 41.77% de la respuesta de 5-HT, que corresponde a una
respuesta de contraccién de 33.01£1.27% (p<0.01). El valor del area bajo la curva
inducida por 5-HT (100 uM) fue 1286.34+43.61, mientras que por efecto de la KT fue de
912.53+16.05, presentandose diferencias significativas (p<0.01) entre ambas

respuestas.

33



Blanca Dinora Mendoza Mejia

100 - 50
(O 5-HT (100 uM)
<> 5-HT (10 um)
80 4 [] 5-HT(1uMm)

/\ 5-HT (0.1 uM)

2.0

Contraccion (g)

T 1 T 1
60 0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

40

Contraccion (% 80 mM KCl)

20

Tiempo (min)

Figura 7. Contraccién inducida por la 5-HT en anillos de aorta toracica de cobayo a concentraciones
unicas de 5-HT (0.1 uM-100 uM). Se observa la maxima respuesta de contraccion a 100 uM. Los
simbolos representan el promedio + E.E. (n=6). En el inset se muestra un registro representativo de la
contraccion inducida por concentraciones tnicas de 5-HT (0.1 pM-100 uM).
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Figura 8. Efecto de la ketanserina (0.01 uM) en la contraccién inducida por 5-HT (100 uM) en anillos de
aorta toracica de cobayo. En el inset se muestra el drea bajo la curva (unidades arbitrarias) de la

respuesta de 5-HT (100 uM) y el efecto de la KT (0.01 uM) en la respuesta de 5-HT. Los simbolos
representan el promedio + E.E. Prueba de t de Student) *p<0.01 (n=6).
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En otro grupo de experimentos, evaluamos la participacion del receptor ou-
adrenérgico en la contraccion inducida por 5HT (100 uM). En la Figura 9, se observa el
efecto del prazosin (antagonista at-adrenérgico, 0.01 uM). El prazosin (PZ) produce un
decremento en la respuesta de contraccion inducida por 5-HT. El valor maximo de la
respuesta de contraccion de 5-HT fue 56.68+1.4% a los 26 min y por efecto de la
preincubacién del PZ se obtuvo un valor de 27.97+0.95% (p<0.01), lo que representa
una inhibicion de la respuesta en un 50.66%. Comparando los valores del area bajo la
curva de la respuesta de 5-HT (1286.34143.61) y el efecto del PZ (647.391£23.71),

observamos diferencias significativas (p<0.01).

También evaluamos el efecto conjunto de los antagonistas a los receptores au-
adrenérgico (PZ, 0.01 uM) y el receptor 5-HT2a (KT, 0.01 uM) en la respuesta de
contraccion inducida por 5-HT (100 uM) (Fig. 10). Se observa que la respuesta de 5-HT
se ve disminuida en un 79.17% por efecto del PZ y KT, obteniendo diferencias
significativas (p<0.01). Considerando los valores del area bajo la curva por el efecto en
conjunto del PZ y la KT se obtuvo un decremento de la respuesta (647.391£23.71)
comparado con la respuesta de 100 uM de 5-HT (1286.34+43.61). Se determinaron

diferencias significativas (p<0.01).
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Figura 9. Efecto del prazosin (antagonista as-adrenérgico 0.01 uM), en la contraccion inducida por 5-HT

(100 uM) en anillos de aorta toracica de cobayo. El prazosin disminuy la contraccion de 5-HT desde el
inicio de la respuesta. Los simbolos representan el promedio + E.E (t de Student) *p<0.01 (n=6).
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Figura 10. Efecto de los antagonistas prazosin (0.01 uM) y KT (0.01 uM) en la respuesta de contraccion
inducida por 5-HT en anillos de aorta toracica de cobayo. Los simbolos representan el promedio t E.E. (t
de Student) *p<0.01 (n=6).
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Para evaluar la participacion del receptor p-adrenérgico en la aorta de cobayo
preincubamos con propranolol (antagonista 3-adrenérgico, PR, 10 uM), en la respuesta
de contraccién inducida por 5HT (100 uM). En la Figura 11, se observa la inhibicién de
la respuesta de contraccion inducida por 5-HT por el efecto del propranolol. El
antagonista p-adrenérgico redujo en un 54.49% el valor maximo de la respuesta de
contraccion de 5-HT, mostrando diferencias altamente significativas (p<0.01). Del
mismo modo, al evaluar el area bajo la curva, también se observan diferencias
significativas (p<0.01) por el efecto del PR (595.47+19.04), comparado con el area bajo
la curva de la respuesta de 5-HT (1286.34+43.61).

Asi también, evaluamos la participacion de los receptores -adrenérgico y 5-HT2a
en la respuesta de contracciéon inducida por 5-HT. En la Figura 12, observamos un
decremento de la respuesta a 5-HT en un 83.03% por el efecto simultaneo del
antagonista B-adrenérgico (PR, 10 uM) y el antagonista 5-HT2a (KT 0.01 uM),
observando diferencias significativas (p<0.01). El valor del area bajo la curva por el
efecto del PR y la KT en la respuesta de contraccion de 5-HT fue de 203.44+12.81,
donde también se observaron diferencias significativas (p<0.01), comparado con el
valor de 5-HT.

Es importante mencionar que en la preincubacion de los antagonistas PZ, PR y

K, la tension de la aorta se mantuvo estable.
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Figura 11. Efecto del propranolol (antagonista p-adrenérgico, 10 uM) en la contraccion inducida por 5-

HT (100 uM) en anillos de aorta toracica de cobayo. El propranolol disminuyd la contracciéon de 5-HT
desde el inicio de la respuesta. Los simbolos representan el promedio E.E. (t de Student) *p<0.01. (n=6).
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Figura 12. Efecto de los antagonistas p-adrenérgico, propranolol (10 uM) y 5-HT2a, KT (0.01 uM) en la
respuesta de contraccion inducida por 5-HT en anillos de aorta toracica de cobayo. Los simbolos
representan el promedio + E.E. (t de Student) *p<0.01. (n=6).
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Al comparar la actividad de contraccion por los receptores a-AR, B-AR y 5-HT,
utilizamos los agonistas a-AR fenilefrina (FE, 10 uM), B-adrenérgico isoproterenol (1ISO,
10 uM) y 5-HT (5-HT, 100 uM). En la Figura 13, observamos que el agonista o-
adrenérgico (FE) induce una contraccion en la aorta de cobayo un valor de
94.0943.19% cercano al valor maximo de la respuesta de KCI (80 mM). Mientras que, la
accion del agonista p-adrenérgico (ISO) obtuvo apenas un valor de 3.3910.8%, y
mencionamos previamente que la 5-HT induce una respuesta de 56.68+1.4 %. El valor
maximo obtenido como area bajo la curva por efecto del agonista a-adrenérgico (FE)
fue de 2355.251£59.98, y para el ISO se obtuvo un valor de 35.631£1.92, siendo para la
5-HT el valor de 1286.34+43.61.
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Figura 13. Efecto de contraccion inducida por los agonistas fenilefrina (10 uM), 5-HT (100 uM) e
isoproterenol (10 uM) en anillos de aorta toracica de cobayo. Los simbolos representan el promedio +
E.E. (n=6).
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En el Cuadro 4, se muestran los valores correspondientes a las respuestas de
contraccion y el area bajo la curva inducida por el efecto de los antagonistas en la
respuesta de contraccion inducida por 5-HT.

Cuadro 4. Respuestas de contraccion (%) y area bajo la curva inducida por los
antagonistas en la respuesta de 5-HT.

Respuesta 5-HT 5-HT+KT 5-HT+PZ 5-HT+PZ+KT 5-HT+PR 5-HT+PR+KT

% de

Contraccion 100% 33.0141.27% 27.97+0.95% 11.81#0.34% 25.80£0.90%  9.62+0.55%

Area bajo la

curva 1286.34+43.61 912.53+16.05 647.39+23.71 257.44+4.62 595.47+19.04 203.44+12.81

En otros experimentos, para determinar la posible participacién del receptor 5-
HT2a en la actividad de contraccion por la estimulacion de los receptores o- y B-
adrenérgicos en la aorta de cobayo, utilizamos el antagonista KT, 0.01 uM. En las
Figuras 14 y 15 observamos el efecto de la KT en la respuesta de la FE la cual
disminuy6 un 9.8%, mientras que por el ISO la respuesta disminuy6 un 29.7%. Estas

respuestas no presentan diferencias significativas.
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Figura 14. Efecto de la KT (0.01 uM) en la contraccion inducida por FE (10 uM). Los simbolos
representan el promedio t E.E. (n=6).
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Figura 15. Efecto de la KT (0.01 M) en la contraccién inducida por ISO (100 uM). Los simbolos
representan el promedio + E.E. (n=6).
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Mediciones simultaneas de Contraccion-Ca?*i

Por otra parte, evaluamos la contraccion y la [Ca?*]i en la respuesta de 5-HT (320 uM)
en la aorta toracica de cobayo. Como se observa en el registro original (Fig. 16) en los
estimulos continuos (E1 y E2) de 5-HT (320 uM) las respuestas de contraccion se

mantiene constante. La [Ca?*]i disminuye un 20%.

0.50 _ - 0.05
A B
i E E i
1 2 >
E) S
c o
S 025 o001 5O
o ol Ny
5 Q
© ] -8
o
0.00 _ _0.00
T T T T 7 1 T T T T
0 10 20 50 60 70

Tiempo (min)

Figura 16. Registro representativo de mediciones simultaneas de la contraccioén y [Ca®*]i por 5-HT en
anillos de aorta toracica de cobayo. A. Primer estimulo (E1) por 5-HT (320 uM) induce contraccién (lineas
negras) y liberacion de [Ca?]i (lineas azules). B. Segundo estimulo (Ez) por 5-HT (320 uM) induce
contraccion y liberacion de [Ca?*]i.
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Asi mismo, evaluamos la [Ca?']i y la actividad del a-AR en la contraccion
inducida por 5-HT (320 uM) en el tejido de aorta de cobayo. Como se observa en el
registro original (Fig. 17), la estimulaciéon con 5-HT (E1) produjo una contraccion
seguida de un incremento en la [Ca?*]i, indicado por el cociente de la intensidad de
fluorescencia en 340 y 380 nm, sin embargo, PZ inhibe la respuesta de contraccion de
5-HT (E2) un 68.8% y de la [Ca?*]i un 87.47% con respecto a E-.
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Figura 17. Registro representativo del efecto del prazosin (0.01 uM) en la respuesta de contraccion por 5-
HT (320 uM) en las mediciones simultaneas de la contraccion y [Ca?']i en anillos de aorta toracica de
cobayo. A representa el primer estimulo (E1) con 5-HT (320 uM) y B el segundo estimulo (Ez) con 5-HT
con la preincubacién del antagonista a-adrenérgico, prazosin (0.01 uM). Mediciones simultaneas de la
contraccion en lineas negras y el registro de la [Ca®*]i en lineas azules.
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En la Figura 18 nuestros resultados indican que la 5-HT (320 uM) produjo una
contraccion de 0.34+0.02 g de tension asociada a un valor de la [Ca?*]i de A 0.07+0.01.
Por el efecto del PZ se obtuvo un decremento de la contraccion (0.12+0.02 g de
tensién) y de la [Ca?*]i (A 0.01+0.004), observandose diferencias significativas (p<0.05).
Lo que representa una disminucion del 68.88% en la contraccion por efecto del PZ en la

respuesta de 5-HT y un decremento de la [Ca?*]i en un 87.47%.
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Figura 18. Efecto del prazosin (0.01 uM) en la respuesta de contracciéon y la [Ca?']i inducida por 5-HT
(320 uM) en anillos de aorta toracica de cobayo. Los simbolos representan el promedio + E.E. (t de
Student) *p<0.05. (n=7).

44



Blanca Dinora Mendoza Mejia

DISCUSION

Estudios de 6rganos aislados in vitro

Es ampliamente conocido que la 5-HT modula la respuesta de contraccion de la aorta y
esta respuesta es dependiente de la concentracién, como fue confirmado por nuestros
resultados (Fig. 7) Previamente destacamos que Ila vasoconstriccion es
predominantemente mediada por el 5-HT2aR y éste el principal receptor involucrado en
la contraccion de los diferentes tipos de arterias (64, 65), como en las arterias de rata
(46, 48, 56).

La ketanserina ha sido una herramienta farmacolégica por excelencia en el
estudio del 5-HT2a-R (66), por lo que fue utilizada en nuestros experimentos para
confirmar la actividad del 5-HT2a-R. En nuestro sistema de o&rganos aislados
preincubamos con ketanserina y estimulamos posteriormente con una dosis unica de 5-
HT. La respuesta de contraccion que obtuvimos permanece constante durante los
primeros ocho minutos, y después de ese tiempo se inhibe parcialmente la contraccion
(Fig. 8). Esto fue un resultado imprevisto en nuestro trabajo, ya que esperabamos que
la contraccion fuera inhibida en una mayor proporcion debido a la importancia que se le

ha asignado a los 5-HT24aR en la contraccion de la aorta (54, 55, 66).

Con el objeto de comprender esta respuesta inesperada exploramos diferentes
vias factibles de explicacion. Primero, consideramos que la respuesta podria deberse a
la posible participacién de otro de los receptores serotoninérgicos, los cuales incluyen
alrededor de 14 subtipos de receptores de la 5-HT y por consiguiente, diferentes
mecanismos de sefalizacion. De manera importante, los 5HT1s/1DR también modulan la
contraccion del MLV mediante la activacion de las proteinas Gq11 y  Gip,
respectivamente, esta ultima mediante la disminucion del AMPc (56, 57, 67, 68). Los 5-
HT1-R producen contraccion en la arteria basilar, una de las arterias que aporta sangre
al cerebro (69). El receptor 5-HT1s participa en la contraccion de la arteria cerebral y la
arteria coronaria humanas y de rata (70), y también en la arteria iliaca de cobayo (71).
Los receptores 5-HT1g/10 inducen contraccién en la arteria renal y arteria carétida de
conejo (67). En un modelo de hipertension la respuesta de contraccion estd modulada
por los receptores 5-HT1s, 5-HT2a y 5-HT2s en la arteria aorta (72). Ademas, es

importante considerar la singularidad de los mecanismos de senalizacion especificos de
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cada receptor serotoninérgico. Teniendo en cuenta estos antecedentes consideramos
que, ademas del 5-HT2aR, los receptores 5-HT1s/1p podrian estar participando en la

respuesta de contraccion de la aorta de cobayo.

Ademas del sistema serotoninérgico, consideramos que otros sistemas de
sefalizacion fundamentales en la vasoconstriccién pudieran contribuir en la respuesta
inducida por una concentracion unica de 5-HT en la aorta, por lo que decidimos explorar

el sistema adrenérgico.

El sistema adrenérgico es un sistema de sefalizacion muy importante en la
modulacién de la contraccidon-relajacion del MLV. Mediante técnicas farmacologicas y
moleculares, se ha identificado que tanto los receptores 5-HT2a y los a- y B-
adrenérgicos son esenciales en la regulacion del tono vascular (40, 41, 56). Sin
embargo, existe escasa evidencia sobre la participacion simultanea de estos sistemas
en el sistema cardiovascular. En este trabajo evidenciamos que los a-AR participan en
la respuesta de contraccion de la aorta de cobayo inducida por una dosis unica de 5-

HT, lo cual no habia sido descrito anteriormente.

Es importante destacar a los a- y B-AR y la familia de receptores 5-HT como
principales receptores asociados en la contraccion-relajacion de la aorta, y comparten
las vias de sefalizacién de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (30).
Los a-AR vy la familia de receptores 5-HT2 estdn asociados a la proteina Gg11, que
actuan movilizando Ca?* intracelular. Mientras que los 02-AR y los receptores 5-HT1 y 5-
hts estan acoplados a proteina Gio, que inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (AC)
y lo que induce una disminucioén del AMPc intracelular. En el caso de los receptores 1y
B2y los receptores 5-HT4, y 5-HT7 estan asociados a la proteina Gs, la cual promueve la
estimulacién de la AC y por lo tanto, la formaciéon de AMPc, lo cual promueve la
relajacion del MLV (54).

Un aspecto importante en la interaccion entre las diferentes aminas biogénicas
son las afinidades de unidn entre agonistas y antagonistas serotoninérgicos y los a-AR.
Yoshio y col, (2001) observaron que diferentes agonistas y antagonista de 5-HT
muestran una alta afinidad a los tres subtipos de receptores a1 en la aorta toracica

arteria y caudal de rata y arteria caroétida de perro (73).
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Es factible que la estimulaciéon de la 5-HT tenga una actividad dual. Algunos
autores definen que la 5-HT puede estar relacionada con un aumento en la NA como
resultado de la activacién del receptor 5-HTs. Otros, han descrito que la 5-HT puede
inhibir la liberacion de NA en vasos sanguineos, mediante la interaccion con receptores
5-HT presinapticos con actividad inhibitoria, como los receptores 5-HT1s/10 (46, 74).
Ramage y Villalén (2008), en una relevante revision, proponen que la bradicardia puede
estar mediada por la 5-HT, inhibiendo la liberacién de NA de las terminales nerviosas
simpaticas que inervan el corazén, mediante la activacion de los receptores
presinapticos 5-HT1s/1p y 5-htsase (46). La 5-HT puede inhibir la liberacion de NA en la
unién neuroeflectora simpatica en los vasos sanguineos a través de interacciones con
receptores 5-HT presinapticos inhibidores (12). También ha sido propuesto que la 5-HT
modifica el flujo de salida simpatico que se refleja en los cambios en la actividad de los

nervios simpaticos preganglionares (12).

En la década de los noventa surgié un gran interés por elucidar los mecanismos
de sefalizacion implicados en la vasoconstriccion por serotonina y los diversos
receptores serotoninérgicos. Los resultados de esas lineas de investigacion mostraron
que la 5-HT actua de manera simultanea con una gran variedad de sustancias
vasoactivas provocando la amplificacion y potenciacion de la respuesta contractil. En
una revision realizada por Yildiz y col., (1998), reunen los trabajos mas sobresalientes
que describen el efecto directo e indirecto de la 5-HT en otros sistemas de senalizacion
que producen vasoconstriccién. Estos autores precisan un sinergismo vasoconstrictor
por la 5-HT, en particular 5-HT+1 y 5-HT2a, en conjunto con otros vasoconstrictores
endégenos, como la angiotensina Il, la histamina y la prostaglandina F2 (75, 76). En
esta revision, se menciona que el sinergismo de la 5-HT con otros sistemas, como el
adrenérgico, podria estar regulado mediante la interaccién de los mecanismos de
transduccion regulados por la [Ca?*]i lo cual implica la activacién de los 5-HT+-R y a-AR
(75).

El concepto de sinergismo sigue vigente en algunos grupos de investigacion,
proponiendo mecanismos especificos que involucran los diversos subtipos de
receptores serotoninérgicos y otras aminas biogénicas, y sus respectivos
transportadores (46, 56, 77, 78).
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La contribucidn de los transportadores de las aminas biogénicas, serotonina,
noradrenalina y dopamina (SERT, NET y DAT, respectivamente), como elementos
primordiales en el sistema de sefalizacion, se ha sefialado que tienen una “naturaleza
promiscua”; es decir, que estos transportadores pueden interaccionar con diferentes
tipos de aminas, ademas de su neurotransmisor original (79). EI mecanismo de
sefalizacion de las aminas biogénicas es interrumpido por la recaptura del
neurotransmisor, realizado por las proteinas transportadoras, mencionadas

previamente.

En el 2004, se reconoci6 un transportador presente en el cerebro, denominado
transportador de monoaminas de la membrana plasmatica (PMAT), el cual transporta
indiscriminadamente una gran variedad de aminas biogénicas y cationes xenobidticos.
Entre las monoaminas que son utilizadas como sustrato son serotonina, dopamina,
histamina, norepinefrina, epinefrina y tiramina (68). Aunque esta ampliamente
reconocida la presencia de este transportador en cerebro, también ha sido reportado el
PMAT en el utero de mujer en la etapa proliferativa, lo que permite regular las diferentes
etapas del proceso reproductivo (80). La presencia del transportador PMAT en el
sistema cardiovascular esta por explorarse, aunque ya se ha descrito en las células del

musculo liso vascular del cerebro humano en ausencia de SERT (81).

Yokoyama y col., (2015) observaron terminales nerviosas y vesiculas adyacentes
a lamina basal de células de musculo liso en el cuerpo carotideo de ratas mediante
microscopia electronica (CITA). Por lo que, pudieron determinar la presencia de la
enzima dopamina B-hidroxilasa (convertidora de DA en NA) en estas terminales
nerviosas mediante ensayos de inmunoreactividad, lo que confirma la presencia de la

inervacion simpatica de las arteriolas del cuerpo carotideo.

Por lo anterior, es posible que exista una posible interaccién entre los diferentes
mecanismos de sefalizacién del sistema serotoninérgico y adrenérgico. Por esta razén,
nosotros hemos propuesto un posible mecanismo en regulacion de la 5-HT y el sistema
adrenérgico en el MLV. En otros sistemas, se ha determinado que la 5-HT activa los
receptores serotoninérgicos presinapticos (5-HT1, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7) que
induce la liberacion de catecolaminas (principalmente NA) localizadas en las vesiculas
presinapticas. Al ser liberadas, la NA se unira a los receptores a-adrenérgicos en el

MLV promoviendo y sinergetizando la vasoconstriccién de la aorta (Fig. 19).
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Figura 18. Esquema de los posibles mecanismos de interaccion entre la serotonina y el sistema
adrenérgico. (1) La 5-HT activa los receptores serotoninérgicos en el MLV induciendo la contraccion. (2)
La 5-HT activa los receptores serotoninérgicos presinapticos. Esta unién induce la liberacion de
catecolaminas (principalmente NA) localizadas en las vesiculas presinaticas. Al ser liberadas, las CA se
uniran a los receptores a-adrenérgicos en el MLV promoviendo la vasoconstriccion.

En otro grupo de experimentos evaluamos el efecto del propanolol, antagonista
no selectivo B-adrenérgico y encontramos que produjo un decremento en la contraccion
inducida en la respuesta unica a 5-HT. Esto es un resultado inesperado, ya que
esperamos que la respuesta de 5-HT no disminuyera. El propranolol, un antagonista no
selectivo de los receptores B1-, B2- y B3-AR, ha sido utilizado como agente terapéutico
en diversas patologias tales como la hipertension, las arritmias, el glaucoma y la
migrafa. De manera importante, han sido observadas respuestas de vasoconstriccion y
vasodilatacion, sin embargo los mecanismos que subyacen a estos efectos duales han
sido escasamente explorados. Kurosaki y col., (2000) proponen el incremento del 6xido
nitrico (ON) como un mecanismo posible. Priviero y col., (2006) confirman que en la
arteria mesentérica de rata, el propranolol provoca la liberacion de ON y el bloqueo de
canales de Ca?*, estos efectos de vasodilatacion son independientes del bloqueo de los
B-AR. Cekic y col., (2013) observan que en la arteria mesentérica de rata, el propranolol

induce un efecto vasodilatador debido a que bloquea los canales de Ca?* tipo L (82-84).
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Ademas, en otros trabajos se ha descrito que los antagonistas B-AR inhiben la
vasoconstriccion a través de diferentes mecanismos, como la producciéon de éxido
nitrico por la accion del 5-HT1-R en células endoteliales, la activacién parcial del 2-AR,
el antagonismo con a1-AR, y la apertura de canales de K* (82, 85). Lo anterior, nos
permite sugerir que el decremento de la contraccion observado en nuestros
experimentos con propranolol, posiblemente esta modulado por otros mecanismos
independientes a los B-AR; sin embargo, en este trabajo no se evaluaron estos
mecanismos. El uso del propranolol como antagonista -AR no fue adecuado en este

estudio.

Otros resultados obtenidos en este trabajo confirman que no se modifica la
respuesta de los diferentes agonistas a- y B-AR por la participacion de la ketanserina,

un antagonista especifico 5-HT2a. No obstante, que los a-AR modulan la respuesta la 5-
HT.

50



Blanca Dinora Mendoza Mejia

Mediciones simultaneas de Contraccion-Ca?*

En los experimentos de mediciones simultaneas de contraccion-[Ca?*], solo evaluamos
el efecto del prazosin, un antagonista no selectivo o-AR. Nuestros resultados
comprobaron la importancia del Ca?* en la respuesta de contraccion serotoninérgica y la
participacion de los receptores a-AR. Es extensamente reconocido que el incremento
en la [Ca?']i promueve la contraccion del MLV. De manera general, el incremento
citosdlico de Ca?* favorece la union con la calmodulina y se forma el complejo Ca?*-
Calmodulina. Este complejo favorece la activacion de la cinasa cadena ligera de la
miosina (MLCK), la cual fosforila la cadena ligera de la miosina (MLC), lo que facilita la

interaccion de la actina—miosina y lleva a cabo la contraccion (15).

En este sentido, para alcanzar una apropiada respuesta fisiologica, en las células
del MLV se integran multiples vias de sefalizacion que modulan la [Ca?*]i directa o
indirectamente. Las fuentes de [Ca?*] disponibles para la sefializacion celular en el MLV
incluyen el influjo de [Ca?*] a través de canales idnicos localizados en la membrana

plasmatica (Tipo L) y la liberacion de Ca?* desde reservorios intracelulares (15, 17, 23).

En el presente trabajo se evalué de manera simultanea la contraccion inducida
por 5-HT y el Ca?*i. Evaluamos la participacion de los a-AR a través del prazosin. Como
ha sido ampliamente reconocido, nuestros resultados indican que el Ca?'i esta

modulando la respuesta de contraccion por 5-HT.

Los receptores a-AR y los 5-HT2-R involucrados en la contracciéon del MLV estan
acoplados a la proteina Gg11, que induce la activacion de la PLC con la subsecuente
formacion del IP3 y la liberacion del [Ca?*] desde el reticulo sarcoplasmico. El [Ca?*]i no
sblo esta regulado por los reservorios (RS y mitocondria) sino también, por otros
mecanismos entre los que destaca la regulacion positiva de este ion al inducir la
apertura de canales tipo L que induciran despolarizacién de la membrana y como

evento final la contraccion (23).

En un estudio destacado, Yokoyama y col., (2015) evaluaron el aumento de
[Ca?*]i por estimulos de 5-HT y NA en las células del ML de la arteriolas del cuerpo
carotideo. Estos autores observaron que solo cuando existe una preestimulacién con

NA aumenta la [Ca?*]i por estimulacién de la 5-HT, lo que sugiere un posible sinergismo
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entre la 5-HT y la NA. Asi mismo, determinaron que la [Ca?*]i disminuye al inhibir la

actividad del receptor 5-HT2a con ketanserina (86).

Contrario a estos resultados, nosotros observamos un incremento de la [Ca?*]i
por el estimulo de 5-HT, no siendo necesaria la preestimulacion con NA. Estas
diferencias en los resultados podrian ser debido al uso de las diferentes

concentraciones de 5-HT vy al diferente tipo de tejido utilizado en ambos estudios (86).

Nuestros resultados confirman, lo que es ampliamente sabido que el Ca?* es un
modulador primordial en la contraccion del MLV y ademas, la dinamica de este ion esta
regulada por la integracion de las vias de sefalizacion inducidas por los sistemas

serotoninérgico y adrenérgico.

Sin embargo, no habia sido descrita la accién simultanea de estos sistemas, por
lo que implica una novedad en la investigacion farmacoldgica del MLV. Asi, la
importancia primordial de este trabajo de investigacion es la contribucién al
conocimiento en la contraccion del MLV por la accion sinérgica del sistema

serotoninérgico y el sistema adrenérgico, y la participacion del Ca?*i
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CONCLUSIONES

1. Existe un efecto sinérgico en la actividad de la contraccién de 5-HT (100 uM) y
los receptores a-adrenérgicos en la aorta toracica de cobayo.

2. La estimulacion de los receptores o-adrenérgicos inducen una maxima
contraccion en la aorta toracica de cobayo.

3. La [Ca?']i disminuye al bloquear los receptores a-adrenérgicos en la contraccion
inducida por 5-HT en la aorta toracica de cobayo.
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PERSPECTIVAS

Caracterizar los receptores a-AR y B-AR en la aorta toracica de cobayo.

Evaluar la participacion de los receptores 5-HT (no evaluados en este trabajo)

involucrados en la respuesta de contraccién de la aorta toracica de cobayo.

Determinar la colocalizacion de los receptores o y B-adrenérgicos y 5-HTza

mediante técnicas de inmunohistoquimica en el MLV de aorta toracica.

Evaluar la liberacidon de catecolaminas mediante mediciones con estimulacion

eléctrica en la aorta toracica de cobayo.

Evaluar la participacion del endotelio en la contraccion inducida por 5-HT en la

aorta toracica de cobayo.

Evaluar la participacion de los receptores adrenérgicos en la respuesta de
contraccion inducida por 5-HT en la aorta toracica de cobayo con un modelo de

asma alérgica.
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