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RESUMEN

La hiperreactividad de las vias aéreas es un rasgo caracteristico del asma, pero
Sus mecanismos no son bien conocidos. El leucotrieno D4 (LTD4) es una de las
pocas moléculas capaces de producir hiperreactividad de las vias aéreas. En este
estudio, el LTD4, pero no el leucotrieno C4 (LTC4), produjé un desplazamiento
hacia la izquierda de la curva concentracion-respuesta a la histamina en tiras de
musculo liso traqueal de bovino. Ni el LTC4 o el LTD4 modificaron la curva
concentracidon-respuesta al carbacol. En mediciones simultaneas de Ca**
intracelular ([Ca®']i) y contraccién, histamina o carbacol produjeron un pico
transitorio de Ca®* seguido de una meseta, junto con una contraccion. El LTD,
incremento el pico transitorio de Ca?* y la contraccion inducido por histamina pero
no modificod las respuestas a carbacol. El aumento de las respuesta a histamina
inducido por el LTD4 no fueron modificadas por estaurosporina o cheleritrina pero
fueron anuladas por la genisteina. El analisis de Western blot mostr6 que el
carbacol, pero no la histamina, caus6é una intensa fosforilacion de las cinasas
activadoras de mitégenos (MAPK: ERK 1/2) y que el LTD4 incrementd
significativamente la fosforilaciéon inducida por la histamina, pero no por el
carbacol. La participacion de los canales de Ca®* tipo L en la hiperreactividad a la
histamina fue descartada porque el LTD, no modifico los cambios [Ca**]i inducidos
por KCI. En células de musculo liso traqueal de bovino, el LTD4 aumentd el pico
transitorio de Ca®* inducido por histamina (pero no por carbacol) y el rellenado de
Ca?* del reticulo sarcoplasmico (RS). La genisteina anuld este Gltimo efecto. El
bloqueo parcial de la ATPasa de Ca** del RS con &cido ciclopiazonico redujo el
pico transitorio de Ca®* producido por la histamina pero no modifico el inducido por
el carbacol. Estos resultados sugieren que el LTD4 induce hiperreactividad a la
histamina a través de la activacion de la via de la cinasa de tirosina y un
incremento en la actividad de la ATPasa de Ca®* del RS. Los canales de Ca®" tipo

L parecen no estar involucrados en este fenémeno.
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ABSTRACT

Airway hyperresponsiveness is a key feature of asthma, but its mechanisms
remain poorly understood. Leukotriene D4 (LTD4) is one of the few molecules
capable of producing airway hyperresponsiveness. In this study, LTD,4, but not
leukotriene C4 (LTC4), produced a leftward displacement of the concentration-
response curve to histamine in bovine airway smooth muscle strips. Neither LTC4
nor LTD4 modified the concentration-response curve to carbachol. In simultaneous
measurements of intracellular Ca®* ([Ca®*]i ) and contraction, histamine or
carbachol produced a transient Ca** peak followed by a plateau, along with a
contraction. LTD, increased the histamine-induced transient Ca?* peak and
contraction but did not modify responses to carbachol. Enhanced responses to
histamine induced by LTD4 were not modified by staurosporine or chelerythrine but
were abolished by genistein. Western blot showed that carbachol, but not
histamine, caused intense phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase
1/2 and that LTD4 significantly enhanced the phosphorylation induced by
histamine, but not by carbachol. L-type Ca?* channel participation in the
hyperresponsiveness to histamine was discarded because LTD4 did not modify the
[Ca®*]i changes induced by KCI. In tracheal myocytes, LTD, enhanced the
transient Ca®* peak induced by histamine (but not by carbachol) and the
sarcoplasmic reticulum (SR) Ca®* refilling. Genistein abolished this last LTD, effect.
Partial blockade of the SR-ATPase Ca®* pump with cyclopiazonic acid reduced the
Ca?* transient peak induced by histamine but not by carbachol. These results
suggested that LTD,4 induces hyperresponsiveness to histamine through activation
of the tyrosine kinase pathway and an increasing SR-ATPase Ca** pump activity.

L-type Ca** channels seemed not to be involved in this phenomenon.
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INTRODUCCION

En 1997 en la revista Expert Panel Report, defini6 al Asma como una
enfermedad inflamatoria cronica de las vias aéreas en la que participan muchas
células y elementos celulares, en particular, células cebadas, eosindfilos, linfocitos
T, macréfagos, neutréfilos y células epiteliales. En personas susceptibles, esta
inflamacién causa episodios recurrentes de sibilancias, disnea, opresién
toracica y tos, en especial en las noches y en las primeras horas de la mahana.
Estos episodios estan usualmente asociados con obstruccién difusa y variable
del flujo aéreo, que suele ser reversible, ya sea en forma espontanea o con
tratamiento. Este proceso de inflamacion produce hiperreactividad bronquial
siendo un rasgo caracteristico de esta enfermedad. (Hargreave y col.,, 1981;
Hargreave y col., 1986; Jeffery y col., 1989; Barnes, 1997). Esta hiperreactividad
consiste en un incremento de la sensibilidad del musculo liso traqueobronquial
ante estimulos fisicos (aire frio, etc.) o quimicos (agonistas colinérgicos, histamina,
etc.) Esta situacion hace que las vias aéreas respondan en forma exagerada ante
estos estimulos, produciendo una disminucidén en su calibre y dificultando el paso
del aire. Este fendmeno, aunque ha sido extensivamente estudiado, los
mecanismos involucrados en su desarrollo aun no estan bien comprendidos.

La forma para evaluar la hiperreactividad de las vias aéreas en sujetos
asmaticos es mediante espirometria, midiendo el volumen espiratorio forzado en 1
segundo (FEV,). EI método consiste en administrar a los pacientes asmaticos, por
via inhalatoria, diferentes concentraciones de metacolina hasta alcanzar la
concentracion que disminuya un 20% el FEV (concentracion provocativa 20%
[PC20)). Por lo regular, en los pacientes asmaticos la PCy es < 8 mg/mL, mientras

qgue en los sujetos sanos es > 16 mg/mL (Fig. 1) (O'Byrne y col., 2003).
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Asmatico severo

Asmatico moderado

Normal

FEV, (% cambio)

+

25 5 1 2 4 8 16 32 64 128 256

Concentracion (mg/ml)

Figura 1. Cambio del FEV, inducido por diferentes concentraciones de metacolina inhalada
en pacientes con asma moderada y severa vs individuos sanos. El valor de PC,, esta
calculado por interpolacion de la caida en un 20% del FEV; vs la concentracion de
metacolina. La PCy en los sujetos asméaticos es mucho menor en comparaciéon con los
individuos sanos, indicando un incremento en la reactividad de las vias aéreas en el caso de
los asméticos (O'Byrne y col., 2003).

APARATO RESPIRATORIO

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

La traquea del humano es un tubo flexible de unos 11 cm de largo y 2 cm de
didmetro. Esta recubierta por epitelio cilindrico seudo-estratificado ciliado con una
lamina basal anormalmente gruesa y con muchas células caliciformes
diseminadas. Un rasgo caracteristico de la traquea es su armazén de soporte
formado por 16 a 20 cartilagos hialinos, en forma de C, que rodean su porcion
ventral y lateral. Estos anillos cartilaginosos incompletos estan unidos por tejido
conjuntivo fibro-elastico. Por fuera de estos cartilagos, hay una capa de tejido
conjuntivo denso que contiene muchas fibras elasticas. La pared posterior de la
traquea, proxima al eséfago carece de cartilagos. En lugar de ellos, hay una
banda gruesa de haces de musculo liso que, por lo general, cursan

transversalmente. Sus extremos, estan insertados en los haces de fibras elasticas
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y colagenas que constituyen la capa de tejido conjuntivo denso situada por fuera
de los cartilagos traqueales. EI musculo liso esta unido también a la mucosa por
tejido conjuntivo laxo que se continua con la lamina propia. La traquea se bifurca
en los bronquios primarios derecho e izquierdo, que se dirigen a los pulmones
respectivos. Después de entrar a los pulmones, los bronquios primarios se
subdividen en otros mas pequefos, los bronquios secundarios (o lobulares), uno
para cada Iébulo pulmonar. (El pulmén derecho posee tres I6bulos y el izquierdo,
dos). Los bronquios secundarios dan origen a otros de menor calibre, los
bronquios terciarios (o segmentarios), que a su vez se ramifican en bronquiolos.
Estos se dividen repetidas veces y los mas pequefios se denominan bronquiolos
terminales. Esta ramificacion considerable de la traquea semeja un arbol invertido,
por lo que suele llamarse arbol traqueobronquial (Tortora and Grabowski, 2003).

A medida que surgen las ramas del arbol traqueobronquial, se advierten varios
cambios estructurales. En primer lugar, el epitelio cambia gradualmente de
cilindrico ciliado seudoestratificado (en los bronquios) a cubico sencillo no ciliado
en los bronquios terminales. En segundo lugar, los anillos cartilaginosos
incompletos de los bronquios primarios se sustituyen, también de manera gradual,
por placas de cartilago, que estan ausentes en las ramas pequenas. En tercer
lugar, conforme disminuye la cantidad de cartilago aumenta el musculo liso
(Tortora and Grabowski, 2003). Este musculo liso se encuentra organizado en
forma de haces entrelazados, algunos de los cuales tienen un trayecto preferente
circular o espiral. En las porciones mas distales del arbol bronquial, el musculo liso
se adelgaza y se organiza mas laxamente. Esta presente sin embargo, en toda la

porcion conductora del tracto respiratorio (Fawcett, 1989).
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Figura 2. Corte transversal de un bronquio de perro (tomado de Montafio y col., 1996).

REGULACION DEL CALIBRE DE LA VIA AEREA
El sistema nervioso autonomo regula muchos aspectos de la funcién de las vias
aéreas, incluyendo secreciones, flujo sanguineo, permeabilidad microvascular,
liberacidn y migracion de células inflamatorias y el tono del muasculo liso de las
vias aéreas. La inervacion autonémica del aparato respiratorio comprende la via
colinérgica, adrenérgica y la no adrenérgica no colinérgica (NANC, Barnes, 1995).
En el caso de la via colinérgica, las neuronas (parasimpaticas) inervan las vias
aéreas a través del nervio vago, realizando sinapsis cerca de las células de
musculo liso de las vias aéreas (MLVA). Estas neuronas, llamadas
paratraqueales, liberan el neurotransmisor acetilcolina, el cual es un potente
estimulador de los receptores colinérgicos muscarinicos generando contraccion
del MLVA (Grippi, 1995). Por otro lado el mecanismo adrenérgico incluye
liberacion de norepinefrina por los nervios simpaticos, esta catecolamina activa
receptores adrenérgicos a o 3. Los receptores 32 se encuentran en el musculo liso
de las vias aéreas, y su activacion produce relajacion de este tejido, mientras que
los receptores a se encuentran en muy baja densidad y no tienen importancia
funcional (Barnes, 1994). Existe otro mecanismo por el cual el tono de la via aérea
es regulado, el sistema nervioso NANC. Este ejerce una influencia excitatoria e
inhibitoria sobre el tono de MLVA. Las neuronas del sistema NANC liberan los
péptidos, substancia P (SP) y el péptido vasoactivo intestinal (VIP), los cuales

contraen y relajan las células MLVA, respectivamente (Grippi, 1995).
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INFLAMACION DE LAS VIAS AEREAS

La inflamacion de las vias aéreas juega un papel central en la patogénesis del
asma (O’Byrne, 1996). Las células inflamatorias que participan en la fisiopatologia
del asma como neutrdfilos, eosindfilos, macrofagos, linfocitos y células cebadas,
liberan mediadores quimicos proinflamatorios, tales como leucotrieno (LT) B4, Cs y
D4 (Barnes, 1997; Spector, 1997; Abela y Daniel, 1994), Tromboxano A, (TXAy;
Takata y col., 1996), factor de activacién plaquetaria (PAF; Vargaftig y col., 1987;
Barnes y col., 1988) y algunas citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a; Amrani y Panettieri, 1998; Pennings y col., 1998) y la interleucina 5
(Bittleman y Casale, 1994; Petrolani y Goldman, 1996) (ver tabla 1), todos ellos
capaces de producir hiperreactividad en las vias aéreas. Sin embargo, es muy
probable que cada uno de estos mediadores proinflamatorios solo participen
parcialmente en el desarrollo de esta hiperreactividad, por lo que este fenbmeno
puede ser multifactorial. (Devillier y col., 1999)

Se ha demostrado que durante la hiperreactividad de la via aérea inducida por
ozono o reto antigénico, existe una mayor disponibilidad de Ca** cuando el
musculo es estimulado por algun agonista constrictor (Montafio y col., 1993,
Perpifia y col., 1991; Chiba y Misawa, 1995). Mas aun, algunos trabajos han
demostrado que concentraciones subumbrales de U-46619 (analogo de TXAy),
TNF-a. 0 de LTC4y LTD4 inducen en el musculo liso una mayor liberacion de Ca?*
del reticulo sarcoplasmico (RS) cuando son estimulados por histamina o
acetilcolina (Abela y Daniel, 1994; Takata y col., 1996; Amrani y Panettieri, 1998).
Sin embargo, ninguno de los trabajos anteriores han explorado que mecanismos
especificos estan involucrados en la regulacién del Ca®* citosdlico durante la

hiperreactividad inducida por los agentes antes mencionados.
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TABLA 1. MEDIADORES QUIMICOS LIBERADOS POR LAS CELULAS INFLAMATORIAS Y
SUS EFECTOS.

CELULA INFLAMATORIA MEDIADOR QUIMICO EFECTO
Cebada LTC,, LTB,, TXA,, PGD, TNF- | Hiperreactividad
o
Histamina Broncoconstriccion
PAF, PGD,, LTB,, Eotaxina Quimiotaxis
Eosindfilo LTC,, LTD, Hiperreactividad
PAF Broncoconstriccion
Proteina basica mayor Citotoxicidad, dafo epitelial
Basdfilo LTD, Hiperreactividad
Histamina Broncoconstricion
Linfocito Citocinas como: IL-2, IL-3, IL- | Regulacién inmunolégica
4, IL-5, IL-6
Neutrofilo LTD,, PGD, Hiperreactividad
PAF, PGD, Quimiotaxis, Hipersecrecion de
moco
IL-8 Inhibe proceso inflamatorio
alérgico
Macréfago LTC,, LTB,, TXA,, PGD, Hiperreactividad
PAF, IL-8 Quimiotaxis
IL-8 Inhibe proceso inflamatorio
alérgico

MECANISMO DE CONTRACCION EN EL MUSCULO LISO DE LAS VIAS
AEREAS (MLVA).
La actividad de contraccién y relajacion del musculo liso de la via aérea esta bajo
control miogénico, neurogénico y hormonal, siendo el efecto final la regulacion de
la concentracién intracelular de Ca** ([Ca?']i), la cual determinara el grado de
tension a desarrollar por el musculo liso.

Existen dos mecanismos de acople excitacion-contraccién en el musculo liso
de la via aérea: el acople electromecanico y el farmacomecanico. El acople
electromecanico opera a través del cambio en el potencial de membrana a valores

mas positivos (despolarizacién) lo que produce la apertura de los canales de Ca**

tipo L dependientes de voltaje (VDCC) produciendo un incremento en la [Ca*"i

(Montafo y col., 1996). Un cambio a potenciales mas negativos (hiperpolarizacién)
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puede causar relajacion debido a la reduccion en la probabilidad de apertura de
los canales de Ca** dependientes de voltaje y a la apertura de los canales de K*
(Somlyo and Somlyo, 1994).

El acople famacomecanico involucra la estimulacion de receptores
membranales por accion directa de neurotransmisores que desencadenan toda
una via de transduccion de senales que involucra a las proteinas G y la
produccion de segundos mensajeros, siendo el efecto final la liberacion de Ca*
del reticulo sarcoplasmico (RS) por el 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) generado por
el fosfatidilinositol (Baron y col., 1984; Montano y col, 1996;
Bazan y col. 1998). Asimismo, se presenta entrada de Ca®* extracelular a través
de canales operados por receptor y por canales dependientes de voltaje tipo L
(Montafo y col., 1996; Janssen y col., 1997; Fleischmann y col., 1997), activacion
transitoria de canales de cloro dependientes de Ca®’, debido a la liberacion de
Ca?* del RS, asi como una supresion prolongada de las corrientes de K* (Janssen,
1996). Esta situacion favorece la despolarizacién, apertura de canales de Ca**
dependientes de voltaje e incremento de Ca?* citosdlico. Cabe destacar que todos
estos mecanismos son compartidos en mayor o menor grado dependiendo del
agonista broncoconstrictor utilizado.

En 1993, Kajita y Yamaguchi demostraron en musculo liso traqueal de bovino
la presencia de receptores a ryanodina en el RS. Es muy probable que estos
receptores sean activados por el incremento del Ca®* citosolico favoreciendo asi la
liberacion de este ién del RS (Endo e lino, 1993). Asimismo, se ha propuesto que
durante el vaciamiento del RS de su contenido de Ca®* se produce un mecanismo
adicional de entrada de este i6n, conocido como entrada capacitativa de Ca?*, la
cual pudiera estar contribuyendo al incremento del Ca®* citosdlico inducido por un
agonista (Amrani y col., 1995).

El incremento de las concentraciones de Ca?* intracelular ([Ca®*]i) induce la
unién de éste a la cadmodulina, y la asociacién del complejo Ca?*-cadmodulina
con la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK)
activa a esta enzima para fosforilar a la serina en la posiciéon 19 (Ser 19) de la

cadena ligera de miosina de 20 kDa. Esta fosforilacién permite a la ATPasa de



26

miosina ser activada por la actina y, en consecuencia, el musculo se contrae
(Somlyo y Somlyo, 1994; Amrani y col., 1998). Esta posicion 19 de la cadena
ligera de la miosina es susceptible de ser desfosforilada por la fosfatasa de la
cadena ligera de miosina (MLCP) y en esta forma inhibir el proceso de la
contraccion (Somlyo vy col., 1989; Kitazawa y col., 1991).

Se ha demostrado que la cantidad de Ca®* necesaria para mantener la
contraccion es relativamente pequena. En este sentido, se ha observado en el
musculo liso traqueal de perro y bovino (Takuwa y col., 1987; Montafio y col.,
2003), que la estimulacién con carbacol o sustancia P induce un incremento
transitorio de [Ca®']i seguido de una contraccion. Posteriormente, este pico de
Ca®* cae a una meseta, pero la contraccion se mantiene, lo cual nos habla de un
incremento en la sensibilizacion a Ca®* de la maquinaria contractil. Las sefales de
transduccion involucradas en este proceso de sensibilizacion a Ca®" son
complejas y especificas para cada tipo de musculo liso. Recientemente se ha
demostrado que el incremento en la sensibilidad a Ca** inducida por agonistas
involucra una cascada mediada por proteinas G heterotriméricas (Gq y Gi) que a
su vez involucran pequenas proteinas G monoméricas de la familia Rho. La
activacién de la Rho cinasa da como resultado la inhibicién de la MLCP y en
consecuencia inhibe la desfosforilacion de la cadena ligera de miosina,
favoreciendo la contraccion. Este fenomeno ocurre cuando las concentraciones de
Ca®" intracelular son constantes, es decir, cuando se presenta la meseta (Croxton
y col., 1998; Somlyo y Somlyo, 2000).

Por otro lado, la actividad de la MLCP puede también ser modulada por la
cinasa de proteina C (PKC). La PKC se activa cuando aumenta la concentracion
de diacilglicerol (activador fisiolégico de la PKC), por los ésteres de forbol, por
agonistas que actuan a través de proteinas G (Gq) y por concentraciones
micromolares de Ca?*. La PKC puede inhibir directamente a la MLCP favoreciendo
también la desfosforilacion de la cadena ligera de la miosina y mantener la
contraccion. (Somlyo y Somlyo, 2000).

Se ha propuesto que durante la contraccion inducida por carbacol o serotonina

se activa la MLCK via la cinasa de tirosina (TK), sugiriendo un papel importante de
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esta proteina durante el proceso de contraccion del musculo liso traqueobronquial
(Jin'y col., 1996). También se ha sugerido que tanto la PKC vy la cinasa de tirosina
juegan un papel importante en el incremento del Ca®* citosélico inducido por un
agonista (Tolloczko y col., 2000).

Adicionalmente, se ha postulado que el caldesmon, un filamento delgado del
musculo liso, participa durante la contraccion de éste tejido (Hemric y col., 1993).
La funcién del caldesmon es inhibir la interaccién de los filamentos de actina y de
miosina mediante la inhibiciéon de la ATPasa de miosina y de esta forma evitar la
contraccion. Cuando el caldesmon es fosforilado, su efecto inhibitorio desaparece
(Hemric y col., 1993). En 1997, Gerthoffer y col encontraron que el carbacol
inducia la fosforilacion del caldesmon en el musculo liso traqueobronquial
mediante la activacion de las cinasas activadoras de mitogenos (MAPK: ERK 1/2),
estas proteinas forman parte de la cascada de cinasas activadas via la cinasa de
tirosina, comprobando que los agonistas colinérgicos tienen una via alterna para

inducir la contraccion.

LEUCOTRIENOS

Los cisteinil leucotrienos como el LTC4, LTDs y LTEs son mediadores
proinflamatorios originados del acido araquidonico asociados a la membrana
celular y sintetizados por la 5 - lipoxigenasa (Spector, 1997; Funk, 2001).

Estos leucotrienos, especialmente el LTC4 y el LTD4 son unos de los agentes
broncoconstrictores mas potentes de la naturaleza (Dahlen y col., 1980; Ellis y
Undem, 1994). Los mecanismos inducidos por estos eicosanoides para producir la
contraccion del musculo liso han sido ampliamente estudiados y son similares
para los descritos para otros agonistas broncoconstrictores. En este contexto, se
ha propuesto que el LTDy4, via el receptor cys-LT4, esta ligado a la elevacién del
[Ca®*]i a través de la hidrdlisis de los fosfoinositoles (Dumitriu y col., 1997; Snetkov
y col., 2001; Accomazzo y col., 2001), activacion de los canales de Ca®" tipo L y
cationico no especificos acoplados al receptor (Dumitriu y col., 1997; Snetkov y
col., 2001), entrada capacitativa de Ca®* (Snetkov y col., 2001). Adicionalmente,

se han descrito mecanismos independientes de Ca** involucrados en la
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contraccion inducida por el LTD4 como la activacion de la PKCe (Accomazzo y col.,
2001). Por otro lado, la via de cinasa de tirosina también ha sido involucrada en
este proceso de contraccién (Wong y col., 1997; Snetkov y col., 2001).

Sin embargo, se ha descrito muy poco en la literatura con respecto a los
mecanismos que pudieran estar involucrados en la hiperreactividad inducida por
los leucotrienos. En un trabajo reciente Setoguchi y col. (2001) encontraron en el
musculo liso traqueal de porcino que la incubacion con LTC,; producia un
incremento en la respuesta de contracciéon inducida por KCl y que la via de la Rho

cinasa era responsable de éste fendmeno.

BIOSINTESIS DE LEUCOTRIENOS

El 4cido araquidonico puede ser metabolizado a prostanglandinas, tromboxano A,
(TXAz) y leucotrienos los cuales son formados por muchas células en nuestro
cuerpo y actuan como mediadores lipidicos paracrinos. Son sintetizados de novo
por la liberacion del acido araquidonico de la membrana cuando las células son
activadas por trauma mecanico o por citocinas especificas, factores de crecimiento
y otros estimulos. El acido araquiddnico se encuentra esterificado en los
fosfolipidos de la membrana en células de mamiferos y su liberacion es iniciada
principalmente por la accién de la fosfolipasa A, citosélica tipo IV (cPLAy).
Posteriormente el acido araquidonico liberado por cPLA; puede ser
biotransformado via ciclooxigenasa (COX) o la lipoxigenasa (5-LO). La COX
cataliza el primer paso en el metabolismo del acido araquidonico a
prostanglandinas y TXA; (Claesson y col, 1999) mientras que la 5-LO lo hace para
la formacion de leucotrienos.

En contraste a las prostanglandinas, los leucotrienos son sintetizados
predominantemente por células inflamatorias tales como neutrdfilos, eosindfilos,
basdfilos macrofagos y células cebadas (Nicosia y col, 2001). El inicio de la
sintesis de los leucotrienos es a partir de la activaciéon celular la cual permite que
la cPLA; citosdlica sea translocada a la membrana nuclear para unirse a la
proteina activadora de la 5 lipoxigenasa (FLAP). Esta molécula actua como una

proteina que transfiere el acido araquidonico y facilita la presentacion de éste a la
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5-LO para su conversiéon a LTAs. La 5-LO produce la conversién del acido
araquidénico al acido 5-hidroxiperoxi-eicosatetraenoico (5-HPETE) vy la
subsecuente formacion de LTA,;. Este leucotrieno se metaboliza a otros
leucotrienos por dos vias diferentes: 1) La LTA4 hidrolasa (LTAsH) en el
citoplasma, y principalmente en el nucleo convierte al LTA; en LTB4 2) EI LTA4 se
conjuga con glutatiéon para formar LTC4 en la membrana nuclear a través de la
LTA, sintasa (LTA4S). Posteriormente el LTC4 es transportado fuera de la célula a
través de la proteina asociada a resistencia a multidrogas (MRPI), y una vez en el
espacio extracelular el LTC4 es metabolizado a LTD4 por la enzima y-glutamil-

leucotrienasa (GGLT) y consecutivamente a su metabolito inactivo LTE4 a través

de la enzima amino-peptidasa (Figura 3, Funk, 2001).
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Funk C.D. Science 294: 1871-1875, 2001.

Figura 3. Biosintesis de leucotrienos y sus acciones. La activacion celular de una célula
cebada o macrofago por complejos antigeno- inmunoglobulina E (IgE), ionéforos u otros
estimulos permite que una cascada de eventos celulares se activen para que la biosintesis
de leucotrienos ocurra (Funk, 2001).
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JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En vista de que la regulacién del Ca®* citosélico en el musculo liso asi como los
procesos de fosforilacion por las diferentes cinasas anteriormente descritas,
pudieran estar jugando un papel fundamental en la hiperreactividad de las vias
aéreas, resulta importante explorar si uno o varios de estos mecanismos estan
alterados durante la hiperreactividad inducida por el leucotrieno C4 (LTCy) y el
leucotrieno D4 (LTD4). La identificacion de tales mecanismos resulta de gran
importancia para el mejor entendimiento de la fisiopatologia del asma y asimismo

tener mejores alternativas terapéuticas.

HIPOTESIS

Los mediadores quimicos proinflamatorios como el LTC4 y el LTD4 son capaces
de inducir una mayor reactividad del musculo liso traqueal de bovino al carbacol y
a la histamina, por un incremento en la [Ca2+]i, con la participacion de la PKC o la
cinasa de tirosina a través de la fosforilacion de ERK-1 y ERK-2 y un aumento en

la actividad de la ATPasa de Ca®* del reticulo sarcoplasmico.
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OBJETIVOS

1. ESTUDIOS FUNCIONALES EN ORGANOS AISLADOS

1.1 Determinar si el LTC4y el LTD4 producen un incremento en la sensibilidad del
musculo liso traqueal de bovino (MLVA) al carbacol y a la histamina.

1.2 Identificar la presencia del receptor de LTD4 en el MLVA mediante el uso de
MK-571, un antagonista del receptor CysLT1.

(Para los demas objetivos se seleccion6 el mediador quimico que produjo una

mayor hiperreactividad del musculo liso).

2. MEDICIONES SIMULTANEAS (CONTRACCION VS Cca®' INTRACELULAR)

EN TIRAS DE MLVA DE BOVINO.

2.1. Estudiar si el leucotrieno seleccionado (LTD4) aumenta la concentracion
citosélica de Ca®" y la contraccion inducida por la histamina o el carbacol.

2.2. Evaluar la participacion de la PKC y la cinasa de tirosina en el fendmeno
inducido por el LTD4 durante la respuesta a la histamina mediante dos
inhibidores de la PKC (estaurosporina y cheleritrina) y uno de la cinasa de

tirosina (genisteina).

ESTUDIOS EN CELULAS AISLADA DE MLVA DE BOVINO

3.1 En células aisladas de MLVA determinar si el carbacol o la histamina
producen un incremento en la liberacién de Ca® intracelular en la presencia
de LTDs.

3.2 Determinar si la ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico estaba

involucrada en la regulacién del [Ca®*]i en células de MLVA.

4. MEDICION DE LA FOSFORILACION DE ERK 1/2 MEDIANTE WESTERN
BLOT EN TIRAS DE MLVA

4.1 Evaluar si la histamina y el carbacol fosforilan a las MAP cinasas ERK 1/2 del
musculo liso traqueal de bovino.

4.2 Evaluar si el LTD4 favorece la fosforilacion de ERK 1/2 inducida por la

histamina o el carbacol.
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MATERIAL Y METODOS
ORGANOS AISLADOS.

Se utilizaron traqueas de bovino obtenidas en el Rastro de Temamatla, Edo de
México. De éstas se obtuvieron tiras de musculo liso (2.0 - 2.5 mm de ancho x 6
mm largo) finamente disecadas y limpiadas del exceso de tejido conjuntivo y tejido
epitelial adyacente con un microscopio estereoscopico.

Cada uno de los tejidos obtenidos se colocaron en una camara de 6rganos
aislados conteniendo 5 ml de solucion de Krebs bicarbonatada de la siguiente
composicion (mM): NaCl 118, NaHCO3 25, KCI 4.6, KH,PO4 1.2, MgSO4 1.2, CaCl,
2 y glucosa 11. Se mantuvieron a una temperatura de 37 °C con un burbujeo
constante de una mezcla de 95% de Oy 5% de CO; a un pH 7.4. Los tejidos
fueron atados a un transductor de tension isométrica (modelo FTO03, Grass
Instruments, Rhode Island, E.U.A.) conectado a un amplificador-condicionador
programable de sefiales (CyberAmp 380, Axon Instruments, California, E.U.A.),
que a su vez estaba conectado a una convertidor analégico digital (Digidata
12002, Axon Instruments). La tension isométrica fue registrada, almacenada y
analizada en una microcomputadora y los datos procesados mediante un
programa de Axoscope v. 7.0 (Axon). Las preparaciones se mantuvieron en
reposo durante 30 min a una tension de 1 g antes de iniciar los experimentos. Con
el proposito de normalizar las respuestas de los tejidos, se estimularon tres veces
con KCI (60 mM) durante 20 min hasta alcanzar la respuesta maxima. Se
construyeron curvas acumulativas concentracion-respuesta anadiendo a la camara
de 6rganos aislados concentraciones crecientes de carbacol (32 nM a 0.1 mM) o
histamina (32 nM a 1 mM), previa preincubacion (35 min) con o sin LTC4 (10 nM) y
LTD4 (32 nM). Estas concentraciones de LTC4 y LTD4 fueron seleccionadas de
experimentos piloto donde se demostré que no causan una respuesta contractil o
una pequefia contraccién (aproximadamente 10 % de la respuesta a KCI 60 mM)
que retornd a su nivel basal después de 30 min. También es importante evitar la
biotransformacién de los LTs a sus respectivos metabolitos inactivos, por lo tanto,
cuando se us6 LTC4 se administré borato de L- serina (15 mM, farmaco que inhibe

a la vy-glutamil leucotrienasa evitando la biotransformaciéon del LTC4 a LTDy).
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Similarmente, en los experimentos en el que utilizamos LTD,4 se uso L-cisteina (6
mM, farmaco que inhibe a la aminopeptidasa evitando la biotransformacion de
LTD4 a LTE4). Las respuestas de contraccion al carbacol o a la histamina fueron
expresadas como porcentaje de respuesta al tercer estimulo de KCI (60 mM).

Para identificar la presencia del receptor LTD4, en las tiras de musculo liso
traqueal de bovino se construyeron curvas acumulativas concentracion-respuesta
afiadiendo a la camara concentraciones crecientes de este leucotrieno (3.2nM a
100nM) en presencia o ausencia de MK-571 (100 nM), un antagonista del receptor
CysLTH1.

MEDICIONES SIMULTANEAS

La [Ca®'li se midi® simultineamente con la contraccion muscular. Tiras de
musculo liso de bovino se disecaron finamente bajo un microscopio
estereoscopico, y se colocaron en 2 ml de Krebs con calcio (2 mM), se incubaron
con 20 uM de fura 2- AM mas 1 mM de probenecid y acido plurénico al 0.01 %, a
37°C con burbujeo y agitacion constante durante 3.5 h. Posteriormente, los tejidos
fueron lavados con Krebs para remover el fura 2- AM del espacio extracelular.
Cada preparacion fue colocada verticalmente en una cubeta de polimetacrilato de
4 ml utilizando un adaptador especial de Photon Technology International (PTI,
New Jersey, E.U.A). Esta cubeta fue llenada con solucion de Krebs mas
indometacina 10 pM, burbujeada con una mezcla de 95% de O,y 5% de CO; a un
pH 7.4 y colocada en el interior de un fluorometro de PTI. Las tiras musculares se
colocaron en un transductor de tension isométrica (FSG-01, Experimentria,
Budapest, Hungria) conectado a un convertidor analégico digital de PTl y la [Ca®*]i
se determiné con el uso de fluorometria. EI Fura 2-AM presente en las tiras
musculares lisas se excito alternadamente con luz de 340 y 380 nm de longitud de
onda, y la emision se colecté a 510 nm usando un fluorémetro de PTI. La [Ca®']i

se calcul6 de acuerdo con la formula de Grynkiewicz y col. (1985):

[Ca®]i = Kd B ((R-Rmin)/(Rmax-R))
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donde Rmax y Rmin fueron el cociente de fluorescencia 340/380 maximo y
minimo y se obtuvieron en presencia de Ca?* saturante (5 mM) + ionomicina 50
uM y en ausencia de Ca?* + EGTA 10 mM, respectivamente. El promedio de
Rmax fue de 2.49 y el de Rmin 1.19. R corresponde al cociente de fluorescencia
basal 340/380. B se calculd a partir del cociente de la fluorescencia observada a
380 nm en ausencia de Ca* y en presencia de Ca?* saturante y el valor promedio
fue de 1.36. La Kd del Fura-2, 386 nM, fue obtenida en células disgregadas de ML
traqueal de bovino en una solucion con la misma fuerza idnica que se utilizd en los
experimentos del presente proyecto (Yamaguchi y col., 1995). Los registros
obtenidos fueron almacenados en una microcomputadora y analizados usando un
programa de analisis y adquisicion de datos (Felix v. 1.2.1) de PTI.

Las tiras de musculo liso se mantuvieron en reposo durante 30 min a una
tensién de 1- 1.5 g antes de iniciar los experimentos. Con el propésito de
normalizar las respuestas de los tejidos, se estimularon dos veces con KCI (60
mM) durante 10 min hasta alcanzar la respuesta maxima. Después, se llevd a
cabo una primera estimulacion (E1) del musculo con histamina 1.3 uM (CEso),
posteriormente una segunda estimulacion (Ez) con histamina fue realizada 45
minutos después. En algunos experimentos, los tejidos fueron incubados con 1, 10
0 32 nM de LTD4 mas L-cisteina 3 mM durante 30 min antes de E,. Nosotros
corroboramos que la concentracion de LTD4 32 nM no modificd la tension del
musculo liso en reposo, a pesar de causar un incremento pequefio en las [Ca®']i ,
el cual retorno a niveles basales antes de iniciar los experimentos. En otros
experimentos, tiras de musculo liso preincubados con LTD4 fueron también
incubados con estaurosporina (un inhibidor inespecifico de la PKC, 10 nM),
cheleritrina (un inhibidor de la PKC, 1 uM), genisteina (un inhibidor de la cinasa de
tirosina, 10 uyM), o daidzeina (un analogo inactivo de genisteina que fue usado
como control negativo para esta droga, 10 uM). También en otros experimentos

utilizamos carbacol 0.1 yM o KCI 30 mM (equimolar).
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MEDICION DE [Ca®']i EN CELULAS DE MUSCULO LISO TRAQUEAL DE
BOVINO

Disgregacion de células musculares lisas

Las células de musculo liso de las vias aéreas fueron obtenidas de traquea de
bovino. Aproximadamente 200 mg de tejido muscular se colocaron en una
solucion de Hank’s (GIBCO, New York, E.U.A.) que contenia 2 mg de cisteina y
0.05 U/mL de papaina, y se incubaron durante 10 min a 37° C. Posteriormente el
tejido fue lavado con una solucion de Leibovitz (GIBCO, New York, E.U.A.) para
remover el exceso de enzima y después se colocd en una solucion de Krebs que
contenia 0.144 mg/mL de colagenasa y una mezcla de proteasas neutras
(Liberasa Blenzyme 2; Roche, Indiana, E.U.A.) durante aproximadamente 12
minutos hasta que las células se observaran disgregadas. Este procedimiento nos

permiti® obtener células con niveles consistentes en las [Ca®']i

bajo condiciones
basales (Montano y col, 2003). Una vez disgregadas las células fueron incubadas
con 0.5 uM de Fura 2-AM en bajo Ca®* (0.1 mM) a temperatura ambiente (22-25

°C) durante 1hr.

Microfluorometria

Las células disociadas de musculo liso traqueal de bovino que se incubaron con
Fura 2-AM fueron colocadas durante 45 minutos en una camara de registro (la
camara contenia colagena de rata con el propdsito de facilitar que las células se
adhieran a la base de vidrio de ésta), posteriormente la camara fue montada sobre
un microscopio invertido (Diaphot 200; Nikon, Tokyo, Japén), y las células
adheridas fueron perfundidas continuamente a una velocidad de 2-2.5 mL/min con
solucién de Krebs que contenia 1.5 mM de Ca®* a 37 °C, pH 7.4 y burbujeado con
una mezcla de 5% de CO, y 95% de Os.

El Fura 2-AM presente en las células musculares lisas se excitd
alternadamente con luz de 340 y 380 nm de longitud de onda, y la emision se
colecto6 a 510 nm usando un microfluorometro de PTI (modelo D-104). La
fluorescencia basal fue restada automaticamente. La [Ca®*]i se calculé de acuerdo

con la férmula de Grynkiewicz y col. (1985): donde Rmax (6.06) y Rmin (0.39) se
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obtuvieron en presencia de Ca?" saturante (10 mM) + ionomicina 10 pM y en
ausencia de Ca?* + EGTA 10 mM, respectivamente. B se obtuvo como se
describid previamente en la técnica de mediciones simultaneas y la Kd del Fura-2,
fue de 386 nM (Yamaguchiy col., 1995).

El efecto del LTD, sobre los cambios de [Ca?']i inducidos por histamina (100
MM) o carbacol (10 uM) fueron evaluados al preincubar las células musculares con
o sin 32 nM de LTD4 durante 20 min.

Para evaluar indirectamente la actividad de la ATPasa de Ca®" del RS, se
midio la capacidad de los miocitos para rellenar al RS de Ca®*. Antes de iniciar los
experimentos, la viabilidad de las células se corroboré a través de la estimulacion
de éstas con cafeina en una solucién de Krebs. Posteriormente los miocitos fueron
perfundidos con una solucion de Krebs libre de Ca** y un minuto mas tarde fueron
estimulados con cafeina (E1) durante 10 min. La estimulacion con cafeina en un
medio libre de Ca** vacié completamente el RS de Ca*" (Bazan-Perkins y col.,
2003). Posteriormente, las células fueron lavadas con Krebs sin Ca** para
remover la cafeina y después se perfundié con Krebs (2.5 mM de Ca?*) durante 10
min para permitir el rellenado de Ca®* del RS. La estimulacién con cafeina fue
repetida nuevamente (E,) bajo condiciones libres de Ca?*. En estos experimentos,
el cociente E»/E; corresponde al grado de rellenado de Ca®* del RS. En algunos
experimentos las células fueron preincubadas con LTD4 (32 nM) o genisteina (10
MM) mas LTD4 antes del segundo estimulo a cafeina (Ey).

Finalmente, el papel de la ATPasa de Ca?* del RS en las respuestas normales
a carbacol (3.1 uyM) o histamina (3.1 pM) fueron evaluadas a través de la
inhibicion parcial de la bomba con acido ciclopiazénico (CPA, 1 uM, preincubado
durante 20 min antes de cada respuesta). Esta concentracion de CPA redujo la
respuesta a 10 mM de cafeina en aproximadamente un 69%, corroborando una

inhibicion parcial de la actividad de la bomba.
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MEDICION DE LA FOSFORILACION DE ERK-1 Y ERK-2

Obtencion de las muestras de musculo liso

Se obtuvieron tiras de musculo liso de 10 mg de peso finamente disecadas y
limpiadas del exceso de tejido conjuntivo y tejido epitelial adyacente. Cada tejido
se coloco en tubos de plastico de 13 ml (Sarstedt, New York, E.U.A.) y se les
afiadié 1 ml de Krebs con Ca** (2 mM) e indometacina 10 uM. Todos los tubos se
incubaron durante 1 hr a 37 °C con burbujeo y agitacion constante. Posteriormente
se estimularon con carbacol, histamina, L-cisteina + LTD,4 durante 5 min, después
las tiras se transfirieron a criotubos de plastico (1.5 mL, Corning, New York,
E.U.A.) y se congelaron inmediatamente al introducir los tubos en nitrégeno liquido
para detener la reaccidn, una vez congeladas las muestras se almacenaron a —80
°C. Otro grupo de tiras se preincubaron durante 45 min con LTD, y posteriormente
se estimularon con los diferentes agonistas antes mencionados.

Extraccion de proteinas: Las muestras congeladas se preincubaron con 250 uL
del buffer de lisis (Tritén X-100 1%, Tris 50 mM [pH 7.4], NaCl 150 mM, EDTA 0.1
mM, EGTA 0.1 mM, fenil metil sulfonil fluoruro 1mM, aprotinina 10 pg/mL,
leupeptin 10 pg/mL, NasVO4, y NaF 50 mM en agua destilada) sobre hielo frapé
durante 30 min, después los tejidos se homogenizaron y centrifugaron a 20,000 g
durante 15 minutos a 4 °C, posteriormente el sobrenadante se recupero (Breslin y
col., 2003). La concentracion de proteinas se determind a través del método de
Lowry.

Electroforesis: Se obtuvieron muestras de 10 uL con 40 ug de proteinas de cada
sobrenadante, a cada muestra se le afiadio 10 yL del buffer de carga (glicerol 20
%, 2-mercaptoetanol 10 %, dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % y Tris 0.5 M [pH
6.8], azul de bromofenol); después se calentaron a 90 °C durante 1 min a bafo
maria, posteriormente la separacion de proteinas se realizd mediante geles de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (gel separador: poliacrilamida 30 %, Tris-
HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 10 %, agua 2.175 mL, N, N, N, N'- tetrametilendiamina
(TEMED) 5 uL y persulfato de amonio 10 %; gel concentrador: poliacrilamida 30
%, Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, agua 1.525 mL, TEMED 5 puL y persulfato de
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amonio 10%) en un buffer de corrimiento ( Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 1 %)
bajo condiciones reductoras a 10 °C y 100 V durante 2 hr (Laemmli U.K., 1970).
Electrotransferencia: La electrotransferencia de las proteinas se realizd sobre
una membrana de nitrocelulosa en un buffer de transferencia (Tris 0.025 M, glicina
0.192 M y metanol al 20 %) a 10 °C y 100 V durante 1 hr.

Inmunodeteccién: Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas y
marcadores de peso transferidos se bloquearon con un buffer salino-Tris (TBS)
conteniendo 5 % de leche descremada y 0.1 % de Tween-20 durante 1 hr a
temperatura ambiente. Para distinguir entre las proteinas fosforiladas (ERK 1/2) y
totales no fosforiladas (ERK 1/2) se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo
comerciales (anticuerpo primario) contra cada una de estas proteinas a una
dilucién de 1:1000 en TBS-Tween 20. Después de su incubacioén durante toda la
noche (12 hr a 4 °C) cada membrana de nitrocelulosa fue lavada 3 veces con
TBS-Tween 20. A continuacion se adiciond un reactivo secundario que contenia
un anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa (HRP) (1:2000), que permitié
detectar el anticuerpo primario y un anticuerpo anti-biotina conjugado con
peroxidasa HRP (1:1000), que permiti¢ identificar los marcadores de peso; estos
anticuerpos se incubaron durante 1 hr con agitacion constante a temperatura
ambiente. La deteccion de las proteinas se realizé mediante quimioluminiscencia
usando 5 mL del reactivo comercial (LumiGLO, Cell signaling, Massachussets,
E.U.A.) agitando suavemente durante 1 min a temperatura ambiente, después se
elimind el exceso de la solucidon a las membranas y se procedié a exponerlas
sobre una pelicula Biomax ML (Kodak, New York, E.U.A) durante 30 segundos y
posteriormente se revelaron (RP X-OMAT Processor, Kodak). Los inmunoblots de
ERK 1/2 fueron analizados por densitometria utilizando un software de Kodak

digital science ID version 2.03 (Eastman Kodak, Conneticut, E.U.A).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se evaluaron mediante la prueba t de Student pareada y no pareada. La
reactividad al carbacol o a la histamina fue evaluada a través de la concentracion
efectiva 50 % (CEsp). La CEsp fue calculada, por regresion lineal de los valores
transformados a —logaritmo de la concentracién y la respuesta como probits. En
algunos experimentos se utilizé analisis de varianza y pruebas de comparacion
multiples como Dunnett. Los valores p<0.05 bimarginal fueron considerados

estadisticamente significativos. Los valores de “n” representaran el numero de
bovinos en cada experimento. Los resultados estan expresados como promedio +

error estandar.

FARMACOS

Fura 2-AM, probenecid, acido plurénico F-127, ionomicina, dihidrocloruro de
histamina, cloruro de carbamilcolina (carbacol, CCh), LTC4, LTDy4, L-cisteina, L-
serina, acido borico, estaurosporina, cloruro de queleritrina, clorhidrato de
metoxyverapamil (D600), indometacina y acido ciclopiazénico (CPA) fueron
obtenidos de Sigma (St. Louis, Missouri, E.U.A.). Fura 2-AM, ionomicina y CPA
fueron disueltos en DMSO (la concentracion final en los experimentos fue de
0.025%, una concentracion que no generd ningun efecto sobre las respuestas de
contraccion 'y [Ca2+]). Genisteina fue comprada de GIBCO-BRL (Maryland.,
E.U.A.). Daidzeina fue obtenida de Biomol (Pennsylvania, E.U.A).
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RESULTADOS

1. ESTUDIOS FUNCIONALES EN ORGANOS AISLADOS

Presencia funcional de receptores a leucotrienos (LTs) en el musculo liso
traqueal de bovino.

En estos experimentos se disecaron tiras de musculo liso traqueal de bovino y se
realizaron curvas concentraciéon-respuesta tanto para el LTC4 como para el LTD4
(0.1nM a 100 nM). Encontramos que la administracién de 0.1 nM a 100 nM de
LTC4 y de LTD4 (n=3) produjeron una respuesta de contraccién del MLVA que fue
dependiente de la concentracion (Figura 4A). Estas respuestas de contraccion por

lo regular eran transitorias y regresaban a la basal.

Tejido Célula
s A B C
_ 200 -
E 25 400 -
o =
@ ~®- LTC, £
@) &
¥ | A LTD, 300 - S J“M
S = 1007 Sowe
125 | I = S
5 - — | 01 2 3 4
% ‘/l J ('\;IU 200 L Tiempo (s x100)
O i 3]
é i<§/ - Cafeina [10 mM] LTD, [32 nM]
|_ L
% 0 | T T I 1 O I I I |
&) 10 9 8 7 0 100 200 300 400
- Log (M) Tiempo (s)

Figura 4. A) Efecto del LTC, y LTD, sobre tiras de musculo liso traqueal de bovino y B)
efecto del LTD, (32 nM) sobre célula Gnica de musculo liso traqueal de bovino. L= lavado. C)
Amplificacion de la sefial de Ca®* inducida por el LTD..
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Por otro lado, se realizaron experimentos en célula unica de musculo liso
traqueal de bovino para corroborar que la respuesta obtenida en las tiras de
musculo liso era debido a la presencia de receptores al LTD,4 en este tejido. Las
células se estimularon inicialmente con un agonista que es capaz de liberar Ca®"
de reticulo sarcoplasmico, cafeina 10 mM, para verificar que estuvieran en buenas
condiciones, posteriormente se estimularon con LTD4 32 nM. En la Figura 4B se
puede observar un pequefio incremento transitorio en las [Ca®']i al estimulo del
LTD,.
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Figura 5. Efecto del MK-571, antagonista del receptor CysLT1, en el MLVA de bovino. A)
curva concentracién-respuesta a el LTD,4 ( 3.2 a 100 nM). B) En presencia de MK-571 (100
nM).
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Finalmente, lo que nos permitié definir la presencia de los receptores CysLT1
en el MLVA de bovino fue a través del uso de un antagonista de este receptor, el
MK-571. Como se puede observar en la Figura 5, el MK-571 a una concentracién
de 100 nM bloqueo la respuesta del LTD4. Estos resultados nos sugieren la

existencia del receptor Cys-LT4 en este tipo de musculo.

Efecto del LTC,y LTD4ssobre la sensibilidad del MLVA de bovino al carbacol
0 ala histamina.

La incubacién previa de las tiras traqueales de bovino con LTC4 (10 nM, n=8) o
con LTD4 (32 nM, n=8) no modificaron las curvas concentracién-respuesta al
carbacol, ni la respuesta maxima. El —-log CEsy, (M) para el grupo control de
carbacol (7.1494 + 0.1192) no fue estadisticamente diferente del —log CEsp en los
grupos de LTC4 (7.2118 + 0.1088) o LTD4 (7.2102 £ 0.1326) y lo mismo ocurrio

para la respuesta maxima de contraccion (Figura 6).
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Figura 6. A) Efecto del LTC,4 (10 nM) y del LTD,4 (32 nM), en la reactividad del masculo liso
traqueal al carbacol. EI LTC, y LTD, se preincubaron durante 30 min. B) Logaritmo negativo
de la concentracién efectiva 50% (Log CEsg) a el carbacol con y sin LTC4 0 LTD,.
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Por otro lado, la preincubacion de las tiras traqueales con LTD4 (n=8) pero no
con LTC4 (n=8) produjo un desplazamiento hacia la izquierda de la curva
concentracion respuesta a la histamina (5.8638 + 0.0691, p< 0.01 y 54511 %
0.1658, respectivamente) comparado con el grupo control (5.4246 = 0.0740).
Ninguno de los dos leucotrienos, LTC4 o LTD4, modificaron la respuesta maxima

de contraccion a la histamina (Figura 7).
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Figura 7. A) Efecto del LTC,4 (10 nM) y del LTD,4 (32 nM), en la reactividad del masculo liso
tragueal a la histamina. El LTC,4 + borato de serina 15 mMy LTD, + L-cisteina 6 mM se
preincubaron durante 30 min. B) Logaritmo negativo de la concentracién efectiva 50 % (Log
CEsp) a la histamina cony sin LTC4 0 LTD,. * p < 0.05.

También encontramos que el grupo control incubado con solo L-cisteina tiene
un efecto similar a L-cisteina + LTD4, es decir, causa un desplazamiento hacia la
izquierda de la curva concentracion-respuesta a la histamina (Figura 8). Estos
resultados nos permiten sugerir que L-cisteina pudiera estar induciendo la

acumulacion LTD4 enddégeno y producir el mismo efecto que el LTD4 exdgeno.
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Figura 8. Efecto de la L-cisteina (L-CIS) + LTD, y L-cisteina, en la reactividad del musculo
liso traqueal a la histamina. La L-CISy LTD, se preincubaron durante 30 min. B) Logaritmo
negativo de la concentracion efectiva 50 % (Log CEs) a la histamina con y sin L-CIS o L-CIS
+ LTD,. * p < 0.05.

2. MEDICIONES SIMULTANEAS DE Ca* INTRACELULAR Y CONTRACCION

Efecto del LTD, sobre los cambios de [Ca?']i y contraccion inducido por
histamina, carbacol y KCI.

De acuerdo a los resultados obtenidos en 6rganos aislados, seleccionamos al
LTD4 para continuar los experimentos de mediciones simultaneas de contraccion y
Ca”" intracelular. Nuestros resultados son los siguientes: La [Ca®']i basal de las
tiras de musculo liso de bovino fue de 92 £ 4 nM (n=97). Como se observa en los
registros tipicos en la Figura 9, todas las estimulaciones (E1 6 E3) con histamina o
carbacol produjeron un cambio bifasico en las [Ca*']i, consistente de un pico de
Ca?" transitorio seguido de una meseta, mientras que KCI solo produjo un
incremento en las [Ca?']i sin un pico transitorio notable. Todas estas respuestas se
dieron simultaneamente a la respuesta de contraccion del musculo liso. En los
grupos control las respuestas en E, de las [Ca®*]i fueron siempre mas pequefias

que en E4, por lo que el valor del cociente E,/E4 fue menor a 1, mientras que la
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contraccion fue casi la misma, tanto en E; como en E4, con un cociente E./E;
aproximadamente a 1, Figura 10).

En cuanto a la respuesta a histamina, la preincubacion con 1, 10 o 32 nM de
LTD4 antes del segundo estimulo (Ez) causé un incremento dependiente de la
concentracion en los cocientes E./E; del pico de Ca®" y contraccién. Asi,
comparado con el grupo control (0.67 £ 0.07, n=11), 10 y 32 nM de LTD4
incrementaron la respuesta del pico de Ca®* (1.12 + 0.15, n=5, p < 0.01, y 1.64 +
0.23, n=7, p < 0.01, respectivamente). Este mismo efecto fue observado en la
respuesta de contraccion maxima, ya que los tejidos preincubados con 10 y 32 nM
de LTDq4, la contraccion maxima fue mayor (1.36 £ 0.14, p< 0.05, 1.55 + 0.17, p<
0.02, respectivamente; Figuras 9C, 9D, y 10) comparada con el grupo control (1.05
1 0.06). Por otro lado, el LTD4 no modificé la respuesta a carbacol (n=7), ya que
este leucotrieno no alterd los cocientes E,/E; de los cambios bifasicos en [Ca']i y

la contraccion.
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Figura 9. Registros tipicos de mediciones simultaneas de la concentracién de Ca*
intracelular (registros oscilatorios) y contraccion (lineas lisas) en tiras de musculo liso
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Figura 10. Efecto del LTD, sobre los cambios de la concentraciéon de Ca®* intracelular y
contraccién inducidos por histamina (His, 1.3 uM, n=7), Carbacol (Cch, 0.1 uM, n=7), o KCI
(30 mM, n=5) en tiras de musculo liso traqueal de bovino. Las barras blancas indican la
respuesta obtenida a diferentes farmacos usados, en la ausencia de LTD,. Las barras en

gris, verde y azul rey corresponden a la preincubacién de los tejidos con 1, 10 y 32 nM de
LTD, respectivamente. **p< 0.01, *p< 0.05.
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Efecto de los diferentes inhibidores de cinasas sobre el aumento a la
reactividad a histamina inducido por el LTDj,.
Los cambios inducidos por el LTDs (32 nM) no fueron modificados por la
administracion de estaurosporina (n=4) o cheleritrina (n=8), a pesar de que este
Ultimo agente causé una disminucién significativa en la meseta de la [Ca®']i
(Figura 11). En contraste, genisteina (10 uM, n=5) completamente abolié los
cambios inducidos por el LTD4 en el pico transitorio de [Ca®*]i (0.53 + 0.07, p<
0.01) y la contraccion (0.72 + 0.04, p< 0.01), por lo tanto, este inhibidor anul6 la
hiperreactividad de las vias aéreas a la histamina inducida por el LTDa.
Adicionalmente, los cambios en la meseta de [Ca®*]i inducidos por la histamina en
tejidos preincubados con LTD4 (0.80 + 0.06) fueron también significativamente
disminuidos por genisteina (0.25 + 0.05, p< 0.01, Figura 11).

En experimentos por separado, corroboramos que 10 uM de genisteina (n=6)
no modificé la respuesta a la histamina (cociente E/E; de pico de Ca®*, 0.55 +
0.07; meseta de Ca2+, 0.73 + 0.08; y la respuesta de contraccion maxima, 1.13 £
0.06). Ademas, también verificamos que la daidzeina (control negativo para la
genisteina, n=4) no modificd la hiperreactividad inducida por el LTD4 (cociente
E»/E1 contraccion, 2.04 + 0.28, Figura 12).

En vista de que la daidzeina modifica la fluorescencia del fura-2 AM, las

mediciones de [Ca®']i no se realizaron cuando se utilizé este farmaco.

Efecto de la genisteina sobre la hiperreactividad inducida por el LTD,4 a KCI.

Por otro lado, para evaluar si el Ca®* extracelular juega un papel en el desarrollo
de la hiperreactividad inducida por el LTD,, el efecto de la incubacion de LTD,
sobre la respuesta de KCl fue también evaluada. Nosotros encontramos que LTD4
(n=5) promueve un aumento del cociente E,/E1 de la contraccion inducida por KCI
(1.66 £ 0.20 vs control 1.31 + 0.12, n=5, p< 0.05) a pesar de la falta de efecto
sobre los cambiosde la [Ca?*]i inducido por KCI (Figura 9E y F, y 10). Mientras que
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Figura 11. Efecto de diferentes inhibidores de cinasas sobre las modificaciones inducidas
por el LTD,4 en el incremento de [Ca2+]i y la contraccién producidos por la histamina (1.3 pM)
en tiras de musculo liso traqueal de bovino. Estaurosporina (0.01 pM, n=4) y queleritrina (1
MM, n=8), inhibidores de la cinasa de proteina C (PKC), no modificaron el efecto de LTD,
sobre el pico de Ca?" intracelular y contraccién maxima inducida por histamina. Genisteina
(10 pM, n=5) completamente aboli6 el efecto de LTD, sobre los cambios de Ca*" intracelular
y contraccién inducida por la histamina. ** p<0.01, * p <0.05.
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Figura 12. A) Efecto de la genisteina (10 uM) sobre la respuesta maxima de contracciéon y la
[Ca®™i a la histamina. B) Efecto de la daidzeina (10 uM, control negativo de genisteina) sobre
el efecto de hiperreactividad del LTD, sobre la respuesta de histamina en tiras de musculo
liso traqueal de bovino.
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la preincubacién con genisteina (n=8) evitd el incremento inducido por el LTD4 de
la contraccion del musculo liso a KCI (1.20 £ 0.11, p< 0.05). Este compuesto
también causo una ligera disminucién pero estadisticamente significativa (p<0.05)
de la respuesta de contraccion a KCl (1.05 £ 0.05,n=8, p<0.05, Figura 13).
Daidzeina (n=6), el control negativo para genisteina, no modificé la respuesta a
KCI (cociente E»/E4 de contraccion, 1.36 £ 0.21).

N
|

Contraccion (cociente E, / E,)
=

0 ,
KClI KCI KCl KCI
+ + +
GEN LTD, GEN
LTD,

Figura 13. Efecto de la genisteina (GEN, n=8) sobre la hiperreactividad inducida por el LTD,
a KCI (30 mM , n=5) en tiras de musculo liso traqueal de bovino. *p< 0.05 vs su grupo
respectivo sin genisteina.

Participacion de los canales de Ca®" tipo L en la respuesta de carbacol o de
histamina en tiras de muasculo liso traqueal de bovino.

El blogueo de los canales de Ca* tipo L con metoxiverapamil (D-600, 30 pM)
causé una disminucion del 67 % de la respuesta de contraccion inducida por
histamina (10 uM), acompafado con una reduccion del 83 y 59 % en el pico
transitorio de Ca** y la meseta, respectivamente (n=6). En contraste, D-600 no
afectd la contraccion inducida por carbacol (1 M), a pesar de una moderada
reduccion de 54 y 24 % del pico transitorio de Ca®* y la meseta, respectivamente
(n=7, Figura 14).
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Figura 14. Efecto del clorhidrato de metoxiverapamil (D-600, 30 uM ) sobre la respuesta a
carbacol (1 uM, n=5) e histamina (10 pM, n=6). ** p < 0.01.

3. MEDICION DEL [Ca®‘]i EN CELULAS UNICAS DE MLVA DE BOVINO

Efecto del LTD, sobre los cambios de [Ca®‘]i inducido por histamina o
carbacol en células de MLVA de bovino

Similar a nuestros hallazgos en las mediciones de Ca?* intracelular en las tiras de
musculo liso traqueal, en los experimentos con células aisladas de musculo liso,
encontramos que la preincubacién con LTD4 caus6 un incremento en el pico
transitorio de Ca?* inducido por histamina (n=4), pero no para carbacol (n=7,
Figura 15).

Efecto del acido ciclopiazonico (CPA) sobre la actividad de la ATPasa de
Ca** del Reticulo Sarcoplasmico.

En estos experimentos utilizamos 1 yM de CPA, esta concentracion bloqued
parcialmente la ATPasa de Ca®*" de RS. A pesar de que este bloqueo con CPA
redujo el pico transitorio de Ca”* inducido por carbacol o histamina, esté inhibidor
de la ATPasa afectd principalmente la respuesta de histamina (65 % de
disminucion, p < 0.05, n=4) comparado con el carbacol (5.4 % de disminucion,

n=4, Figura 16). Con el propésito de demostrar que la respuesta a estos
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agonistas no se modifica en el tiempo, corroboramos que 2 estimulaciones

consecutivas, con 20 minutos de diferencia, producian respuestas similares.
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Figura 15. Efecto del LTD,4 (32 nM) sobre la respuesta a carbacol (CCh 10 uM) o histamina
(His, 100 pM) en células de musculo liso traqueal de bovino. *p < 0.05 comparado con el
grupo de His.
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Figura 16. Efecto del acido ciclopiazénico (CPA, 1 uM) sobre la respuesta a carbacol (CCh,

3.1 uM) o histamina (His, 3.1 uM) en células de muasculo liso traqueal de bovino.

Efecto del LTD4 sobre la actividad de la ATPasa de Ca®" del RS en células
unicas de MLVA de bovino.

Para poder determinar si en el incremento del pico transitorio de Ca** inducido por
LTD, a la histamina estaba involucrada la ATPasa de Ca®* del RS, medimos
indirectamente la actividad de la ATPasa evaluando el rellenado de Ca®* del RS
por la respuesta de las células musculares lisas a la cafeina (ver metodologia).
Encontramos que el rellenado de Ca?* del RS en el grupo control fue de 0.716 +
0.059 (E2/E4, n=13). La perfusion de las células con 32 nM de LTD4 (n=9) produjo
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un incremento en el rellenado de Ca?* del RS (1.11 + 0.14, p< 0.01, Figura 16). La
preincubacién con genisteina (10 uM) significativamente anulé el efecto inducido
por el LTD4 (0.780 £ 0.036, n=9, p< 0.05). Asimismo, corroboramos que el efecto
de la genisteina no fuera debido a un efecto directo sobre el rellenado de Ca** del
RS, ya que el cociente Ex/Eq (0.666 + 0.145, n=4), después de incubar con
genisteina, no fue diferente de los controles (p=0.71). Adicionalmente,
descartamos que el incremento en la respuesta a cafeina después de la
incubacion con LTD4 no fuera debido a un efecto directo de este leucotrieno sobre
el receptor de rianodina, ya que la respuesta a cafeina en Krebs normal no fue
afectada por la preincubacion con LTD4 (cociente E/E4 de 0.95 £ 0.08 vs control

de 0.96 + 0.08, n= 6-7).
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Figura 17. Efecto del LTD,4 (32 nM) sobre el rellenado de Ca** del reticulo sarcoplasmico (RS)
en células de musculo liso traqgueal de bovino. A) Protocolo experimental para evaluar el
rellenado del RS usando cafeina (10 mM). B) Registros tipicos del efecto del LTD, sobre el
rellenado de Ca®" del RS. C) LTD, induce un incremento en el rellenado de Ca®" del RS,
expresado como cociente E,/E;, comparado con el grupo control (CTL). Genisteina (GEN, 10
uM), completamente abolié el efecto de LTD,. E;, primera estimulacién con cafeina; y E,
segunda estimulacién con cafeina. * p < 0.01.
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4. DETERMINACION DE LA FOSFORILACION DE ERK 1/2 EN TIRAS DE
MUSCULO LISO TRAQUEAL MEDIANTE ANALISIS DE WESTER BLOT

Participacién de la via de la cinasa de tirosina (TK) en la hiperreactividad
inducida por el LTD4 a la histamina.

El hecho de que la genisteina y no la daidzeina atenud la hiperreactividad inducida
por LTD4 a la histamina sugiere la posible participacion de la via de la cinasa de la
tirosina en este fendmeno por lo cual se decidid explorar su participacién mediante
la fosforilacion de las MAP cinasas ERK 1/2, ya que estas proteinas participan en
la cascada de transduccién de esta via. El analisis por densitometria de nuestros
datos de Western Blots (n=5, para cada grupo) mostraron que LTD4 causa un
incremento estadisticamente significativo (p < 0.01) de la fosforilacion de ERK1
(2.4 veces el nivel basal). El efecto del LTD4 fue notablemente aumentado al
preincubarlo con L-cisteina al prevenir su degradacion a LTE4 (p < 0.02 para ERK1
y p<0.05 para ERK2). La estimulacion unica con carbacol, pero no la de histamina
produjo un incremento significativo (p<0.05) de la fosforilacién de ERK 1/2.

ERK FOSFORILADO
ERK-1 1 2 3 4 5 6 7 8

--—_—-——— ERK-1

2500 ERK-2

2000+ —‘7

1500+

. Control ERK-2 fosforilado
. Control sin ningdn tratamiento
LTD,
. L-Cis+LTD,
CCh
.CCh+LTD, + L-Cis
His
.His+LTD, +L-Cis
n=>5
1000- - ERK-2

*%k
500 + J . _T_T *
7 8 3 4

3 4 5 6 5 6 7 8

ONOURWNE

ERK FOSFORILADO (% del control)

Figura 18. Analisis de Western Blot por densitometria de la MAPK-ERK-1y ERK-2 en el
musculo liso traqueal de bovino sometido a diferentes tratamientos. Las barras blancas,
representan los tejidos estimulados con los diferentes agonistas; las barras negras, tejidos
estimulados con L-cisteina (L-Cis) + LTDy4; las barras en diagonal y cruzados, tejidos que
fueron preincubados con L-Cis + LTD, antes de la estimulacién de carbacol (Cch) o
histamina (His), respectivamente. Todos los experimentos corresponden a una n=5. t p <
0.05 con respecto al grupo control sin ningln tratamiento (basal). * p<0.05y ** p < 0.02 con
respecto a los tejidos estimulados solo con el agonista.
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Figura 19. Andlisis de Western Blot por densitometria de la MAPK ERK-1 y ERK-2 no
fosforilada en el muisculo liso traqueal de bovino sometido a diferentes tratamientos. Las
barras blancas, representan los tejidos estimulados con los diferentes agonistas; las barras
negras, tejidos estimulados con L-cisteina (L-Cis) + LTDy; las barras en diagonal y cruzados,
tejidos que fueron preincubados con L-Cis + LTD, antes de la estimulacién de carbacol
(Cch) o histamina (His), respectivamente. Todos los experimentos corresponden a una n=5.

LTD4 no modificé la fosforilacion inducida por carbacol pero causé un notable
incremento en la fosforilacion inducida por histamina tanto de ERK1 (p< 0.02)
como de ERK2 (p<0.05). (Figura 18).

Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el analisis por

densitometria de la MAPK ERK 1/2 no fosforilada (proteina total, Figura 19).
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DISCUSION

Los cisteinil-leucotrienos son mediadores quimicos lipidicos responsables de
producir obstrucciéon de las vias aéreas en humanos. Se sabe que los leucotrienos
son mil veces mas potentes para producir contraccién que la histamina en el
musculo liso de las vias aéreas de humanos y cobayos (Dahlen y col., 1983). Sin
embargo, en algunos tejidos como el musculo liso traqueal de mono los LTs son
menos activos que la histamina (Smedegard y col., 1982), e inclusive en vias
aéreas de perro, cerdo y rata los LTs tienen una actividad menor o ninguna (Krell y
col., 1981, Abela & Daniel, 1994, Setoguchi y col.,, 2001). Esto sugiere la
existencia de una considerable variacion en la respuesta de contraccion a los LTs
entre las diferentes especies. Por lo tanto, decidimos realizar algunos
experimentos para demostrar que en el musculo liso traqueal de bovino se
encuentran receptores a LTs. Los resultados que obtuvimos mostraron que tanto
el LTC4 como el LTD4 contraen de manera modesta el musculo liso traqueal de
bovino. Asimismo, tambien encontramos que la movilizaciéon de Ca?* inducido por
el LTDs (32 nM) era pequena, lo cual fue equiparable con su respuesta de
contraccion (Figura 4).

Es bien conocido que para iniciar la contraccion del musculo liso es necesario
que primero exista un incremento en las [Ca®*]i. Sin embargo, Accomazzo y col.
en el 2001 demostraron que el LTD4 producia contracciéon del musculo liso
bronquial de humano con solo cambios muy pequefios en las concentraciones
intracelulares de Ca?* intracelular y concluyeron que esta contraccion se daba a
través de la activacion de mecanismos independientes a Ca®’, tales como la
activacién de la PKC-¢. Es muy probable, que la contraccién inducida por el LTD4
en el musculo liso traqueal de bovino se presente también a través de estos
mecanismos independientes de Ca®". Sin embargo, se requiere de mayor
investigacion al respecto para corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, MK-571 inhibié casi completamente la contraccion inducida por
el LTD4 (Figura 5). Estas evidencias nos sugiere la existencia de receptores a LTs

en este tejido.
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Los mecanismos inducidos por estos leucotrienos para producir la contraccion
del musculo liso han sido ampliamente estudiados y son similares a los descritos
para los agonistas colinérgicos. Sin embargo, hay pocos estudios en los cuales se
demuestre que estos leucotrienos potencien el efecto de contraccién generado por
agonistas histaminérgicos y/o colinérgicos (hiperrreactividad). En este trabajo
encontramos que el LTD4 no modificé la respuesta de contraccion producida por el
carbacol (Figura 6). Estos resultados en cierta forma contrastan con lo reportado
en las vias aéreas de sujetos asmaticos donde se ha encontrado hiperreactividad
a la metacolina (Wubbel y col, 2004). Por lo tanto, la incapacidad del LTD4 para
inducir hiperreactividad a carbacol sugiere que, otras moléculas diferentes a LTD4
pudieran estar involucradas en la generacion de hiperreactividad de las vias
aéreas, probablemente a través de diferentes mecanismos. Por ejemplo,
Deshphane y col. (2003) encontraron que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) induce hiperreactividad a la acetilcolina (ACh) en células de musculo liso de las
vias aéreas de humano, la cual parece estar mediada a través de un incremento
en la produccién de CD38/cADP ribosa, una via que involucra la liberacion de Ca?*
del RS a través de la activacion del receptor-canal a rianodina (RyR). Por lo tanto,
es muy probable que durante la hiperreactividad de las vias aéreas, cada
mediador quimico involucrado en el fendbmeno esté induciendo un mecanismo
diferente.

Es bien conocido que la L-cisteina es un inhibidor de la aminopeptidasa,
enzima capaz de biotransformar al LTD4 en LTE4, el cual es un metabolito inactivo.
En 1991 Ro y col. encontraron en traqueas de cobayo sensibilizadas pasivamente
con IgG1, que la presencia de 10 mM de L-cisteina producia una disminucion en la
formacion de LTE4, con acumulacion de LTD4 en el liquido de perfusion. Por otro
lado, Back y col. (2001), encontraron que LTD4 producia contraccion del musculo
liso traqueal de cobayo y en presencia de L cisteina (5 mM) potenciaba
significativamente la contraccién inducida por este eicosanoide. Asimismo, cuando
el metabolismo de [°H]-LTD4 a [°H]-LTE, fue inhibido con 5 mM de L-cisteina, ellos
encontraron un incremento en la concentracion de [°H]-LTD, hasta de un 90% del

total de los leucotrienos y una disminucién significativa de [°H]-LTE4. En este
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contexto, nosotros encontramos que la L-cisteina (6 mM) causaba un
desplazamiento hacia la izquierda de la curva concentracion-respuesta a la
histamina (Figura 8), es decir produjo hiperreactividad. Una posible explicacion a
este fenomeno es que este inhibidor permite la acumulacion de LTD4 enddgeno y
por lo tanto puede producir el mismo efecto del LTD4 exdgeno en las tiras de
musculo liso traqueal de bovino.

El hecho que el LTD4 produjo hiperreactividad a la histamina y no al carbacol
nos llevo a preguntarnos si existia alguna diferencia en cuanto a los mecanismos
inducidos por ambos agonistas para producir contraccion. El inicio de la
contracciéon del musculo liso traqueobronquial depende del incremento del Ca?*
citosolico. Los mecanismos responsables de llevar a cabo dicha accion son
variables y dependen del estimulo aplicado. En el caso de los agonistas
colinérgicos, que son los mas estudiado, producen los siguientes efectos via la
estimulacion de los receptores muscarinicos (Ms): a) liberacion de Ca®* del RS por
la via de 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) (Baron y col., 1984; Montafo y col., 1996;
Bazan y col. 1998) y b) entrada de Ca** extracelular a través de canales operados
por receptor y por canales dependientes de voltaje tipo L (Montafo y col., 1996;
Janssen y col., 1997; Fleischmann y col., 1997). Por otro lado, los agonistas
histaminérgicos también liberan Ca?* del RS por la via de IPs;, pero se ha
propuesto que el incremento de las [Ca®*]i depende principalmente de la entrada
de Ca*" extracelular (Kannan y col., 1987). En este estudio encontramos que eL
LTDs no modificd la respuesta de contraccidn ni los incrementos de [Ca®']i
inducidos por el carbacol, pero si produjo hiperreactividad a la histamina al
incrementar la respuesta de Ca?" intracelular y contracciéon maxima (Figura 9 y
10). Se conoce que ambos agonistas comparten mecanismos de transduccion
similares, pero es bien conocido que la respuesta muscarinica a diferencia de la
histaminérgica, depende fuertemente de la produccién de IP; con la subsecuente
liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico (Baron y col., 1984; Bazan-Perkins y
col., 1998). Asimismo, y como ha sido observado por otros (Kannan y col., 1987),
encontramos que la participacion de los canales de Ca®* tipo L en la respuesta de

contraccion a agonistas muscarinicos es minima, mientras que la tension
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desarrollada por la histamina depende principalmente de pozas de calcio
extracelular.

Nosotros descartamos que el incremento en la respuesta de calcio intracelular
a la histamina inducido por LTD,4 fuera debido a la participacion de los canales de
Ca?* tipo L, ya que la incubacién del tejido con LTD4 no modificé los cambios de
Ca?* inducidos por KCI. Sin embargo este leucotrieno incrementd la respuesta de
contraccion inducida por el KCI (Figura 9 y 10). Estos hallazgos sugieren que el
aumento en la tension del musculo liso de las vias aéreas producido por la
histamina no fue debido a un incremento en la entrada de calcio extracelular y que
otros mecanismos, probablemente a través de procesos de fosforilacion pueden
estar involucrados.

El aumento en la reactividad a KCI inducido por el LTD,4 fue anulado por la
genisteina, sugiriendo la participacion de la via de la cinasa de tirosina. Sin
embargo, la genisteina también produjo una reduccién significativa de la respuesta
de KClI, por eso no esta claro hasta que punto la disminucion de la hiperreactividad
inducida por LTD4 causada por la genisteina fue el resultado de un efecto directo
de este farmaco sobre la respuesta de KCI. Por otro lado, en un estudio reciente,
Setoguchi y col. (2001) exploraron por primera vez los posibles mecanismos para
explicar la hiperreactividad inducida por LTC,4 en tiras de musculo liso traqueal de
cerdo. Ellos encontraron que la preincubacion de LTC4 casi duplicaba la respuesta
de contraccion a 40 mM de KCI sin afectar el cociente de fluorescencia de Ca®* y
que la via de la rho-cinasa era responsable de este fendmeno. También
encontraron que la genisteina no modificaba la hiperreactividad inducida por el
LTC4 a KCI. A pesar de que estos resultados difieren de los nuestros con respecto
a la participacion de la cinasa de tirosina en la hiperreactividad inducida por los
leucotrienos al KCIl, es muy probable que esta diferencia se deba a que se
utilizaron diferentes especies.

Por otro lado, se ha descrito, en diversos estudios, que la cinasa de tirosina
esta involucrada en la contraccién del musculo liso y la movilizacion de Ca?*. Esta
cinasa esta acoplada a una cascada de fosforilacion de proteinas que incluye a las

cinasas activadoras de mitégenos (MAPK: ERK 1/2). Se ha sugerido que las
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MAPK regulan la miosina indirectamente a través de caldesmon (Somlyo y col.,
2003; Gethoffer y col., 1997). En diversos trabajos se han utilizado inhibidores de
estas cinasas tales como genisteina y tirfostina y se ha demostrado que estos
compuestos atenuan la contraccién del musculo liso inducido por factores de
crecimiento y diferentes péptidos vasoactivos (Srivastava y col., 1997). Ademas, la
participacion de la cinasa de tirosina en la actividad del LTD4 ha sido postulada
para explicar su efecto contractil sobre el musculo liso (Snetkov y col., 2001; Wong
y col., 1997). En este contexto, nosotros encontramos que los cambios inducidos
por LTD4 en las tiras de musculo liso y en miocitos fueron anulados por genisteina
(Figura 11).

A pesar de que la genisteina es considerada como un inhibidor de la via de la
cinasa de tirosina, también posee otros efectos no especificos (Geissler y col.,
1990). Por lo tanto, para descartar tales acciones no especificas, utilizamos
daidzeina (control negativo), una sustancia que tiene todos los efectos de la
genisteina excepto la capacidad de inhibir a la cinasa de tirosina. Nosotros
encontramos que la genisteina, pero no la daidzeina, anulé la hiperreactividad
inducida por el LTD4 a la histamina tanto en el incremento de calcio como en la
contraccion. Estos resultados nos sugieren la participacion de la via de la cinasa
de tirosina en este fendbmeno (Figura 11 y 12). Esta posibilidad fue corroborada
por el analisis de fosforilacion de las MAPK ERK 1/2 (estas proteinas forman parte
de la cascada de cinasas activadas via la cinasa de tirosina). En estos
experimentos encontramos que la preincubacion de los tejidos con LTD4
notablemente incrementa la cantidad de proteinas fosforiladas de ERK 1/2 (Figura
18).

Se sabe que el LTD,4 actua a través de su receptor cys-LT1 (Dumitriu y col.,
1997; Snetkov y col., 2001; Accomazzo y col., 2001) que se encuentra acoplado a
proteinas G, especificamente Gq (Howard y col., 1992) y actualmente esta bien
documentado que existe una comunicacién cruzada entre la via de senalizacion
de los receptores acoplados a proteinas G y la via de la cinasa de tirosina (Jin y
col.,, 1996; Tolloczko y col., 2000). Esta situacion significa que el LTD4 puede

estimular ambas vias de sefalizacidon, es decir, la tradicional que involucra la
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liberacién de Ca** del RS y la cinasa de tirosina. Un gran nimero de estudios en el
musculo liso han demostrado que una consecuencia de la activacion de ERK 1/2
es la fosforilacion de caldesmon (Gethoffer y col., 1997; Hedges y col., 2000). La
funcion de caldesmon es inhibir la interaccion de los filamentos de actina y miosina
mediante la inhibicibn de la ATPasa de miosina y de esta forma evitar la
contraccion, cuando caldesmon es fosforilado su efecto inhibitorio desaparece
permitiendo la contraccion del musculo liso (Katsuyama y col., 1992). Por lo tanto,
si LTD4 induce la activacion de ERK 1/2, entonces pudiera estar produciendo la
fosforilacion de caldesmon, facilitando la contraccion. Por lo tanto, este efecto del
LTD,4 puede constituir uno de los mecanismos involucrados en la hiperreactividad
inducida por este compuesto a la histamina.

También encontramos que por si solo el carbacol es capaz de inducir una
fosforilacion intensa de ERK 1/2, y que en presencia de LTD4s no aumentd esta
accion, lo cual esta de acuerdo con la falta de efecto de este eicosanoide sobre la
contraccion inducida por carbacol. En contraste, la histamina no modificé los
niveles basales de fosforilacion de ERK 1/2, pero un notable aumento de este
efecto puede ser observado cuando los tejidos de musculo liso fueron incubados
con LTD4 (Figura 18). Estos resultados podrian explicar el aumento de la
respuesta a histamina cuando los tejidos fueron preincubados con LTDj,.

Hasta este momento, los hallazgos anteriores nos sugieren que el mecanismo
de fosforilacién implicado en el incremento de contraccidon del musculo liso
traqueal de bovino inducido por el LTD4 a la histamina es a través de la via de la
cinasa de tirosina, pero qué mecanismos estaran implicados en el incremento del
pico de Ca?" intracelular en el fenémeno inducido por el LTD4;? Como lo
mencionamos anteriormente, la participacion de los canales de Ca®* tipo L en la
hiperreactividad inducida por el LTD, fue descartada. Por otro lado, es bien
conocido que la respuesta colinérgica depende fuertemente de la produccion de
IPs, con la subsecuente liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (RS) (Baron
y col., 1984; Bazan-Perkins y col., 1998), mientras que la contraccién inducida por
histamina depende principalmente de fuentes de Ca®" extracelular (Figura 14).

Aunque la histamina puede inducir la produccion de IP;, la cantidad de este
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segundo mensajero es mucho mas baja que la cantidad producida por agentes
muscarinicos (Bazan-Perkins y col., 1998: Rueda y col., 2002). Ademas, se ha
descrito en el musculo liso de la vejiga que la actividad de la ATPasa de Ca®* del
RS es requerida para una apropiada respuesta a la histamina, pero no asi para la
estimulacién colinérgica (Aguilar-Maldonado y col., 2003; Rueda y col., 2002). En
este contexto, encontramos que la ATPasa de Ca?* del RS juega un papel
fundamental en el caso de histamina, ya que cuando deterioramos parcialmente
esta bomba con acido ciclopiazonico (CPA, bloqueador de la bomba de Ca** del
RS) disminuyd hasta un 65% la respuesta de Ca?* inducida por este agonista. Sin
embargo, afecté minimamente la respuesta a carbacol (5.4%) (Figura 16).

Estos hallazgos nos llevaron a preguntarnos si el incremento en el pico
transitorio de Ca** inducido por LTD4 a la histamina participaba la ATPasa de Ca**
del RS. Nosotros encontramos que el LTD4 produjo un incremento significativo en
la actividad de la ATPasa de Ca** del RS (Figura 17), lo cual podria explicar el
porque este eicosanoide incrementd el pico transitorio de Ca®" inducido por la
histamina sin afectar la respuesta al carbacol. Asimismo, también encontramos
que la genisteina disminuyd significativamente el incremento en la actividad de la
ATPasa de Ca®*" del RS inducida por el LTD4s. Un mecanismo que explique la
relacién entre la via de la cinasa de tirosina y la actividad de la bomba de Ca** no
ha sido descrito atin. Se conoce que la ATPasa de Ca** puede ser inhibida por el
fosfolamban (proteina que en su estado no fosforilado inhibe la actividad de la
ATPasa del RS), pero tal efecto inhibitorio finaliza cuando esta proteina es
fosforilada por la cinasa de proteina A (PKA) dependiente de AMPc, por la cinasa
de proteina G (PKG), por la PKC, o la cinasa dependiente de calmodulina
(Cornwell y col., 1991; Nobe y col., 2001; Grover y Khan, 1992). En este sentido,
también se ha postulado que la cinasa dependiente de calmodulina fosforila
directamente a la bomba de Ca?* activandola (Grover y col., 1996). De acuerdo a
lo anterior, puede ser posible que la via de la cinasa de tirosina, juegue un papel
similar como las cinasas de proteina mencionadas previamente, ya que podria

fosforilar a fosfolamban o fosforilar directamente a la bomba y como consecuencia
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incrementar la actividad de la ATPasa de Ca®**. Sin embargo esta posibilidad
tendria que ser demostrada.

La cinasa de proteina C (PKC) es un componente central en el metabolismo
de los fosfolipidos en la membrana plasmatica. En el musculo liso la PKC se
considera que juega un papel significativo en mediar respuestas celulares tales
como crecimiento celular, diferenciacion, e hipertrofia. Ademas de estas funciones,
esta implicada en la regulacion de la sefalizacion de calcio inducida por agonistas
(Smeets y col.,, 1998). Se considera que la PKC esta involucrada en la fase
sostenida de la contraccion del musculo liso al incrementar la sensibilidad de la
maquinaria contractil (Rasmussen y col., 1987; Al-Hassani y col., 1993; Gerthoffer,
1991; Roux y col., 1995). Sin embargo, nosotros encontramos que los cambios
inducidos por el LTD,4 a las respuestas producidas por la histamina en las tiras de
musculo liso traqueal de bovino no fueron modificados por la estaurosporina ni por
la cheleritrina, sugiriendo que la PKC no participa en la hiperreactividad inducida
por el LTDg.

En conclusion nuestros  resultados sugieren que el LTDs induce
hiperreactividad a la histamina en el musculo liso traqueal de bovino a través de la
activacién de la via de la cinasa de tirosina, probablemente por la activacién de las
MAPK ERK 1/2, e incrementar la actividad de la ATPasa de Ca®" del RS. Los

canales de Ca®" tipo L parecen no participar.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo encontramos que el LTD,4 induce hiperreactividad a la histamina
pero no al carbacol. Estos hallazgos experimentales nos permiten proponer que
los mediadores quimicos involucrados en producir hiperreactividad de las vias
aéreas, tales como el LTD4, TXAz, PGD, y TNF-a, parecen tener mas bien efectos
especificos y que cada una de estas substancias podrian tener una via de
sefnalizacion independiente. Esta situacion explicaria el porque los antagonistas de
los leucotrienos estan clasificados como ahorradores de esteroides en el
tratamiento del asma.

Por otro lado, aunque en este trabajo describimos algunos de los
mecanismos involucrados en la hiperreactividad producida por el LTD4, aun
quedan cabos sueltos que requieren de nuestra atencién por lo que en un futuro
préximo exploraremos si la activacion de la cinasa de tirosina por el LTDy4, via las
MAPK ERK 1/2, fosforilan al fosfolamban o actuan directamente sobre la ATPasa
de Ca** del RS. Asimismo, investigaremos si estas cinasas fosforilan al
caldesmon en el musculo liso de la via aérea como ha sido reportado en otros

tejidos.
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Publicacién generada por esta tesis:

Veronica Carbajal, Mario H. Vargas, Edgar Flores-Soto, Erasmo Martinez-
Cordero, Blanca Bazan-Perkins and Luis M. Montafio. LTDs; induces
hyperresponsiveness to histamine in bovine airway smooth muscle: role of
SR-ATPase Ca?" pump and tyrosine kinase. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 288: L84-L-92, 2005.
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