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Resumen

El asma es una enfermedad en donde la inflamacién, obstruccidon reversible vy
contraccion excesiva (hiperreactividad) del musculo liso de las vias aéreas son componentes
fisiopatoldgicos constantes. Dicha contraccién del musculo liso depende del ion calcio (Ca®")
que es regulado fundamentalmente por la bomba de Ca®* del reticulo sarcoplasmico (SERCA,
por sus siglas en inglés). Se ignora si la inflamacién podria inducir alteraciones en la expresion
de SERCA. Esta bomba es un importante modulador de la fisiologia muscular, pues la

disminucién de su actividad, ademas de incrementar la magnitud de la contraccion, puede

inducir diferenciacién celular, hipertrofia e hiperplasia muscular.

Nuestro objetivo fue determinar si la expresion de SERCA en miocitos traqueales se
correlaciona con la magnitud de la hiperreactividad y la inflamacién de las vias aéreas en un

modelo de asma alérgica en el cobayo.

Resultados: A partir del primer reto, los cobayos presentaron broncoobstruccion
transitoria, que al menos triplico el indice de broncoobstruccion (iB) basal e hiperreactividad
de las vias aéreas a la histamina. Estas alteraciones mantuvieron la misma magnitud hasta el
duodécimo reto. El iB basal obtenido antes de los retos, fue incrementandose
progresivamente hasta alcanzar significancia estadistica desde el noveno reto (P<0.05). La
expresion de SERCA e IL-13 en los miocitos traqueales no presentaron modificaciones
significativas con respecto al control. Sin embargo, la magnitud de la expresion de SERCA
correlaciond directamente con la expresion de IL-13 en los miocitos (0.48, P<0.05), y
negativamente con la magnitud de la hiperreactividad a la histamina (0.50, P<0.05) y la
obstruccion basal (-0.66, P<0.05). Con estos resultados concluimos que el incremento
sostenido de los niveles de Ca®" intracelular se debe probablemente a la baja expresién de
SERCA, y que este mecanismo podria tener un papel importante en el aumento del tono y la
reactividad de la via aérea. Adicionalmente, es probable que la hiperreactividad se desarrolle

en un fenotipo de musculo liso de la via aérea no-sintético.



Abreviaturas

16n Calcio

Inositol 1,4,5-trifostafo

Ovoalbumina

]

Solucidn salina fisioldgica

indice de broncoobstruccién
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IL-13

Dosis provocativa 200

Interleucina 13

SERCA

Bomba de Calcio del Reticulo Sarcoplasmico
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Bioxido de Carbono

Oxigeno

PLCB

Inmunoglobulina E

Fosfolipasa C

PIP2

DAG

Fosfatidinositol 4,5 bifosfato

Diacilgricerol

(Ca%)i

Reticulo Sarcopldsmico

Concentraciones de calcio intracelular




Introduccion.

Vias aéreas
La ventilacion es el proceso por el cual un organismo obtiene oxigeno del medio, con el

objetivo de abastecer sus necesidades metabdlicas. Esto lo realizan a través del aparato

respiratorio que estd integrado por las vias aéreas y los pulmones (Garcia & Carballo, 2007).

Se entienden como vias aéreas los conductos por donde entra y sale el aire del
organismo, éstos son los encargados de conducir dicho aire inhalado hasta la zona de
intercambio gaseoso, ademds de calentar, humidificar vy filtrar, protegen al organismo contra
particulas inhaladas. Estas caracteristicas pueden ser realizadas gracias a un revestimiento de

epitelio productor de moco, cilios y células del sistema inmune. (Gonzalez & Suarez, 2008).

El aire inhalado entra en contacto primero con las vias aéreas superiores que constan
de las fosas nasales, faringe, laringe y traquea cervical. Las vias aéreas inferiores estan
constituidas por la trdquea, bronquios y bronquiolos en todas sus ramificaciones, hasta llegar a
los alveolos pulmonares, los cuales tienen una funcién vital, que es intercambiar biéxido de

carbono (CO,) por oxigeno (0,) (Gonzélez & Suarez, 2008).

Los pulmones son sacos eldsticos muticamerales que se encuentran recubiertos por
capas membranosas llamadas pleura visceral y parietal que estdn formadas por las costillas y el
diafragma. Durante la respiracion normal, la caja tordcica se expande y contrae mediante la
accion de una serie de musculos esqueléticos: diafragma y musculos intercostales internos y
externos, esto con la finalidad de movilizar el aire desde el ambiente hasta los alveolos
pulmonares y viceversa. Las contracciones de estos musculos estan determinadas por la
actividad de motoneuronas controladas por el centro respiratorio ubicadas en el bulbo

raquideo, (Ganong, 2002).

Esta movilizacién debe vencer dos resistencias: la resistencia eldstica del pulmdén que
se opone a la distencidn y la resistencia de las vias aéreas que se opone al paso del aire
(Vargas, 2009). El aumento de volumen toracico reduce la presion alveolar lo que induce que
el aire penetre hasta llegar a los 300 millones de alvéolos que representan la porcion
respiratoria pulmonar, es aqui donde se realiza el intercambio gaseoso (Ganong, 2002). Los
alvéolos son sacos interconectados y cerrados por un extremo, la superficie total de contacto
que el pulmén mantiene con el medio exterior es aproximadamente de 85 m” (Génzalez &

Suarez, 2008).



Cuando las vias aéreas estan expuestas a contaminantes en el aire como son el tabaco,
0zono o aun a alérgenos, se incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades respiratorias
como el asma. En particular, el asma es una de las enfermedades respiratorias mas comunes
en la poblacién, en general y se sabe qué factores como la obesidad, la disminucion de
ejercicio, los cambios en la dieta son posibles contribuyentes al aumento de la incidencia en

esta enfermedad (Selgrade et al., 2006).

El asma es un problema mundial que afecta a aproximadamente a 300 millones de
(GINA, 2009). En nuestro pais mediante cuestionarios estandarizados aplicados en varias
escuelas de ciudades mexicanas, se observd una prevalencia de asma del 4,5% y 12,6% en el
Instituto Mexicano del Seguro Social. Durante el 2006 se realizaron 600,000 consultas por
asma, ademads de proporcionar atencion hospitalaria a casi 270, 000 casos de exacerbaciones

por esta enfermedad (IMSS, 2010).

Asma

El asma es un trastorno de las vias aéreas donde la alteracién funcional bdsica es la
obstruccion del flujo aéreo, causada por la disminucién del calibre en especial cuando se
realiza la espiracién (Vargas, 2009). En el asma participan diversas células y elementos
celulares que se caracterizan por inflamacién, obstruccién y una gran reactividad
(hiperreactividad) de las vias aéreas, teniendo como resultado una enfermedad compleja,
heterogénea y variable (Kim, DeKruyff, & Umetsu, 2010). Fisiopatolégicamente el asma se
caracteriza por episodios recurrentes de sibilancias, disnea, opresiéon toracica y tos,
principalmente por las noches o durante las primeras horas de la mafiana. Este tipo de eventos
estan asociados a la obstruccidén generalizada pero variable en el flujo aéreo, esta es reversible

con tratamiento o de manera espontanea (GINA, 2009).

Existen diversos factores que hacen susceptible a un individuo a desarrollar asma,
como son genéticos y ambientales sin embargo la edad, dieta, sexo y estilo de vida del
individuo pueden estar contenidos en esta tendencia al desarrollo de la enfermedad (Selgrade
et al., 2006). A pesar de tener importantes componentes genéticos y ambientales, la
patogénesis del asma no es clara, su definicién es descriptiva. En consecuencia y al no tener
una definicidon esclarecida del fenotipo de asma existe una inclinacién hacia las caracteristicas

gue son medidas como la atopia e hiperreactividad (GINA, 2009).



La atopia se entiende como la predisposiciéon hereditaria a producir cantidades
excesivas de inmunoglobulina E (IgE) especifica. El individuo atépico es aquel que presenta
altos niveles de Igk, especifica para alérgenos. Sin embargo esta predisposicidon genética no
estd claramente descrita hasta ahora, ya que no se sabe del todo la funcién de los genes

asociados con el asma (Gonzalez & Suarez, 2008).

Otra de las caracteristicas constantes en el asma es la inflamacion, la cual esta
determinada por la participacion de un gran ndmero de células inflamatorias como los

linfocitos T, células del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il presentes en los

linfocitos B, entre otras células presentadoras de antigenos. Todo esto depende de la forma y
el sitio de ingreso del alérgeno, lo cual puede ser por inhalacidn, ingestién, inyeccion o a través
de la piel (Garcia & Carballo, 2007) estos multiples mediadores daran lugar a caracteristicas

fisiopatoldgicas (GINA, 2009).

El factor causante mas conocido para el desarrollo de este trastorno es la exposicién a
alérgenos en individuos que presentan atopia, aunque las infecciones virales, humo de tabaco,
dieta, sensibilizadores ocupacionales y la contaminacion también pueden contribuir a la
generacion del asma (Selgrade et al., 2006). Se podria definir la palabra alergia como una
respuesta alterada del sistema inmune ante este tipo de exposicidn a alérgenos. Por esta razén

se conoce al asma alérgica como extrinseca (Génzalez & Suarez, 2008).

Una de las causas mayor conocidas para provocar la instalacién de un cuadro asmatico
en sujetos atdpicos, es la exposicidn a alérgenos, aunado a una gran susceptibilidad para el
establecimiento y expresion de esta enfermedad. Este montaje y episodios de asma pueden
ser causados por muchos factores como exposicidon a alérgenos, contaminantes o virus, cada
uno de estos puede inducir a una respuesta inflamatoria (Bousquet et al., 2000). Sin embargo
muchos son los casos donde esta reaccion no esta relacionada con alérgenos, sino con el
desarrollo de una sensibilidad a acido acetilsalicilico, poliposis nasal y dependencia a
esteroides (Garcia & Carballo, 2007). Este tipo de asma no alérgica es también conocida como
intrinseca. El asma intrinseca es menos frecuente que la extrinseca y salvo por la presencia de
atopia es clinica, inmunoldgica y fisiopatoldégicamente similar al asma alérgica (Génzalez &

Sudrez, 2008).

Cuando el individuo sensibilizado se expone al alérgeno presenta un bronco espasmo,
el cual es una obstruccién que se atribuye a la contraccion del musculo liso, ademds aumenta
la sintesis de moco, ocasionando un taponeo de la via aérea y un engrosamiento de la pared

traqueal dado por la inflamacidn. La inflamacién estd caracterizada por un predominio de
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eosinodfilos, ademas de la participacion de células T, neutrdfilos, mastocitos, células cebadas,

etc. (Vargas, 2009).

La inflamacién se presenta como una respuesta natural del organismo ante algun
patdgeno, los tipos celulares que intervienen en esta reaccion juegan un papel importante en
la expresion de esta enfermedad, estd se inicia cuando un estimulo fisico o quimico produce
episodios, crisis o exacerbaciones que se manifiestan con sintomas respiratorios. Las
exacerbaciones pueden ser producidas por alérgenos en el asma extrinseca y por no alérgicos

en el asma intrinseca (Gonzalez & Suarez, 2008).

Inflamacion

El asma es una enfermedad inflamatoria acompanada de importantes cambios
anormales sobre el tejido de la via aérea como hiperplasia de las glandulas submucosas,
neovascularizacion, fibrosis subepitelial, e hipertrofia del musculo liso. Estas son caracteristicas
consistentes en el cambio de la arquitectura de la via aérea. Este proceso es conocido como

remodelacion (Mahn, 2009).

La inflamacién es reconocida como un componente clave dentro de la patologia del
asma, lo cual nos ha llevado a poner atencién en la heterogeneidad de la composicién celular
liberada en esta enfermedad. Teniendo tres tipos celulares predominantes eosinodfilos,

neutrdfilos y granulocitos (King & Moores, 2008).

El proceso inflamatorio es un mecanismo vascular y celular en donde el tejido
responde ante una agresion o lesidn, para que este tipo de respuesta se desarrolle es
necesario algun tipo de estimulo inflamatorio, que en la mayoria de los casos es beneficioso
para el huésped. Este proceso tiene como finalidad controlar y erradicar el agente infeccioso
mediante el reclutamiento de elementos celulares del sistema inmunitario, evitando la
diseminacion del agente mas alld del sitio infectado, mediante la cascada de inflamacion

(Abbas et al., 2008).

Este proceso alérgico inicia cuando un alérgeno es endocitado y presentado por
macrofagos o células dendriticas a los linfocitos T inmaduros, estos maduran y tienen una
interaccion con los linfocitos B para producir el anticuerpo IgE que es especifico para el

alérgeno. Cuando este anticuerpo se une a su receptor de alta afinidad FceRl el cual esta
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expresado en la membrana de mastocitos, basdfilos, eosindfilos, macrofagos y otras células se

dice que el individuo se encuentra sensibilizado (Garcia & Carballo, 2007).

Sin embargo la expresion del asma se da posteriormente a este suceso al existir un
segundo contacto del antigeno con la célula sensibilizada y este es reconocido. Este tipo de
alérgenos son procesados como cualquier otro y presentados a los linfocitos Th2; los cuales
abundan en este tipo de respuesta. El contacto subsecuente con el alérgeno desencadena
varias vias de transmisién de sefiales dentro de la célula, que inducen una desgranulacién de
los mediadores de las células cebadas como histamina, factor activador de plaquetas,
leucotrienos y prostaglandinas en mastocitos y basdfilos sensibilizados. Lo anterior caracteriza
tanto el asma extrinseca como el asma intrinseca. Por lo tanto la inflamacién es uno de los
elementos mds importantes en la fisiopatologia del asma presentandose una eosinofilia y un

importante incremento en la poblacidn de linfocitos Th2 (Garcia & Carballo, 2007).

Los linfocitos th2 tienen la capacidad de secretar distintos tipos de mediadores inflamatorios,
entre ellos se encuentran las interleucinas, especificamente la interleucina 13 (IL-13) e
interleucina 4 (IL-4). Abundante evidencia ha demostrado que la IL-13 dirige muchos de los
procesos que intervienen en la respuesta del asma alérgica como la sintesis de IgE (Ingram &
Kraft, 2012). La IL-13 es un contribuyente importante en el desarrollo de la respuesta alérgica,
su inhibicién se puede considerar como una aplicacién terapéutica importante en la
prevencion de la obstruccion nasal persistente en el asma, se ha observado que en ausencia
de esta interleucina, ratones fueron incapaces de producir células calciformes, responsables de
la produccién en exceso de moco en el asma, ademas de no poder recuperar los niveles

basicos de IgE (Shazia et al., 2003)

Interleucina 13

La IL-13 juega un papel importante dentro del proceso inflamatorio debido a que su liberacidn
en las vias aéreas promueve la supervivencia y migracion de eosinofilos, activacion de
macroéfagos, incremento en la permeabilidad, produccién de moco y 6xido nitrico por las
células epiteliales de la via aérea y transformacién de fibroblasto a mioblasto, que conducen a
la deposicidn de coldgeno, también estimula la hiperreactividad de las vias aéreas y sintesis de
IgE (Grunstein et al., 2002; Ingram & Kraft, 2012). Sin embargo muchas otras células estan
implicadas en la participacion de la respuesta alérgica, lo que nos podria proporcionar

diferentes fenotipos de esta enfermedad (Ingram & Kraft, 2012).
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De acuerdo con el tipo celular, la IL-13 tiene diferentes efectos. Por ejemplo, mientras
se le ha dado un papel importante en la inflamacién, también se reconoce que puede inhibir la
produccién de mediadores proinflamatorios en miocitos y macrofagos (Gurjit & Khurana,

2003).

Existe evidencia en donde se observa que los cambios en la estructura de la via aérea o
remodelacion de la misma se deben probablemente al proceso de inflamacién. Existen
hipdtesis donde se menciona que la remodelacidon de las vias aéreas, es un componente
central en el desarrollo de la obstruccion del musculo liso (Ward et al., 2002) teniendo como
consecuencia una obstruccién del flujo aéreo, siendo esta la alteracién funcional bésica dentro

del asma (Vargas, 2009).

Musculo liso de la via aérea

La obstruccién del flujo aéreo en las vias aéreas se puede presentar de manera
episodica, crisis o exacerbacion asmatica. Esta obstruccion es consecuencia de una
disminucién en el calibre del musculo liso de la via aérea principalmente durante la espiracion

(Vargas, 2009).

La broncoobtruccién esta caracterizada por contraccion de musculo liso
(broncoespasmo) aunado a una liberacién de mediadores, reduciendo asi el calibre de la via
aérea, principalmente en bronquiolos. Ademds de la contraccién, estan presentes
caracteristicas constantes en este trastorno como la inflamacion y la remodelacion
ocasionados por edema, hiperplasia de las glandulas submucosas, neovascularizacién y fibrosis

epitelial, y engrosamiento de la pared (Vargas, 2009).

Hiperreactividad

La respuesta alérgica estd sumamente relacionada con la hiperreactividad de la via
aérea, podemos considerar la palabra alergia como una respuesta alterada ante un estimulo
subsecuente. Dentro de esta patologia se presenta el asma extrinseca e intrinseca (Garcia &

Carballo, 2007).
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La sensibilidad de las vias aéreas la conocemos como un lapso en el cual el espacio de
la luz de la via se reduce después de una exposicion a un agonista contractil. Asi la
hiperreactividad es el incremento en la habilidad de desarrollar esta respuesta. La
hiperreactividad de las vias aéreas consiste en un incremento en la sensibilidad con una
contraccion mas facil y rapida de la via aérea, hacia un agonista contractil (O'Byrne & Inman,

2003).

La hiperreactividad puede ser provocada por estimulos directos o indirectos.
Conocemos como estimulos directos aquellos agonistas contractiles que actuan directamente
sobre los receptores del musculo liso de la via aérea, provocando una broncoobstruccién,
como son metacolina e histamina entre otros. Por otro lado tenemos los métodos indirectos,
gue pueden ser desencadenados por, adenosina ejercicio, hiperventilacion con aire frio o aire
seco; estos actlan a través de una o mas vias se sefalizacidn intermedias liberando
mediadores contractiles provenientes de las células inflamatorias presentes en la via aérea

(Cockcroft, 2010) y al igual que los estimulos directos provocan una broncoobstruccién.

La hiperreactividad puede ser determinada mediante la administraciéon de agonistas
que estimulan la contraccién del musculo liso de las vias aéreas; al evaluarla con una curva de
dosis-respuesta. Sin embargo, hoy en dia los procesos involucrados en el desarrollo de la
hiperreactividad no son del todo claros (Cockcroft & Davis, 2006). Sin embargo se ha
demostrado que al inhalar histamina o metacolina se provoca un proceso de
broncoobstruccién el cual es el causante del cierre de la luz en la via aérea (Grootendorst &
Rabe, 2004). Generalmente el grado de hiperreactividad esta relacionado con la severidad en
el asma, en donde a una menor dosis de histamina o metacolina el individuo reacciona de una
forma mads agresiva. Esto se ha evaluado con la caida del volumen respiratorio forzado al primer

segundo (FEV1) como se muestra en la figura 1 (Cockcroft & Davis, 2006).
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Fig. 1. Severidad del asma en relacién con el grado de hiperreactividad. Se observa una curva dosis-respuesta con la caida del
volumen respiratorio forzado al primer segundo (FEV1) a diferentes concentraciones de agonista contractil (O'Byrne & Inman,
2003).

Se conocen varios mecanismos por los cuales se hace presente la hiperreactividad, el
incremento en el numero de eosindfilos es uno de ellos, teniendo como resultado cambios en
la estructura del tejido, el cual incluye dafio epitelial, engrosamiento de la membrana basal, la
liberacion de mediadores con capacidad de provocar contraccion del musculo liso bronquial,
provocado por el engrosamiento de la pared de la via y remodelacion de la misma (O'Byrne &

Inman, 2003).

Existen dos factores principales dentro del desarrollo de la hiperreactividad, el primero
es la reaccion en la fase temprana, la cual es iniciada y caracterizada por la activacion de
mastocitos y basdfilos liberando mediadores proinflamatorios. El segundo factor es la
hiperreactividad persistente la cual estd asociada a cambios en la arquitectura de la via aérea
inducidos por la inflamacién crdnica. A este cambio estructural se le conoce como

remodelacidon de las vias aéreas (Cockcroft & Davis, 2006).

Contraccion del musculo liso

La remodelacidon del musculo liso confiere a este un papel central en los aspectos
clinicos y fisiopatoldgicos en el desarrollo del asma como son una reversible obstruccién de las
vias aéreas, hiperreactividad bronquial dada por estimulos directos e indirectos, inflamacién

cronica y cambios estructurales (Pelaia et al., 2008).
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Al igual que los demas fendmenos de contraccion, la contracciéon del musculo liso de
las vias aéreas depende de los iones de Ca?*, el cual debe tener una precisa regulacion dentro
de estas vias de sefializacidén ya que este contribuye a una larga lista de funciones esenciales
dentro de la célula y en el caso particular del asma a la contraccidon del musculo liso de la via

aérea (Brini & Carafoli, 2009).

La contraccién del musculo liso se da por medio de una cascada de sefializacidn; la cual
comienza con la interaccion del agonista contractil con receptores acoplados a proteinas G, los
que conducen a la activacién de la fosfolipasa C (PLCB); esta hidroliza al fosfatidinositol 4,5
bifosfato (PIP,) produciendo dos nuevos mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) y
diacilgricerol (DAG). El IP3 se une con su receptor en el reticulo sarcoplasmico (RS) y asi liberar
Ca?*; este se une a la calmodulina para formar el complejo Ca?*-calmodulina-cinasa de la
cadena ligera de la miosina, el cual permite la fosforilacién de la cadena ligera de la miosina en
la serina 19, dando como resultado la activacion de la adenosintrifosfatasa de miosina, lo que
facilita la interaccién de los filamentos de actina y miosina, permitiendo la contraccién del
musculo liso de las vias aéreas. Este proceso es terminado mediante la desforforilacién de la
miosina, desactivando la cinasa de la cadena ligera de miosina y en consecuencia el musculo se

relaja (Gunts & Wenwu, 2008).

La respuesta del musculo liso de la via aérea hacia diversos estimulos estd controlada
por cambios en la concentracién de Ca?* libre en el citosol. La proteina SERCA es una de las
principales bombas reguladora de Ca?** en el musculo liso recapturando el Ca?* libre en el

citosol dentro del RS (Mahn et al., 2009).

Serca

Las concentraciones de calcio intracelular (Ca?*)i en las células del musculo liso de las vias
aéreas tienen un primordial rol en la excitacidn y contracciéon del mismo. Se han descrito dos
formas por medio de las cuales el (Ca?*)i se incrementa. Una es por medio del flujo a través de
la membrana dado por receptores operacionales sensibles a voltaje y el otro mecanismo
requiere la liberacion intracelular de Ca?* proveniente principalmente del RS, por medio de la

via IP3 (Bazan et al., 2003).

La proteina SERCA tiene un papel fundamental en el transporte de Ca?* a través de la
membrana del RS pesa alrededor de 110 kDa y es reconocida como uno de los principales

sistema de control de Ca?* citoplasmatico en las células del musculo liso (Mahn, et al., 2009).
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Esta habilidad de remover Ca?* del citosol induce una relajacion del mismo (Brini & Carafoli,

2009).

Esta proteina estd situada sobe la membrana del RS, expresando cuatro principales dominios,
el domino transmembranal también conocido como dominio M, el cual cuenta con 10 hélices
transmembranales (M1-M10), y tres dominios citosélicos, dos de ellos (dominio A y P) estan

conectados con el dominio M. Por ultimo el dominio N, estad conectado con el dominio P (Fig.

2) (Carafoli & Brini, 2009).

Fig. 2. Disposicion de dominios de la bomba de Ca?* SERCA. Sobre la membrana del reticulo sarcoplasmico se observan los

distintos dominios de la proteina: M, A, Py N.

Durante la unién a Ca** y transporte del mismo, esta proteina presenta cambios
conformacionales sobre su estructura, en los cuales se cambia de la conformacion “compacta”
hacia una estructura mas “abierta”. SERCA presenta dos estados (E1 y E2) estos son

caracteristicos por tener una alta y una baja afinidad por el Ca?* respectivamente (Fig. 3).
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Fig. 3. Estados de afinidad de SERCA. Se observa los diferentes estados de alta afinidad (E1) y baja afinidad (E2) hacia Ca®* de la
proteina SERCA donde la unién de ATP, disociacién del mismo en ADP y la unién de un grupo fosfato seran los responsables del
transito de Ca?* a través de la proteina. Este transito culmina con la liberacién de Ca?* hacia el RS. (Modificado de Carafoli & Brini,

2009).

Como se muestra en la figura 4A la proteina al unirse con el Ca** presenta un enderezamiento
en el dominio M5 perdiendo la forma compacta permitiendo asi la unién de ATP, esto ocasiona
una inclinacién del dominio N y teniendo como consecuencia una separacion del dominio Py
A. Como podemos ver en el apartado B de la misma figura el ATP se une entrecruzando los

dominios P y N provocando el contacto entre el dominio P y el dominio A.

Posteriormente el dominio A presenta una serie de cambios conformacionales, primero
tirando hacia arriba y doblando la hélice 1 del dominio M, durante este proceso se obtiene la
liberacion de ADP, para esto es necesario que se lleve a cabo el proceso conocido como
hidrolisis del ATP provocando la apertura de los dominos N y P. Posterior a esto se da una
nueva rotacién del mismo dominio reorganizando las hélices M1 a M6 ocasionando la

liberacion de Ca?* dentro del RS y bloqueando la salida del mismo al citosol (Fig. 4C).

La unidn con otro ion de Ca?* proveniente del citosol volverd a enderezar el dominio M en la

hélice 5 y comenzara el ciclo de recaptura de Ca?* nuevamente (Fig. 4D).
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Fig. 4. Esquema de los cambios conformacionales de SERCA. Los ciclos de reaccién culmina con el transito de Ca?* a través de la

proteina lo que recaptura Ca?* dentro del RS. (Modificado de Carafoli & Brini, 2009).

Se han encontrado 3 distintas isoformas de esta proteina en los mamiferos, SERCA1, SERCA2 Y
SERCAS3 cada una de ellas esta adaptada a funciones especificas. Dentro del musculo liso de las
vias aéreas SERCA2 tiene una mayor expresion y la isoforma SERCA2b es predominante. Las
otras isoformas se encuentran por debajo del nivel de deteccidn. Se sabe que una disminucién
en la captura de Ca?* podria impactar en un amplio rango de funciones del musculo liso de la
via aérea (Mahn, 2009), teniendo una importante determinacién en la hiperreactividad de las

vias aéreas, la cual es una caracteristica fundamental en el asma.
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Justificacion

El asma es una de las enfermedades cronicas tratables mas comunes a nivel mundial.
La prevalencia de la enfermedad en México es del 2.5 al 5%, y se estima que suceden 14.5
muertes por cada 100,000 asmaticos (Global Burden Report, 2005). Una de las caracteristicas
constantes en el asma es el desarrollo de hiperreactividad. La contraccion del musculo liso
juega un rol central en el desarrollo de la hiperreactividad. Se sabe que un regulador
importante de la contraccién muscular es el Ca®* intracelular. Los niveles intracelulares de éste
ion son regulados por una gran cantidad de proteinas, pero en particular se sabe que SERCA
contribuye a ésta regulacion de manera importante; no obstante, poco se sabe sobre la

relacion entre la expresién de SERCA en el musculo liso de las vias aéreas y la hiperreactividad.

Hipotesis
La disminucion de la expresiéon de SERCA puede estar asociada con el desarrollo de

hiperreactividad de las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en el cobayo.

Objetivo
Determinar si la expresidn de SERCA en miocitos traqueales se relaciona con la

magnitud de la hiperreactividad de las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en el

cobayo.

19



Materiales y métodos

Animales
Se utilizaron cobayos machos de la sepa HsdPoc:DH de Harlan México con pesos

aproximados de 350 a 450 g los cuales se mantuvieron en las mismas condiciones de
humedad, temperatura y alimentacién dentro del bioterio del INER con ciclos de 12/12 luz y
oscuridad, aire filtrado a 21+ 1°C y 50-70 % humedad y cama esterilizada. Se alimentaron con
croquetas para cobayo (Harlan S.A. de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Este proyecto fue

aprobado por el comité Etico y cientifico del INER (NUmero de proyecto B27-08).

Sensibilizacion

Durante el primer dia se prepard una solucidon con ovoalbdimina (OVA; 0.06 mg/ml,
Sigma St Louis, EU) e hidroxido de aluminio como adyuvante (1mg/ml; J:T Baker,NJ, EU)
disueltos en 20 ml de solucién salina fisioldgica (SSF) y posteriormente se les inyecto 1 ml a los
cobayos via sistémica (subdérmica e intraperitonial). A los 7 cobayos controles solamente se

les inyecto SSF en las mismas cantidades (Figura 5).

] A o O 0] Q O 8] o] o O 0] Q 0
T qro 2do 3o o 5 [z Fmo gvo gno {pmo qqmo q2mo
[ Numero de reto |
n=9 Reforzamiento
Sensibilizacion antigénica
I 1 1 1 1 1 1 1 | | | | | 1
0 8 15 25 35 45 55 65 75 85 a5 105 115 125

Dias

Fig. 5. Esquema de la sensibilizacién y administracion los restos antigénicos en el modelo de asma alérgica. Se pude observar la

sensibilizacion, asi como su refuerzo y posteriores retos antigénicos a los que fueron sometidos los cobayos.

Pletismografia Barométria

Ocho dias después de la sensibilizacion se aplicé un refuerzo antigénico, en donde se
colocaron a los cobayos dentro de una camara de libre movimiento para aplicarles OVA y
registrar el (B basal con la ayuda de un pletismégrafo barométrico para animales en libre

movimiento (Buxco Electronics Inc., Troy, Ny, USA).
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Posteriormente se les administro aerosoles de OVA (10mg/20ml SSF) durante 5 min
con un nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min). Este nebulizador produce una mezcla de
particulas con la siguiente distribucion: el 44% es menor a 4um de didmetro el 38% de 4 a
10um y el 18% mayor a 10 um. La cdmara fue provista de flujo de aire continuo (10ml/s), que
no modifica la sefial respiratoria durante el experimento. Posteriormente se realizé el registro
pletismografico durante una hora para obtener la respuesta de broncoobstruccién mdaxima. El
sistema de pletismografia barométrica estd basado en la medicidn directa de las fluctuaciones
de presion que se presentan dentro de la cdmara y las compara con una camara de referencia
(Bazan-Perkins, 2004). Dichas fluctuaciones se registraron con un transductor de presion
diferencial (SCXLOO4DN SenSym, Milpitas; CA, EU) conectado a un preamplificador. La seiial
generada fue procesada y analizada continuamente por un programa (Buxco Biosystem XA
v1.1) este programa fue ajustado para incluir solamente volumenes corrientes de 1 ml o mas,
con un tiempo espiratorio minimo de 0.15 s, tiempo inspiratorio de 3 s y una diferencia
maxima entre volUmenes inspiratorios y espiratorios del 10%. El ajuste de estos parametros en
el programa se realizd con el fin de no incluir artefactos en los registros. De esta forma
aproximadamente del 7 al 10% de las ventilaciones de cada periodo fueron eliminadas
principalmente por movimientos del cobayo. Cada valor (B fue el promedio de 15 s de lecturas

y, de estas, el promedio de los ultimos 5 min de cada periodo (Fig. 6).

Entrada de aire f )
Anplificador l-lil'

W o e
/ <.

7 Salida
/

Transductor

Fig. 6. Representacion del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. En la figura se ejemplifica a
un cobayo dentro de una camara de pletismografia barométrica. Para medir los cambios de presion generados dentro de la
camara, se utiliza un transductor de presién diferencial que registra dichos cambios con relacidn a la presién atmosférica que es
constante. La sefial generada por los transductores es transferida a un amplificador y posteriormente hacia una computadora para

su procesamiento.

El [B se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que esta dentro

del pulmdn del cobayo, debido a que el aire ambiental entra y se calienta de ~25°C a 37°C una
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vez que esta dentro de los pulmones, ademas de que también se humidifica al 100%. Los
sensores de la camara de pletismografia detectan este cambio en el volumen como un
aumento en la presién en el interior de la cdmara. Este incremento en la presidn es transitorio,
pues disminuye conforme el cobayo exhala el aire. Debido a que el aire exhalado pierde
humedad y temperatura rdapidamente, durante la exhalacién baja el volumen del aire dentro
de la cdmara y esto se registra como una disminucién en la presién. De esta manera, aunque el
transductor no mide directamente los flujos espiratorios e inspiratorios, el programa de la
computadora puede calcular el flujo de manera indirecta evaluando los cambios de presion
durante la inspiracién y la expiracién en el equipo previamente calibrado (Fig.6.) (Hamelmann
et al, 1997). La informacidn es procesada para dar el valor del B que es obtenido con la

siguiente formula:
iB={(Te-Tr)/Tr} {PFE/PFI}
donde:
Te= tiempo total espiratorio (s)
Tr=tiempo total de relajacion (s)
PFI= Pico de flujo inspiratorio (presidn negativa maxima, cmH,0)
PFE= pico de flujo espiratorio (presién positiva maxima, cmH,0)

De los dias 15 al 125 se realizaron 12 retos antigénicos, el dia 15 se administré una
solucién de 20mg/ml de OVA en SSF. Los dias restantes se administrd una solucion de 10mg de
OVA disuelto en 20 ml de SSF. Todos los retos duraron un minuto y el B fue registrado durante

una hora. Los cobayos control solo recibieron SSF durante los retos.

22



Inicio de la

c
+] & i :
ol © respiracion Termino de la
g O respiracion
@
[= X
g 4 |
|
@ -\\I 1 "
fih| Cd
g l | t
ol G | — 4 I
ol & | I
o I | I
[ | | Tr i I
| @ | | I
= | I 1 1
1

Fig. 7. Esquema del ciclo de respiracion obtenido al medir cambios de presion dados por la inspiracion y espiracion de los
animales dentro de la camara de pletismografia barométrica. El ciclo comienza con el tiempo inspiratorio (Ti) y termina hasta
finalizar esta. El tiempo total espiratorio (Te) es el intervalo subsecuente al finalizar la inspiracion y termina hasta el inicio de una
nueva. El Tr es el tiempo que transcurre desde que inicio la espiracion hasta que el volumen corriente caiga un 36%. El pico
maximo espiratorio (PFE) al igual que el pico maximo inspiratorio (PFl) se obtiene midiendo la presion positivas y negativas

maximas registradas en un ciclo respiratorio. T: tiempo (s). Modificado de Hamelmann et al, 1997.

Reactividad de las vias aéreas

La reactividad de las vias aéreas fue evaluada en los grupos controles y en el grupo
experimental al doceavo reto con OVA (dia 125) comparando las curvas dosis respuesta a la
histamina antes y después de la administracién de OVA. Para ello, inicialmente se obtuvo el iB
basal y posteriormente se nebulizaron dosis no acumulativas de histamina (desde 0.01 hasta
0.32 mg/ml; Sigma St Louis, EU) durante 1 min. para cada dosis se registré el iB durante 5 min
continuos y se obtuvo el valor promedio. El intervalo entre la administracién de cada dosis fue
de 10 min. La curva dosis-respuesta se termind una vez que la histamina produjo una
broncoobstruccion que triplico el valor (B basal dosis provocativa 200 (PD200). Posteriormente
se esperd a que la broncoobstruccién disminuyera a un [B aproximado al 50% del valor basal

(Bazan-Perkins, 2004) y se retd con aerosoles de OVA 80.5 mg/mL SSF, 1min.

La segunda curva de histamina se realizd tres horas después de la administracidon de

OVA siguiendo el mismo protocola de la primera curva.

Tras veinticuatro horas de terminada la curva de histamina, se efectud la eutanasia de
los cobayos mediante una sobredosis con pentobarbital sddico (20mg/kg) para provocar un
paro cardiorespiratorio. Posterior a esto se realizé una incisidn sobre la trdquea para extraerla

y obtener el musculo liso de la via aérea.
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Western Blot

La tira de musculo extraida fue puesta en un sonicador y posteriormente se realizd una
cuantificacion de proteinas, con el reactivo de Bradford. 5 microgramos de proteinas se
corrieron en geles de poliacrilamida SDS al 10% y después fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Invitrogen USA). Estas membranas fueron bloqueadas con leche en polvo al 3%
en TBS tween 1x (0.1M Tris, 0.5m NaCl y 1%tween 20) durante 3 horas a temperatura
ambiente, después de esto, las membranas fueron lavadas 3 veces por 15 minutos con TBS
tween al 1% e incubadas toda la noche con el anticuerpo primario para SERCA (SERCA2

ATPase,Enzo Life sciences, USA).

Las membranas se lavaron una vez mas con TBS tween 1x y se incubaron con un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rdbano durante una hora a temperatura ambiente.
Nuevamente se aplicaron 3 lavados por 15 minutos a la membrana con TBS tween y en
ausencia de luz se incubo con un sustrato quimioluminiscente (Pierce, USA). Posterior a esto la

membrana se expuso a una placa CL-Xposure (Pierce, USA) y fueron reveladas.

Disgregacion del musculo liso de las vias aéreas

Las células de musculo liso de las vias aéreas fueron disgregadas de la traquea de los
cobayos. Para esto, una vez disecada la trdquea, se elimind la fascia superficial para seccionar
la traquea dorsalmente a lo largo de su eje. Con la ayuda de un microscopio estereoscopico se
quitaron las capas de mucosa, serosa y vasos sanguineos hasta obtener una tira de musculo
liso. Esta tira fue colocada de 5 ml de soluciéon Hank’s (Gibco, New Cork, EUA) que contenia 2
mg de cisteina y 0.05 U/ml de papaina para incubarse en esta solucién durante 10 min a 37°C.
Posteriormente el tejido fue lavado con una solucion de Leibovitz (Gibco, New Cork, EUA) para
remover el exceso de enzima y después se colocd en solucidon de Krebs (composiciéon (mM):
118 de NaCl, 25 de NaHCO3, 4.6 de KCl, 1.2 de KH,PO,, 1.2 de MgS0O, y 11 de glucosa, todos de
Sigma, USA) que contenia 100 pl de Liberasa (Roche, EUA). En esta solucidn se llevd a cabo una
segunda incubacion durante 10 min a 37°C, hasta que las células se observaron disgregadas
mediante agitacidén mecanica. Se corrobord la disgregacion mediante la obtencion de alicuotas
que se observaron en microscopio. Una vez disgregadas las células, toda actividad enzimatica
fue detenida completamente adicionando solucién de Leibovitz (Gibco, New Cork, EUA).
Posteriormente las células disgregadas fueron concentradas mediante centrifugacién a 600
rom durante 5 min, se desechd el sobrenadante conteniendo las enzimas, y este

procedimiento se repitié una vez mas.
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Citometria de flujo

Las células del musculo liso de la via aérea se incubaron por cuatro horas a 37°C en
bafio maria en 1 ml de RPMI (Gibco, EUA) y 4 pl de brefeldina A (Sigma, EUA) por cada millén
de células para los grupos controles y 1ml de RPMI (Gibco, EUA), 4 ul de brefeldina A (Sigma,
EUA), 10 ul de forbol 12-miristato,13-acetato y 5 pl de ionomicina (Sigma, EUA) por cada
millén de células para los grupos experimentales. Posteriormente se permeabilizd la
membrana con 1.5 ml de saponina (Sigma, EUA) 0.1%, albimina sérica de bovino (Sigma, EUA)
10%, HEPES (Sigma, EUA) 0.01M y 100ug/ul de 1gG de cerdo disuelto en 100 ml de PBS por 10
min agitando suavemente a temperatura ambiente. Después se incubaron las células con
anticuerpos primarios contra SERCA-2 (Biomol, EUA) e IL-13 (BD Biosciencies Pharmingen,
EUA) ambas con 1 ul por 1x10° células y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego se lavaron las células con 1.5 ml de solucién saponina, y 0.1%, HEPES 0.1M
disuelto en 300 ml de PBS. Se incubd durante 30 min a las células con los anticuerpos
secundarios FITC mouse 1 pl (BD Biosciences Pharmingen, EUA) y PE mouse 1 ul (BD
Biosciences Pharmingen, EUA) en las condiciones antes mencionadas. Se lavaron de nuevo con
1.5 ml de solucién saponina 0.1%, HEPES 0.1M disuelto en 300 ml de PBS y por ultimo se

analizé en el citémetro de flujo (Becton & Dickinson FACScan model Scallibur, USA).

Analisis estadistico

La reactividad de la via aérea a la histamina fue evaluada mediante la dosis provocativa
200% (DPyq), i.e., la dosis de histamina interpolada que causa que se triplique el iB basal. Los
datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si tenian una
distribucidn normal y los valores descriptivos de las variables fueron expresados en la grafica y
tablas como la media + el error estdndar de la media. Las comparaciones entre grupos se
evaluaron con una prueba no pareada de t de Student. Se utilizo6 ANOVA de dos vias con la
prueba de comparaciones multiples de Dunnett para evaluar el iB basal. Las correlaciones se
hicieron mediante la prueba de Pearson. En todos los casos las significancias se establecieron

con una p<0.05.
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Resultados

Reactividad de las vias aéreas

La PD,y de histamina para los animales controles no fue diferente después de aplicarles el reto
con OVA. La relacidén PD,g basal/ PD,g post-reto que representa el grado de reactividad de las
vias aéreas, fue cercana a 1 para los animales controles; mientras que para los cobayos
sensibilizados (modelo de asma) exhibieron una PD,y, post-reto hacia OVA menor al PDyy
basal. Por este motivo el grado de reactividad del grupo del modelo de asma fue mayor
(hiperreactividad) y significativamente diferente al grupo control (P=0.05, n=7; Fig. 8).
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Fig. 8. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en un modelo de asma alérgica en cobayo. Se muestran las dosis de
histamina requeridas para producir el 200% en el indice de obstruccién basal (PDyg). La linea punteada representa la frontera
entre al hiperreactividad y la hiporreactividad. El coeficiente de reactividad se obtuvo al dividir la PDy post/PD,yo basal, si
tenemos un valor cercano a 1 significa que no existe la presencia de hiperreactividad a histamina (controles, n=7) y cuando el
coeficiente es menor tenemos la presencia de hiperreactividad (modelo de asma, n=7). * p<0.05, prueba no pareada de t de

Student en comparaciones entre grupos.

En la Figura 9, se muestran los valores obtenidos en el iB basal de la via aérea. Los
valores basales del iB fueron similares a lo largo del estudio. Los cobayos del modelo de asma
mostraron un incremento progresivo del iB basal que fue estadisticamente significativo el dia
del doceavo reto (Dia 125) en comparacién con el primero (Dia 15) (n= 7, respectivamente

para el grupo control y modelo de asma; P < 0.05).
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Fig. 9. Incremento progresivo del indice de broncoobstruccién basal en cobayos con asma alérgica crénica. Los valores del iB de
cobayos sensibilizados, retados con solucién salina (circulos negros) y OVA (cuadros blancos), fueron obtenidos al principio de
cada registro pletismografico *P < 0.05 comparada con su respectivo valor del primer reto (ANOVA de dos vias con la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett). La flecha azul sefiala el valor con el que fue comparada la curva. iB = indice de
broncoobstruccién (n=7 para cada grupo).

Expresion de SERCA en el musculo liso mediante Western blot.

Por medio de la técnica de western blot se observd que la expresion de SERCA en
miocitos de los cobayos del modelo de asma expresa una disminucién en comparacién con los
miocitos provenientes de los cobayos controles (Figs. 10).

Marcador de peso

Control Modelo de asma

Fig. 10. Imagen de la expresion de SERCA en el MLVA. Las marcas sefialadas con las flechas indican la expresion de SERCA en el
MLVA, indicando con una flecha roja el grupo control (n=2) y con flechas negras los grupos experimentales (n=4), la columna de la
izquierda es el marcador de peso, mostrandonos la ubicacion de SERCA en 110 KDa.

Expresion de SERCA e IL-13 en miocitos mediante citometria.

El porcentaje de miocitos que expresaron SERCA e IL-13 en los cobayos controles no
mostraron diferencias significativas en comparacién con los miocitos provenientes de los
cobayos del modelo de asma (Figs. 11 y 12 respectivamente para SERCA e IL-13; n= 7,
respectivamente para controles y modelo de asma).
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Fig. 12. Expresion de la IL-13 en miocitos de cobayos en un modelo de asma. Los simbolos representan el promedio * el error

estandar (n=7 para cada grupo).
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Coeficientes de correlacién de Pearson para la relacion entre la expresidon de

SERCA con aspectos fisiopatoldgicos del asma.

La magnitud de la expresidn de SERCA correlaciond directamente con la expresion de
IL-13 en los miocitos, esto quiere decir que a mayor expresion de IL-13, mayor expresién de
SERCA. Por otro lado también se encontré una relacidn directa entre la magnitud de PD,g
(post/pre) con la expresion de SERCA, indicando que a menor PD,y (post/pre)
(hiperreactividad), menor expresion de SERCA. Finalmente, el nivel de obstruccion basal
presento una asociacion inversa con la expresion de SERCA, esto es, a mayor obstruccién basal,

menor expresion de SERCA (Fig. 13).
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Fig. 13. Relacion de la expresion de SERCA con aspectos fisiopatologicos en el asma. Las grificas muestran la relacién de
expresion de SERCA con la hiperreactividad (gréfica superior), indice de broncoobstruccidn basal (grafica intermedia) y expresién

de IL-13 en miocitos (grafica inferior).
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Discusion.

Las vias aéreas son una serie de conductos ramificados cuya funcién es permitir la ventilacion
pulmonar, pero en condiciones patolégicas, estos conductos son susceptibles de reducir su
calibre ante una gran cantidad de estimulos, condicién conocida como hiperreactividad de la
via aérea (Peat & Woolcock, 1989). Muchas enfermedades se caracterizan por inducir
hiperreactividad, pero la mas comun es el asma (Cockcroft and Davis, 2006). Una estructura
central en el control de la hiperreactividad de la via aérea es el musculo liso (Cockcroft and
Davis, 2006; Hirota et al., 2009; Zhang and Gunst, 2008). Nosotros observamos que la
administracién del alérgeno en el modelo de asma en el cobayo induce hiperreactividad de la
via aérea a la histamina, y se observd que la magnitud de esta hiperractividad se relaciona
inversamente con la expresiéon de la bomba de Ca®* del RS en los miocitos traqueales; asi
mismo, se observd que el nivel de obstruccidn basal de la via aérea también tuvo una
asociacién inversa con la expresién de SERCA. Esto sugiere un papel importante de SERCA en la

fisiopatologia de la via aérea en el asma.

SERCA es considerada como uno de los sistemas mas importantes de transporte de
Ca®* celular, y es la proteina mas grande de la membrana del RS (Edes y Kranias, 1998).
Utilizando ADN recombinante se ha descrito una familia de SERCA, y en el musculo liso de las
vias aéreas se expresa la isoforma SERCA2b (Amrani et al., 1995). Esta bomba electrogénica
transporta 2 moles de Ca”*" por mol de ATP hidrolizado hacia el interior del RS a cambio de
protones e iones potasio (Carafoli y Stauffer, 1994). En éste trabajo dilucidamos que la
expresion de SERCA (SERCA2b) determinada por Western blot en las tiras de musculo liso se
observa disminuida en el modelo de asma en comparacién con el control; sin embargo esta
reduccion no fue estadisticamente significativa cuando se determind mediante citometria. En
este escenario, la asociacidn entre la expresion de la bomba con dos aspectos importantes de
la fisiopatologia del asma como son la hiperreactividad y la obstruccién basal mostré que si

existe una relacion entre éstas variables con SERCA.

En algunos individuos, la persistencia del asma estd asociada con cambios
estructurales de las vias aéreas (Soboyna, 1984). El significativo fisiopatoldgico de estos
cambios ha generado gran interés y al mismo tiempo controversia (Yamauchi, 2006; Bergeron
y Boulet 2006; Pare et al., 1997). En este sentido, los modelos de asma en animales son
fundamentales para proporcionar informaciéon sobre los mecanismos fisiopatolégicos del
asma, especialmente en la evolucién de los cambios estructurales de la via aérea y su posible
relacidn con la alteracién de las funciones pulmonares. El cobayo en particular es un excelente

modelo para estudiar la funcién pulmonar debido a que son muy susceptibles a generar
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respuestas inducidas por alérgenos ademas de que la broncoobstruccion producida por estos

en muy evidente y muy similar al del humano (Karol, 1994).

La obstruccién de la via aérea durante el asma puede deberse a varios factores como la
acumulacién de moco, el edema, la contraccion del musculo liso y la remodelacién. En
particular, la remodelacién de la via aérea es un proceso dindmico que sucede cuando una
estructura se ha dafiado y se reconstruye de manera normal; no obstante, ante un proceso
cronico de dafio, como ocurre durante la inflamacidn crénica en el asma, la estructura se trata
de reparar en ciclos repetitivos que a veces no son completados y “remodelan” a la via aérea.
En particular en el asma se sabe que la remodelacién induce engrosamiento de las paredes de
la via aérea, generada por la hipertrofia e hiperplasia de multiples estructuras que la
conforman. Una consecuencia de estos cambios es la obstruccién residual al flujo de aire
(Sobonya, 1984; Cockcroft & Davis, 2006), que en el modelo de asma que conocemos como

obstruccion basal.

En un trabajo previo, se observd que el grado de obstruccidon basal de via aérea se
relaciond directamente con el grado de fibrosis dentro de la misma (Bazan-Perkins et al.,
2009). En el presente estudio vimos que la expresiéon de SERCA tiene una relacion inversa al
grado de obstruccién basal. Esto sugiere que probablemente la baja expresion de SERCA
contribuya a mantener niveles de Ca*" intracelular lo suficientemente altos como para

mantener un mayor tono muscular (Montafno y Bazan-Perkins, 2005).

Una citocina que podria asociarse al fenotipo de miocito involucrado en el incremento
de la reactividad de la via aérea es la IL-13 debido a que es una de las principales citocinas en
la regulacién de muchos patrones en el asma (Wills-Karp et al., 1998). No obstante, la
expresion de esta citocina en las células de musculo liso (citometria) no se modificé en los
cobayos del modelo de asma, pero si se observé una relacidon entre la expresion de ésta
citocina en los miocitos con la expresion de SERCA, lo que sugiere que los miocitos del modelo
de asma del cobayo, al tener una baja expresion de SERCA y, de manera concomitante de IL-
13, son de un fenotipo contractil, es decir, no estdn sintetizando mediadores inflamatorios
(Wright et al, 2013). En otras palabras, es decir que, SERCA podria expresarse mas en fenotipos

sintéticos, mientras que su expresion reducida podria asociarse a fenotipos contractiles.
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Conclusiones.

e En el cobayo se puede inducir el modelo de asma alérgica permitiendo el
incremento de la reactividad de la via aérea (hiperreactividad) a la histamina.

e Existe una relacién inversa entre la expresion de SERCA con en el aumento del
tono y la reactividad de la via aérea.

e Es probable que la hiperreactividad se desarrolle en un fenotipo de musculo

liso de la via aérea no-sintético.
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