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RESUMEN

El mastocito es una célula importante en el asma y otras enfermedades inflamatorias.
En asmaticos se ha encontrado un incremento en el niUmero de mastocitos en las vias
aéreas del musculo liso y esto se ha relacionado con hipersensibilidad de las vias
aéreas. Un estimulo lesivo podria generar broncoconstriccién en sujetos con asma vy el
gjercicio es uno de estos estimulos. El mecanismo por el cual el ejercicio induce
broncoconstriccion (EIB) se explica por el aumento en la osmolaridad del fluido de las
vias respiratorias. Esto puede activar el mastocito y por lo tanto liberar mediadores que
acttan en el musculo liso bronquial y la periferia; entre los mediadores ademas de los
preformados, también los sintetizados de novo y activar una serie de eventos
intracelulares que generarian mayores cambios y producir una respuesta mas seria que
la broncoconstriccién per se. Entre los mediadores sintetizados de novo de mayor
relevancia para nuestra estudio, esta la prostaglandina E, (PGE,), metabolito del acido
araquidonico (AA) que tiene efectos antiinflamatorios en las vias respiratoria, que
depende de su interaccion con sus respectivos receptores.

El objetivo de esta tesis era estudiar como la PGE, modula los efectos mediados en la
activaciéon osmdética en el mastocito, como modelo in vitro de asma inducida por
gjercicio. Para esto se utilizd como agente osmético el manitol y tanto lineas celulares
como cultivos primarios de mastocitos, estudiando los aspectos mas relevantes que
envuelven la maquinaria de activacion mastocitaria, desde la evaluacion del proceso de
desgranulacion, el flujo de calcio, morfologia del mastocito y en mecanismos de
sefalizacion como las vias de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos o MAP
quinasas (mediadores importantes en los procesos inflamatorios involucrados en la
inmunidad innata y adaptativa). También se caracterizd mediante que receptores la
PGE, ejerce sus efectos beneficiosos en una situacion concreta como la activacion
osmética, al igual que la intervencion en el metabolismo del AA con el uso de
antagonistas de las ciclooxigenasas (COXs), enzimas responsables de la produccién de
eicosanoides, entre ellos la PGE, en particular importante para este trabajo.

En conclusidn, encontramos que en la activacién del mastocito por parte del manitol,
este genera liberacién de mediadores y produccién de citocinas y de PGE,, ademas de
producir cambios en la dindmica del citoesqueleto, y activacion de las MAP quinasas
que inducen cambios a largo plazo en la sintesis de quimiocinas que producen la
migracion de células inflamatorias, proliferacion de las mismas, y pérdida de la
homeostasis del mastocito; pero que estos cambios pueden ser prevenidos con el uso

de PGE,, que actuando en los receptores EP, y EP,;, reducen la reactividad del



mastocito ante el estimulo osmético, reducen la movilizacion de calcio, posiblemente
por el efecto de aumento del AMPc propio de la activacién a través de la Proteina Gs,
de estos receptores, ademas de reducir la dindmica de reorganizacion del citoesqueleto
estabilizando la polimerizacién de la actina, como efectos mas relevantes. El hecho de
que una sustancia que normalmente es producida por el mismo organismo pueda
modular estas acciones frente a una estimulo inespecifico como el osmético, hacen de
la PGE, una opcién terapéutica a contemplar en procesos alérgicos e inflamatorios de

estados patoldgicos como el asma.



INTRODUCCION






I. INTRODUCCION

1. Asma
1.1  Definicidn, Factores de riesgo y Clasificacion

El asma en un desorden heterogéneo de componente alérgico, en la mayoria de los
casos, caracterizado por una obstruccidn variable del flujo de aire, el cual es reflejo de
la contraccion del mdsculo liso bronquial, inflamacion de las vias aéreas,
hiperreactividad e hipersecrecion de moco (Marone et al, 2005). Para muchos
pacientes este padecimiento tiene sus raices en la infancia. En los primeros afios de
vida, las infecciones virales del tracto respiratorio producen episodios de sibilancia, en
algunos casos transitorio, pero en otros llega a ser un sintoma persistente que puede
disiparse en la adolescencia o continuar en la edad adulta (Busse & Lemanske, 2001).

Los factores de riesgo relacionados al desarrollo de asma se han evaluado en el
contexto del inicio de la enfermedad, exposicion ambiental, estilo de vida, condiciones
de co-morbilidad, entre otras. Los factores genéticos también contribuyen
significativamente a la expresion y severidad de la enfermedad y recientes
evaluaciones farmacogenéticas, en relacién al uso de beta agonistas y corticoides,
proporcionan informacion con respecto a la variabilidad en la respuesta de los

pacientes asmaticos al tratamiento (Lemanske & Busse, 2010).

Asi mismo los factores exacerbantes como alergenos, infecciones del tracto
respiratorio, ejercicio, uso de analgésico antiinflamatorio no esteroidales (AINES), el
reflujo gastroesofagico o factores psicosociales, contribuyen a la progresion vy

severidad de la enfermedad (Lemanske & Busse, 2010).

La complejidad del asma no solo es en relacion con los factores de riesgo o
exacerbantes, también para la clasificacion del fenotipo asmatico, asi como se muestra

en la tabla 1.



Tabla 1. Fenotipos de Asma. Tomada de Wardlaw et al, 2002.

CLASIFICACION TIPO

Cronica ( leve, moderada, severa)
Basada en los sintomas Asma severa aguda
“Brittle” asma o inestable
Nocturna

Inducida por ejercicio

Extrinseca (atdpica)
Intrinseca (no-atdpico)
Etioldgica Inducida por virus
Ocupacional

Atletas de alto rendimiento

Eosinofilica
;. Neutrofilica
Patologica ]
Obstrucciones del flujo de aire (remodelado de las vias

aéreas)

1.2 Epidemiologia
Las enfermedades alérgicas son el resultado de una respuesta inmune aberrante
contra proteinas inocuas del medio ambiente (Nauta et al, 2008). El asma es una de
las enfermedades crénicas mas comunes que afecta a un estimado de 300 millones de
personas alrededor del mundo (Masoli et al, 2004). Se estima que afecta al 10% de
nifios y 5% de adultos, causando un aumento de la morbilidad y mortalidad en paises
industrializados (Woodman et al, 2008).

La prevalencia de las enfermedades alérgicas y el asma se ha incrementado
marcadamente en la segunda mitad del siglo pasado, especialmente en las paises
occidentales. Diferentes hipdtesis se han postulado para tratar de explicar el
incremento en la prevalencia; una de las que se propone es la llamada “hipotesis de la
higiene”, que sugiere que al mejorar las condiciones higiénicas, ya sea por las mejoras
en la salud publica, el uso de vacunas y antibidticos, han reducido la incidencia de
infecciones que normalmente podrian estimular el sistema inmune vy
consecuentemente proteger contra el desarrollo de respuestas alérgicas a sustancia
inocuas del medio ambiente. Diversos estudios epidemioldgicos han contrastado que

los nifos procedentes de grandes familias o que son llevados a guarderias tienen un



riesgo reducido de desarrollar asma; aun asi estos hallazgos son un tanto

controversiales (Nauta et al, 2008).

1.3  Tratamientos

La terapia farmacoldgica del asma emplea farmacos cuyo objetivo es reducir la
inflamacion y mas directamente reducir el broncoespasmo. Resulta l6gico suponer que
el tratamiento del asma, mas alla del desencadenante, producird un beneficio para la
calidad de vida de estos pacientes, lo que incluye una mejor tolerancia a los esfuerzos
fisicos y otras actividades.

El tratamiento con farmacos antiinflamatorios es de eleccién para el manejo del asma
cronica, ya que permite mantener el control de la actividad de la enfermedad que
incluye el control de los sintomas desencadenados por el ejercicio. Alli, los esteroides

inhalados constituyen la primera linea.

a. Corticosteroides

La inflamacion mediada por las células Ty2 en las vias aéreas de los pacientes
asmaticos es suprimida por los corticoides a través de la inhibicion de la expresion de
citocinas, quimocinas y moléculas de adhesién, las cuales codifican genes que son
regulados por factores de transcripcion como el factor nuclear NF-kB y la proteina
activador 1 (AP1). El corticoide libre difunde a través de la membrana celular, donde
interactla con el receptor de glucocorticoides en el citoplasma, esto resulta en la
activacién del receptor y la subsecuente translocacion al nucleo, donde la actividad
transcripcional de los genes es modulado por diferentes mecanismos (Barnes &
Adcock, 2003).

b. Agonista de los receptores [,:
Los agonista de los receptores beta 2 de corta accion, como el salbutamol y la
terbutalina son los broncodilatadores disponibles mas efectivos por el alivio rapido de
los sintomas del asma. Luego de la unién del agonista al receptor beta 2, se activa la
adenilato ciclasa mediante la sefal de transduccion via proteina Gs incrementando la
produccion de monofosfato de adenosina ciclico o AMPc (siglas en inglés), y por lo
tanto activando la proteina quinasa A (PKA). Esto media relajacion del musculo liso
bronquial a través de la fosforilacion de la cadena ligera de miosina y por la apertura
de los canales de calcio dependientes de potasio (KCa), lo cual alivia la

broncoconstriccion en el asma (Holgate & Polosa, 2008).



c. Antagonistas de mediadores e Inhibidores de sintesis:

Los antihistaminicos H1 fueron los primeros agentes usados para tratar reacciones
alérgicas. Los primeros productos eran efectivos controlando los sintomas de alergia,
pero los efectos secundarios como sedacion y los anticolinérgicos eran el problema.
Gracias al desarrollo de farmacos de segunda generacién que con las modificaciones
estructurales han disminuido la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica,
aumentando selectividad y eficacia y reduciendo a su vez cardiotoxicidad (Del et al,
2006).

Los cisteinil-leucotrienos (CysLT) son los agonistas contractiles mas potentes del
musculo liso de las vias aéreas y tienen efectos en la microvasculatura, glandula
mucosa, eosinofilos y nervios por interaccionar con sus receptores. Durante el proceso
asmatico hay incremento de los niveles de CysLTC,;, CysLTD, y CysLTE; y se han
detectado en los fluidos bioldgicos. Los corticoides no son capaces de inhibir ni la
biosintesis ni las acciones de los CysLT, en este momento hay disponibles antagonistas
del receptor de leucotrienos, que pueden ser usados como monoterapia in asma leve a
moderada, pero su mayor uso es como terapia suplementaria a los corticoides
inhalados (Kemp, 2003).

d. Inhibidores de Fosfodiesterasas:

La teofilina inhibe el nucledtido ciclico de las fosfodiesterasas, por lo cual evita la
ruptura del anillo ciclico del monofosfato de adenosina (AMP) o de guanina (GMP) a 5*-
AMP y 5'-GMP, respectivamente. La inhibicion de esta enzima lleva a una acumulacién
de AMPc y GMPc, lo que incrementa la sefal de transduccion de estas vias. Los
nucledtidos ciclicos de las fosfodiesterasas son miembros de una superfamilia de
enzimas genéticamente distintas (Soderling and Beavo, 2000).

La teofilina se utiliza en el tratamiento de la broncoconstriccién asmatica, pero los
efectos adversos cardiacos y en el sistema nervioso central se observan a las mismas
dosis utilizadas para tratar el asma, debido a su estrecho indice terapéutico, lo que ha
reducido el uso de este farmaco. También se ha propuesto que la teofilina tiene un
efecto antiinflamatorio, la evidencia es débil al respecto.



e. Farmacos para asma refractaria:
Hay ciertos pacientes con asma a quienes los sintomas no se les pueden controlar
adecuadamente con el tratamiento convencional. La falta de adherencia al tratamiento
€s una causa importante de la presencia de tolerancia, pero por otra parte el asma
refractaria algunas veces responde a inmunomoduladores tales como metrotexate en
dosis bajas, azatiopirina o ciclosporina. Los corticoides fallan en reducir los niveles de
expresion del factor de necrosis tumoral (TNF) y otras citocinas, lo que puede explicar
lo limitado de su efectividad en el tratamiento de formas severas de asma. Basado en
el hecho del aumento en la expresion del TNF en las vias aéreas hay estudios clinicos
evaluando el efecto de proteinas soluble de fusién del receptor de TNF o con

anticuerpos monoclonales especificos (Holgate & Polosa, 2006).

1.4  Asma bronquial como proceso Inflamatorio

El asma bronquial es una enfermedad inflamatoria crénica y el papel del mastocito en
la inflamacién de las vias aéreas respiratorias ha sido estudiado extensamente. La
evidencia de que la inflamacién era un componente visto en los asmaticos fue
observada en autopsias de pacientes con asma fatal. Las vias aéreas de estos sujetos
mostraban infiltracién de neutrdfilos y eosindfilos, mastocitos degranulados, hipertrofia
e hiperplasia del musculo liso bronquial (Busse & Lemanske, 2001). Por lo que los
trastornos en la fisiologia de las vias respiratorias y el remodelado de sus paredes,
caracteristico del asma, son consecuencias de un proceso inflamatorio (Bradding et al,
2006).

Existe el debate acerca de cual es el tipo celular mas importantes, que media los
cambios en las vias respiratorias en el asma, pero un analisis critico de la evidencia
que se tiene indica que no todos los elementos en las vias aéreas son disfuncionales
(Bradding & Wulff, 2009b). Entre los principales elementos disfuncionales tenemos por
una parte a nivel epitelial con fallas en el proceso de cicatrizacion y sobreproduccién de
factores de crecimiento y citocinas pro-inflamatorias (Holgate et al.,, 1999). La
hiperplasia de las glandulas mucosas que se asocia a la hipersecreciéon de moco
(Carroll et al., 2002). Disfuncion del musculo liso de las vias respiratorias que resulta
en hipertrofia, hiperplasia, hiperreactividad bronquial y secreciéon de citocinas (Ebina et
al., 1990; 1993; Brightling et al., 2005) y activacion de células inflamatorias con sobre-
actividad de mastocitos (Bradding et al., 2006), células T (Robinson et al., 1992),
eosindfilos (Bradding et al., 1994) y neutrdfilos (Carroll et al., 2002).



2. Mastocito

2.1 Generalidades del mastocito en el asma
El papel del mastocito en el asma es de renovado interés debido en gran medida a
publicaciones que registran el aumento de estos en el musculo liso del tracto
respiratorio de pacientes asmaticos (Brown et al, 2007) sobre todo de aquellos con
asma de componente alérgico. Ademas, el mastocito estd implicado tanto en la
regulacion de diversos procesos homeostaticos como patoldgicos, y es una célula
capaz de lograr esa importancia por el contenido de diferentes mediadores que tiene
almacenado en sus granulos (Bradding, 2009a).
Los mediadores liberados por el mastocito representan un evento esencial en el inicio
de las respuestas inflamatorias asociada con desdrdenes alérgicos (Gilfillan & Rivera,
2009). A parte de la participacion del mastocito en la fase inmediata de la respuesta
alérgica que lleva a un efecto local agudo con formacidon de edema, tumefaccion del
tejido o broncoconstriccion, por la liberacion de mediadores pro-inflamatorios y
quimiotacticos, el mastocito también tiene efecto en la fase tardia de la respuesta
alérgica (Nauta et al, 2008).

2.2  Biologia basica del mastocito

En 1878 Paul Ehrlich descubre unas células que poseian granulos intracelulares, y las
denomind mastocitos, palabra procedente del griego “Mastos”, que significa mamas, ya
que consideraba que estos granulos estaban llenos de nutrientes (Saito & Okayama,
2005). Los mastocitos son de origen hematopoyético y derivan de células
pluripotenciales residentes en la médula 6sea, principalmente (Kirshenbaum et al.,
1991). Los precursores viajan como CD13"CD34°KIT (CD117)* por la sangre.
Localmente la diferenciacion a mastocitos maduros depende de los diferentes factores
de crecimiento y el mas importante para diferenciacion, crecimiento, sobrevivencia,
adhesidn y desgranulacion es el “Stem cell factor” (SCF) (Galli et al., 1994), producido
por células del estroma, incluyendo fibroblastos y células endoteliales (Prussin &
Metcalfe, 2006). La vida media del mastocito es mas prolongada comparada con otras
células inflamatorias, puede sobrevivir en el tejido varios meses después, luego sufre
apoptosis (Metcalfe et al., 1997), otros autores describen que es capaz de sobrevivir
por afos, a pesar de estar totalmente diferenciada e incluso proliferar en respuesta a
sefales apropiadas (Abraham & St. John, 2010).
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2.3 Morfologia y Distribucion
El mastocito humano tiene forma ovoide o irregularmente alargado con un nucleo oval
y contiene granulos citoplasmaticos metacromaticos, con un didmetro que oscila entre
los 5 a 15um (Fig. 1). En el pulmdn, los mastocitos se encuentran en el tejido
conectivo de las vias aéreas bronquiales y en el espacio intra-alveolar. En la piel, los
mastocitos estan en gran nimero alrededor de los vasos sanguineos, el foliculo piloso,

las glandulas sebaceas y las glandulas del sudor (Prussin & Metcalfe, 2006).

Fig 1. Imagen de un mastocito. Mastocito obtenidos de
pulmén fijado con un cito-centrifugado y tefidos con May-
Grunwald-Giemsa (MGG).

Normalmente, el mastocito esta distribuido en todos los tejidos vascularizados, y es
particularmente abundante en sitios que interaccionan con el ambiente exterior como
la piel, el tracto gastrointestinal y el sistema respiratorio donde se suelen localizar
perivascularmente; pero en estados patoldgicos también se encuentran en superficies
epiteliales ademas de préximos a los vasos, nervios, en musculo liso y en el sistema
nervioso central (Galli et al., 2005).

Los mastocitos estan presentes en diferentes compartimentos del pulmén de individuos
asmaticos, como el espacio bronquioalveolar, bajo la membrana basal, adyacente a los
vasos sanguineos, alrededor de las glandulas de la submucosa y diseminada a través
de la haces del musculo liso de las vias aéreas (Fig. 2) (Marone et al., 2005).
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‘Fig. 2 Microlocalizacion del mastocito en el tejido pulmonar de un asmatico. El mastocito esta localizado
asociado con el epitelio y las células goblet y bajo la membrana basal. En el musculo liso de las vias
aéreas y cerca de los vasos sanguineos. Adaptado de Marone et al,, 2005 en TRENDS in Immunology

En el pulmén de un individuo asmatico, los mastocitos migran al epitelio de las vias
aéreas, a las glandulas mucosas y al musculo liso. EI nimero de mastocitos infiltrados
en el musculo liso de las vias aéreas se correlaciona significativamente con la
hiperreactividad en asmaticos, implicando su importancia en la patofisiologia del asma
(Bradding & Brightling, 2007).

2.4  Clasificacion Fenotipica

En humanos, los mastocitos se identifican en dos tipos, clasificacion basada por la
expresion de proteasas, una es el fenotipo positivo para la tincion a Triptasa
designado con las iniciales MCy y el fenotipo positivo para Triptasa y Quimasa, o por
sus iniciales MCqyc. El fenotipo Triptasa-Quimasa positivo predomina en la piel y en la
submucosa del intestino delgado, liquido sinovial. Otra caracteristica del fenotipo
Triptasa-Quimasa positivo es que también expresan Catepsina G y Carboxipeptidasa A
(Saito & Okayama, 2005). El fenotipo Triptasa positivo lo encontramos en las vias
aéreas y en la mucosa del intestino delgado, en el caso de pacientes con artritis
reumatoidea, contienen la mezcla tanto del fenotipo MC; como el MCy.. Hay otro
grupo de mastocito que sélo contienen Quimasa denominada MC. estan localizados en
la submucosa y mucosa del estdbmago, submucosa del intestino delgado y en la
mucosa del colon (Irani & Shwartz, 1994).
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2.5  Activacién del Mastocito
El mastocito puede activarse ya sea por via inmunoldgica como no-inmunoldgica.
2.5.1 Via Inmunoldgica o dependiente de IgE
En el primer caso la activacién del mastocito puede iniciarse por un alérgeno via “cross
linking” (entrec:u:lamiento) de los receptores de alta afinidad (FceRI) de los
o

" a anticuerpos IgE en Ia

superficie celular. ElI FceRI

Plasma
membrane

s ML

esta unido a la membrana
y se une a la IgE con alta
afinidad a una razdon de

1:1. Este tipo de activacion

desencadena reacciones

alérgicas agudas tales
como asma aguda,
reacciones anafilacticas vy
rinitis alérgicas (Ishizaka et

, 1984) y puede generar
mediadores que participen
en reacciones alérgicas

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Immunology tard |’as (Fig. 3) .

Fig. 3 Activacion del mastocito a través de la interaccién con la Inmunoglobulina E (IgE). Adaptado de
Gilfillan & Tkaczyk, 2006

Cuando se agrega el receptor FceRI induce un cascada de eventos de sefializacion
intracelular lo cual produce una rapida liberacion de histamina y enzimas proteoliticas,
como consecuencia de la desgranulacion, y liberacién de leucotrienos y prostaglandina,
como resultado de la hidrdlisis fosfolipidica de la fosfolipasa A, (PLA;). Seguidamente
aumenta la expresion de genes, una variedad de citocinas y quimiocinas que también
son liberadas luego de la activacién del mastocito, desde luego estas son respuestas
tardias que se observan varias horas después de la desgranulacién y la liberaciéon de
los mediadores lipidicos.
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2.5.2 Via no Inmunoldgica

Acoplados a receptores Proteina G

En el caso de activacion no inmunoldgica tenemos por ejemplo la observada mediante
la cascada de sefializacién iniciada con la familia de receptores acoplados a proteina G,
que es una proteina heterotrimérica (a-B-y) unida a Guanidil Trifosfato (GTP), sensible
a la toxina pertussis. Una vez se une un ligando enddgeno o exdgeno al receptor de
proteina G esto permite que las subunidades Ga se disocie del dimero GAy, entonces
inicia la cascada de sealizacion. La subunidad alfa de la proteina G (Ga) se divide en
cuatro grandes grupos basado en una secuencia homologas y similitudes funcionales
(Gas, Ga, Gag, Gas,) (Kuehn and Gilfillan, 2007) (Fig. 4).

G, -coupled G -coupled G ~coupled
GPCR PCR GPCR
I
T ! Y
!
Inhibicion de Activacion de PLC B Inhibicion de
Adenilciclasa Adenilciclasa

Fig. 4 Ejemplo de las clases de de receptor acoplado a Proteina G (GPCR) y la principal via de sefalizacion
por su respectiva subunidad Ga. Adaptado de Kuehn & Gilfillan, 2007

La proteina Gas estimula la adenilato ciclasa, la Ga; la inhibe, la Ga, activa la
fosfolipasa CB (PLCB). El dimero disociado GBy también regula una variedad de
efectores intracelulares, incluyendo la PLCB, la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K),
canales idnicos, y la adenilato ciclasa (Ferry et al, 2002) (Fig. 5).
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Fig. 5 Activacion del mastocito a través de receptor acoplado a Proteina G (GPCR). En este

esquema se detalla la activacion a través de PI3-K, AMPc y PLCB, con activacion de las vias de MAP
quinasas, ademas se destacan los efectos mas importantes que desencadenan la activacion de estos
receptores, desgranulacion, sintesis de citocinas y quimiocinas, nueva sintesis de eicosanoides. Adaptado
de Pundir & Kulka, 2010.

No acoplados a Proteina G

Otros estimulos no inmunoldgicos que pueden activar el mastocitos son los ionéforos
de calcio, neuropéptidos, compuestos basicos, factores del complemento, dextranos,
citosina (p.e SCF), lectinas, estrés emocional, cambios de temperaturas, medios de
contraste y opiodes (Metcalfe et al., 1997). En los ultimos afios muchos investigadores
hablan sobre la activacién a través de los receptores “Toll-like” (TLR) (Prussin &
Metcalfe, 2006).

Es de particular interés en este trabajo la activacion del mastocito a través de cambios
osmoticos. Dicha activacion en la célula es causada por el movimiento de agua a
través de la membrana celular desde la region de baja concentracién de soluto hacia la
region de alta concentracion de soluto para equilibrarla (Janacek et al., 2000). El
incremento de la concentracion de iones dentro de la célula induce activacion y
liberaciéon de mediadores. En mastocitos humanos de pulmén se ha observado la
activacién de estos por pequefios cambios en la osmolaridad produciendo liberacién de
histamina /n vitro (Eggleston et al., 1984). Las células necesitan mantener un pH
citosolico constante, lo cual afecta muchos mecanismo bioquimicos intracelulares y es

por lo tanto critico para su funcionamiento. Se sabe que hay via de transporte
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sensibles al pH y al volumen, y que los cambios en el pH citosolico esta acompanado
con alteraciones en el volumen celular y viceversa (Grinstein et al, 1985). Las células
pueden hincharse o encogerse y regresar a su volumen normal por activacién del
transporte ionico. El control del pH citoplasmatico por el intercambiador de Na*/H*
parece ser una caracteristica general no solo en células eucariotas sino también en
procariotas como las bacterias (Grinstein et al, 1985) (Fig. 6). En algunas células el
intercambiador de Na/H® esta quiescente y puede activarse ante un shock
hiperosmotico (Cala, 1980). Esta activacion lleva a la alcalinizacion del pH
citoplasmatico, un incremento intracelular de la concentracion de Na* y a la
recaptacion de agua obligada osméticamente. No se conoce completamente las vias de
transduccion de sefial que relacionan los cambios en el volumen de la célula con la
activacion del intercambiador de Na*/H", pero al parecer la activacion de la proteina
quinasa C (PKC) y el estrés hiperosmético resultan en un perfil similar de fosforilacion,
y se ha propuesto que esta quinasa pueda estar involucrada en la activacion de el
intercambiador de protones ante la pérdida de volumen de la célula (Gristein et al,
1986). Los cambios en la concentracion intracelular de calcio pueden activar el
transportador durante la regulacion de volumen, aunque también se postula que el
incremento del calcio por el estrés hiperosmoético es el resultado de la activacion del
intercambiador de protones. Por otro lado, el intercambiador de Na*/H* es una
proteina unida a calmodulina, sugiriendo que las proteinas quinasa dependientes de
calmodulina es una de las mayores vias de regulacion de este transportador de
protones (Cabado et al, 2000).

Fig. 6 La estricta regulacién del pH
intracelular y la concentracién de
protones en las organelas subcelulares
es de suma importancia para el normal

funcionamiento y la supervivencia de

la célula. Las células regulan

- o .

{ + o buflering  pasivamente su pH con un exceso de
malecules ;

moléculas tampones. Tomado de

Syntichaki & Tavernarakis, 2003

Mature Reviews | Neuroscience
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Luego de la activacion del mastocito ya sea por la via inmunoldgica o no inmunoldgica,
los eventos celulares resultantes como la sintesis de citocinas, quimiocinas vy
eicosanoides se deben en parte a la activacion de las MAP quinasas, que son enzimas
que se unen de manera covalente a grupos fosfatos de la cadena latera tanto en
residuos de serina, treonina o tirosina de proteinas especificas dentro de las células
(Johnson and Lapadat, 2002).

Las MAP quinasas son enzimas de transduccidon de senales altamente conservados en
eucariotas que responden al estrés del ambiente, asi como a la estimulaciéon de los
receptores de la membrana plasmatica, mediante el control moléculas claves hasta la
maquinaria de transcripcion en el nlcleo. Esta familia de enzimas incluye varios
subgrupos, tales como quinasas c-Jun amino-terminal (JNKs), quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK) y las proteinas p38, todas comparten la propiedad comun
de ser activado a través de una cascada de fosforilacion de tres mddulo, lo que les
permite a su vez fosforilar una amplia gama de sustratos, incluyendo otras proteinas

quinasas, fosfolipasas y factores de transcripcién (Karin, 1998; Chang and Karin, 2001)

2.6 Mediadores del Mastocito

Los mastocitos ejercen sus funciones bioldgicas casi exclusivamente por mecanismos
inmune humoral. La lista de mediadores liberados por el mastocito es enorme y explica
como estas células estan involucradas en diferentes funciones fisiologicas y
patofisioldgicas (Bischoff, 2007).

Los mediadores producidos por el mastocito suelen dividirse en los preformados, los
mediadores lipidicos sintetizados de novo y las citocinas. Estas categorias no son
absolutas, ya que al menos el TNF-alfa, esta preformado y es sintetizado de novo.

Los mediadores preformados estan almacenados en granulos secretores, y una vez
activado el mastocito el contenido es liberado al ambiente extracelular en minutos. Los
granulos estan constituidos principalmente de histamina, serinas proteasas,

Carboxipeptidasa A y proteoglicanos (heparina y sulfato de condroitina E) Fig. 7.
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Fig. 7 Ritmo de la liberacién de mediadores del mastocito luego de su activacion. Adaptado de Abraham &
St. John, 2010.

2.6.1 Mediadores Preformados

a. Aminas Biogenas

La histamina se forma por la descarboxilacion del amino acido histidina por medio de la
enzima L-histidina descarboxilasa. El principal sitio de almacenaje de la histamina, en
la mayoria de los tejidos, es el mastocito; y en la sangre es el basofilo. Estas células
sintetizan histamina vy la almacenan en granulos secretores. El pH de estos granulos
secretores es aproximadamente 5.5, por lo que la histamina tiene carga positiva y
forma un complejo idnico complejo con grupos acidicos con carga negativa,
principalmente proteasas y heparina o proteoglicanos de sulfato de condroitina
(Goodman & Gilman, 2006). En los mastocitos humanos, el mediador principal es la
histamina, aunque en roedores la serotonina presenta igual importancia. La histamina
gjerce sus efectos fisioldgicos al unirse a receptores especificos en la membrana de las
células blanco. Hay tres tipos de receptores descritos para histamina: H;, H, y Hs y
pueden distinguirse por su sensibilidad a los inhibidores farmacoldgicos. El efecto de la
histamina es corto porque es eliminada rapidamente por un sistema de transporte
especificos para aminas. Los efectos fisioldgicos de histamina los presentamos en la
siguiente tabla 2 al final de la seccién. Es importante mencionar que los efectos de la
histamina se ven potenciados por otros mediadores tales como la prostaciclina (PGI) o
el oxido nitrico (NO) sintetizados en células endoteliales, previa estimulacion por parte
de la histamina (Abbas et al, 2007).
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b. Enzimas granulares y Proteoglicanos

La mayoria de las proteinas en los granulos contienen proteasas neutras; triptasa,
quimasa y carboxipeptidasa. La triptasa es un tetrdmero con un peso molecular de 110
a 130 kd con subunidades de 31 a 36 Kd que es estabilizado por su asociacién con
proteoglicanos. La funcion de la triptasa /n vivo es desconocida, pero in vitro puede
escindir los factores del complemento C3 y C3a, activar fibroblastos, y promover la
acumulacién de células inflamatorias (Prussin & Metcalfe, 2006). La quimasa ha
mostrado tener influencia en el reclutamiento de neutrdfilos y también en limitar los
efectos dafinos de productos toxicos derivados de procesos inflamatorios, como
neurotensina y endotelina (Abraham & St. John, 2010).

En el grupo de los proteoglicanos estan incluidos la heparina y el sulfato de
condroitina, constituido por un nlcleo de polipéptidos y cadenas laterales no
ramificadas de glucosa-aminoglicanos que le imparten una fuerte carga negativa a la
molécula; esta propiedad permite que se pueda almacenar en forma de matriz junto
con las aminas biogenas que estan cargadas positivamente, proteasas y otros
mediadores y asi prevenir su accesibilidad al resto de las células. Los mediadores se
van liberando a diferentes velocidades luego de la exocitosis, las aminas biogenas se
disocian mas rapido que la triptasa o quimasa. Ser podria decir que los proteoglicanos
controlan la cinética en la salida de los mediadores en reacciones de hipersensibilidad
inmediata (Abbas et al, 2007).

2.6.2 Mediadores sintetizados de novo
a. Mediadores Lipidicos
En la categoria de los mediadores sintetizados de novo estan los lipidicos que
representan una familia de moléculas de senalizacion con gran impacto en inflamacion
y alergia. Tienen un papel fundamental tanto en el inicio como en la resolucién de la
reaccion inflamatoria. La membrana lipidica es la que abastece el sustrato de Acido
Araquidonico (AA) necesario para la produccién de eicosanoides; catalizado por la
enzima Fosfolipasa A, (Goodman & Gilman’s, 2006). EI AA libre es metabolizado a su
vez por dos grandes clase de enzimas las ciclo-oxigenasas (COX) y las lipo-oxigenasas
(LOX); la accion de estas enzimas llevan a la produccidon en caso de las COX de los
prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) ya las LOX convierten el
AA a leucotrienos y una variedad de metabolitos hidroxilados. Los prostanoides
bioldgicamente activos mas importantes implicados en la inflamacion del tracto

respiratorio incluyen la prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina E, (PGE,),
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prostaciclina (PGI,) y tromboxano A, (TxA;) (Figura 8). La PGD, se produce con la
activacién del mastocito y se asocia con el componente alérgico del asma. En el caso
de la PGE,, su papel en el asma destaca de los otros prostanoides ya que tiene tanto
efectos benéficos como broncoprotector y anti-inflamatorio asi como deletéreos pos
sus efectos pro-inflamatorios, que puede explicarse por el subtipo de receptor al que
se une la PGE, (Nauta et al., 2008). Los prostanoides activan los receptores que se
encuentran en la membrana celular y que estan cerca de su sitio de formacion. Todos
los receptores para eicosanoides estan acoplados a proteinas G, los cuales
dependiendo del subtipo modula la actividad de adenil ciclasa y fosfolipasa C. Hasta el
momento la PGE, tiene 4 receptores (EP 1-4) (Goodman & Gilman’s, 2006). El
receptor EP; es una excepcion porque presenta splicing alternativos en el ARN
mensajero que determinara el efecto fisioldgico final (Narumiya et al., 1999) como se
detalla mas adelante en el apartado de PGE; y sus receptores.

La prostaciclina y los tromboxanos son prostanoides cuyos efectos bioldgicos tienen
mas relevancia en el sistema cardiovascular; pero también tienen un papel
inflamatorio, la prostaciclina ha mostrado efecto de naturaleza dual como la PGE,,
tanto pro-inflamatorio como anti-inflamatorio. Por otra parte, el TxA, participa en el
desarrollo de la respuesta alérgica de las vias aéreas, en pacientes asmaticos los
niveles de TxA, estan elevados luego del sensibilizar con alergenos. El mayor producto
del acido araquidonico a través de la via de la LOX son los leucotrienos, especialmente
el LTC, y sus productos de degradacion LTD, y LTE,;. El LTD, es producido por
mastocitos de la mucosa y basofilos, pero no por los mastocitos del tejido conectivo.
Los leucotrienos se unen a receptores especificos en las células del musculo liso y
causan una broncoconstriccion prolongada. Un tercer tipo de mediador lipidico
producido por los mastocitos es el factor activador de plaquetas (PAF siglas en inglés),
porque en los bioensayos producia agregacion plaquetaria en conejos. El PAF tiene
acciones broncoconstrictoras directas, también puede causar retraccién de las células
endoteliales y puede relajar el musculo liso vascular y causar vasodilatacion, pero al
ser destruido por hidrdlisis en el plasma sus acciones bioldgicas son limitadas (Abbas et
al, 2007).

Es importante anotar que la capacidad del mastocito de producir eicosanoides varia
grandemente de un tejido a otro. Asi pues, en el intestino en situaciones como
parasitosis se han observado que el mastocito genera cantidades importantes de PGD,,
cisteinil-leucotrienos (cysLTs) y LTB,; pero en condiciones normales soélo genera PGD,
cuando es activada. Otro ejemplo de esta particularidad, es la cantidad de cysLTs
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generada en piel es 6 a 10 veces menos al compararlo con el Utero, pulmén o
intestino. Estas observaciones sugieren que la via enzimatica de las prostaglandinas
parecen estar expresada constitutivamente, a diferencia de la via de las LOX que su
actividad estd aumentada en condiciones de inflamacidon y puede ser inducida por
citocinas derivada de células T y otros elementos del microambiente inflamatorio (Saito
& Okayama, 2005).
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Fig. 8 Las mayores vias involucradas en el metabolismo del acido araquidonico- El AA deriva
directamente del acido linolénico o es ingerido en la dieta; se almacena en la membrana celular de casi

todas las células y es liberado en respuesta a estimulos. Modificado de Belton & Fitzgerald, 2003.

a.l PGE, y receptores EP
La PGE; no es el mayor producto del metabolismo del AA, sin embargo tiene una
funcidn en la homeostasis del mastocito. La PGE; es ubicua y tiene efectos multiples y
algunas veces funcionalmente opuestos, por ejemplo induce vasodilatacion tanto de
arterias como venas y es un compuesto proinflamatorio y regula la produccidon de
varias citocinas, tales como el TNFa vy la IL-6 (Murakami et al, 2003). Al menos tres
enzimas catalizan la formacién de PGE, a partir de su precursor universal PGH,. La
diversidad de los efectos de PGE, depende del subtipo de receptor expresado al que se
une. Estos receptores nombrados EP;, EP,, EP; y EP,4, estd acoplados a la proteina G y

estan codificados por distintos genes. Los cuatro receptores tienen alta afinidad de
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union hacia PGE, y no estan relacionados entre ellos o con otros prostanoides basados
en la homologia de los aminos acidos (Boyce J, 2007).

La estimulacion con PGE, produce la activacion de diferentes proteinas G, dependiendo
del tipo de receptor EP al que se enganche (Fig. 9). Las caracteristicas de cada

receptor se explican a continuacion.

a.1.1 Receptor EP;

Descrito por ser constrictor del musculo liso. El ADNc de este receptor codifica para
402 amino acidos. En estudios de ARN mensajero este receptor tiene alta expresion en
rifion, seguido de la mucosa muscular gastrica y tejido adrenal. La activacion de este
receptor esta mediada a través de la proteina Gq, via generacion de IP; e incremento
celular de Ca** (Naruyima et al, 1999).

Existen agonistas selectivos de este receptor, pero tienen afinidad por otros
receptores; sulprostona que se une a los receptores EP;;; y el iloprost que ese une a
EP,/IP. También hay antagonistas que se han descrito para este receptor, utilizados

para su caracterizacion farmacoldgica, el SC51089 o el SC53122 (Halliman et al, 1994).

a.l1.2 Receptor EP,
El ADNc del receptor EP, codifica para 358 amino acidos. La distribucidon del receptor
en los tejidos se ha caracterizado parcialmente y estd presente de manera abundante
en Utero, pulmon, y bazo; exhibe bajos niveles en el rifidn. El EP, se expresa en niveles
mucho mas bajos que el EP4. Estudios funcionales sugieren que este receptor tiene un
papel importante en la implantacion uterina y en lo bronquiolos es relajante. Entre los
agonistas selectivos que activan este receptor esta el butaprost y el antagonista
AH23848 (Coleman et al, 1994). La activacién de EP, lleva a un incremento de los
niveles de AMPc (Regan et al, 1994), al estar acoplado a proteina Gs que estimula la
actividad de adenil ciclasa (AC), a su vez se produce activacion de la proteina quinasa
A (PKA) que subsecuentemente fosforila al factor de transcripcion CREB; en paralelo
esta activacion inducida por el AMPc activa las MAP quinasas, y esta via inhibe la
expresion de genes como c-Jun y JunB (Versteeg, Nijhuis et al, 2000). Es un receptor
que no es susceptible a desensibilizacién ya que cuenta con una cola citoplasmatica en
el C-terminal corta.

a.1.3 Receptor EP;
Fue identificado como un constrictor del musculo liso (Coleman et al, 1994). Este

receptor es Unico con respecto a la familia de prostanoides, ya que tiene mdltiples
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splicing alternativos o variantes, definido por la cola citoplasmatica C-terminal. Estas
variantes pueden explicar las diferencias en la fosforilacion del receptor,
desensibilizacion y variacién en las vias de transduccién de sefial. La activacion de
este receptor inhibe la adenilato ciclasa al activar la proteina Gi, por lo que disminuye
los niveles de AMPc (Sonnenburg et al, 1990). El receptor EP; esta acoplada con
multiples proteinas G (Gi, Gq y Gs) (Sugimoto et al, 2007). También se ha descrito que
todas las variantes se unen al agonista sulprostona. La PGE, ha mostrado aumentar la
desgranulacion y produccion de citocinas mediado por FceRI en mastocitos de raton y
ésta respuesta parece ser mediada por el receptor EP; (Nguyen et al, 2002), aunque
Kunikata y colaboradores, usando el modelo de asma alérgica inducida por Ovo-
albimina (OVA) mostraron que la via de sefializaciéon PGE,-EP; regula de manera
negativa la progresion de la inflamacién alérgica (Kunikata et al, 2005).
a.1.4 Receptor EP;

El ADNc del receptor humano codifica para 488 aminos acidos con una masa molecular
aproximada de 53kDa. El EP, se expresa mas que el EP,, encontrandolo en timo, ileo,
pulmdn, bazo, tejido adrenal y renal (Bastien et al, 1994). Tiene un importante efecto
vasodilatador y un papel importante en regular en el cierre perinatal del ducto
arterioso pulmonar. Aunque su via de senalizacion es igual que el receptor EP,, a
través de la disminucion de los niveles de AMPc por estar acoplado a la proteina Gs,
este receptor al poseer una larga cola citoplasmatica de alrededor de 156 amino-acidos
con 38 residuos de serina y treonina que sirve de multiples sitios de fosforilacion,
sugiriendo con esto la susceptibilidad a desensibilizacién por fosforilacion de los
agonistas (Nishigaki et al, 1996).
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Fig. 9 Activacion de los receptores de EP por PGE, induce diversas vias de sefalizacion y
liberacion de citocinas. (A) PGE, se une a distintos receptores de EP en induce activacion de las vias de
MAP quinasas a través de Gq o Gi, o induce la regulacion hacia arriba del AMPc y subsecuente activacion
de la PKA. (B) La exposicion de ciertas células a PGE, resulta en la produccién de citocinas como el TNFaq,
IL-6, y la producciéon de IL-10 dependiente de la MAP quinasa p38, aunque todavia no esta claro que

subtipo de receptor sea el responsable. (Adaptado de Bos et al, 2004)

b. Citocinas
Las citocinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular (por lo general menos
de 30 kDa) que actuan mediando interacciones complejas entre células de linfoides,
células inflamatorias y células hematopoyéticas. Sus funciones son muy variadas:
diferenciacién y maduracién de células del sistema inmunitario; comunicacion entre
células del sistema inmunitario; en algunos casos, ejercen funciones efectoras directas.
Entre las propiedades generales de las citocinas tenemos
» Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad
natural y especifica y sirven para regular las respuestas inmunitarias.
« La produccion y secrecion de citocinas es un hecho breve y autolimitado.
+ Muchas de las citocinas no tienen un origen Unico, sino que estan
sintetizadas por mudltiples tipos celulares. Dentro del sistema inmune
natural, los macréfagos son las células mas productoras de citocinas,

mientras que en el sistema especifico lo son las células T.
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« Las citocinas son pleiotrdpicas, es decir, que la misma citocina es capaz de
actuar en multiples tipos celulares.

» Las actividades funcionales de la citocinas son redundantes, es decir, que
distintas citocinas pueden producir el mismo efecto.

« Las citocinas pueden influir sobre el efecto de otras citocinas: efecto
antagonista (el IFN-y bloquea el cambio de clase promovido por IL-4) o
sinérgico (la accién conjunta de IL-4 e IL-5 induce en células B el cambio de
clase para que produzcan IgE).

« Inician su accidn tras fijarse a Rc especificos de la superficie celular: accién
autocrina o paracrina.

+ La expresion de muchos de los Rc de las citocinas se regulan por sefales
especificas. De esta forma, la respuesta a las citocinas puede ser
amplificada positiva y negativamente al variar el nimero de Rc.

« La mayoria de las respuestas celulares a las citocinas son lentas ocurriendo
en periodo de horas y requieren sintesis de ARNm y proteinas de novo.

« Actian sobre muchas células regulando la divisidn celular, bien
estimulandola o inhibiéndola.

» Las citocinas “controlan” el sistema inmune: regulando (activando o
inhibiendo) la activacion, proliferacién y diferenciacion de varios tipos de
células; regulando la secrecion de anticuerpos y de otras citocinas
(http://epidemiologiamolecular.com/citocinas/).

Los mastocitos producen diversas citocinas que contribuyen a la inflamacion alérgica.
La produccién de citocinas y quimiocinas por el mastocito esta estrechamente regulada
y puede ocurrir independientemente de la clasica via de activacion mediada a través
del FCeRI. Hay alrededor de una treintena de citocinas producidas por los mastocitos
humanos (Crivellato et al, 2004). Los granulos secretores del mastocito contienen el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) el cual tiene efectos proinflamatorios
pleiotropicos; ya que ha sido implicado en reclutamiento de neutrdfilos y aumenta la
actividad bactericida de estos, ademas activa la expresion de moléculas de adhesion
endoteliales (ELAM-1) (Walsh et al, 1991; Kenny et al, 1993). Ademas, los mastocitos
tienen la capacidad de generar IL-8, que contribuye al reclutamiento de neutrofilos
(Moller et al, 1993). Otras citocinas encontradas en las vias areas de pacientes
normales y asmaticos estan la IL-5 y la IL-6, las cuales junto con la IL-4 y la IL-13
mejoraria la respuesta inmune tipo Th2 y la quimiotaxis de eosindfilos, indicando el
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papel del mastocito en el inicio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria en el
asma (Bradding et al, 1995,; Galli, 1997).

Tabla 2. Mediadores producidos por el mastocito y sus efectos. (Modificado de

Abbas et al, 2007)

Categoria del Mediador

Mediador

Funcion Fisiologica/Efecto
Patolagico

Preformados y
almacenados en los

granulos citoplasmaticos

Histamina

Incrementa la permeabilidad
vascular, estimula la
contraccion de las células del

musculo liso.

Enzimas: proteasas neutras

Degrada estructuras
microbianas; dafio del tejido y

remodelado.

Mediadores lipidicos
producidos en la

activacion

Prostaglandina D,

Vasodilatacion,
broncoconstriccion,

quimiotaxis de neutrdfilos

Leucotrienos Cy4, Dy, E4

Broncoconstriccion
prolongada, secrecién de
mocos, incremento de la

permeabilidad vascular.

Factor activador de Plaquetas
(PAF)

Quimiotaxis y activacion de

leucocitos,
broncoconstriccion,
incremento de la

permeabilidad vascular.

Citocinas Producidas en la

Activacion

IL-3 Proliferacion del mastocito

TNF, MIP-1 alfa Inflamacién en la fase tardia

IL-4, IL-13 Produccion de IgE, secrecion
de moco

IL-5 Produccion de eosindfilos y

activacion
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2.7 Funciones del Mastocito:

Las funciones realizadas por el mastocito estan mediadas por la gran cantidad de
mediadores liberados por esta célula que se describen en el apartado anterior. Entre
las funciones del mastocito encontramos:

« Regulacidn de funciones epiteliales (secrecidon y permeabilidad epitelial)

« Funciones del musculo liso (peristalsis y broncoconstriccion)

« Funciones endoteliales (flujo sanguineo, coagulacion y permeabilizacion
vascular)

« Funciones inmunitarias (regulacién de la respuesta innata y adaptativa,
tolerancia periférica y reclutamiento y activacion de neutrdfilos, eosindfilos y
linfocitos)

« Funciones neuronales (interaccién neuroinmunes, peristalsis y dolor)

« Otras funciones (cicatrizacion vy fibrosis) (Bischoff, 2007)

2.7.1 Funciones Inmunomoduladoras del mastocito
Los mastocitos presentan funciones inmunomoduladores tanto positivas como
negativas en las células inmunes por influir en el reclutamiento, sobrevivencia,
desarrollo, asi como el incremento o supresion en el inicio, magnitud y/o duracién de la
respuesta inmune (Galli et al, 2008).
El papel regulador del mastocito podria derivarse de la variedad de efectos bioldgicos
que produce esta célula en la respuesta inmune, asi como de las interacciones que
muestran con otras células efectoras y reguladoras del sistema inmune (Frossi et al,
2010).
Debido a la distribucién de la poblacion de mastocitos en los tejidos que estan
expuestos al ambiente exterior, estos estan en contacto directo con antigenos,
patdgenos y otros factores que alcanzan la superficie de las mucosas y la piel
(Grimbaldeston et al., 2005).

a. Funciones inmunomoduladoras positivas
El mastocito exhibe funciones inmunomoduladoras positivas /n vivo que puede ser
mejorar la defensa del huésped o promover enfermedades, y que reflejan las acciones
de sus mediadores almacenados y citocinas. Entre los ejemplos de funciones

inmunododuladoras positivas tenemos (Galli et al, 2008):
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« Promover la migracion, maduracion, diferenciacion y funcion de células del
sistema inmune via secrecion de factores tales como el TNF, quimiocinas,
histaminas, LTB4 y proteasas

« Presentacién de antigeno a células T o mejorar la presentacion antigénica por
captura del antigeno unido a la IgE via FceRI, llevandola a apoptosis

« Promover la produccion de IgE por parte de las células B (mediante secrecion
de IL-4, IL-13 y CD40L)

« Promover el reclutamiento de células del sistema inmune por la producciéon de
TNF y otros mediadores que regulan a la alza la expresién de moléculas de
adhesion en las células del endotelio vascular.

« Promover la respuesta Ty2 a través del efecto de PGD, en la maduracion de
células dendriticas

« Promover en el musculo liso de las vias aéreas la produccién de citocinas y
quimiocinas (TNF, IL-4 y la IL-13)

b. Funciones inmunomoduladoras negativas:
Las funciones inmunoreguladoras negativas del mastocito las realiza a través de la
produccion de IL-10 y de otros productos que limitan la magnitud y/o duracion de
ciertas respuestas inmune adquirida e innata, otros ejemplos de funcidn
inmunoreguladoras negativa seria (Galli et al, 2008):

« Suprimir la sensibilizacién en la hipersensibilidad por contacto a través de la
produccion de histamina inducida por los rayos ultravioleta B (UVB)

«  Suprimir la produccion de citocinas por células T y monocitos, via IL-10

« Suprimir la produccion de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas por los
queratinocitos, via IL-10

« Mejorar la capacidad de las DC para reducir la proliferacion de las células T y la
produccién de citocinas, via IL-10

Se ha demostrado que los mastocitos juegan un papel clave como centinelas del
sistema inmune en la defensa del hospedero contra parasitos, bacterias e incluso virus.
En el caso de los virus, el mastocito puede activarse por diferentes proteinas del VIH-1
(gp120 y Tat) de tal manera representar una fuente potencial de citocinas Th2 durante

la infeccion por VIH-1 (Marone et al, 2000).
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2.8  Otras Patologia en las que esta involucrado el Mastocito

El mastocito es una célula efectora multifuncional, capaz de producir una gran variedad
de mediadores tanto preformados y sintetizados de novo. Estos mediadores estan
envueltos en un espectro de actividades que no se confinan estrictamente a funciones
inmunoldgicas si no también a procesos no inmunoldgicos. Debido a este amplio
potencial que involucra una gran cantidad de reacciones, el mastocito ha ganado
interés por el posible papel en otras patologias en humanos (Crivellato et al, 2004).

El mastocito es una célula clave en la patogénesis de varias enfermedades
autoinmunes como la esclerosis multiple o la artritis reumatoide; y en otras
enfermedades crénicas como la fibrosis pulmonar (Metz et al, 2007).

Se ha sugerido la participacion del mastocito en procesos como el espasmo coronario,
cardiomiopatia, arterioesclerosis y en isquemia cardiaca. Se ha demostrado que la
quimasa escinde la angiotensina I a angiotensina II, mas eficientemente que la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (Church and Levi-Schaffer, 1997). En el esquema
de la figura 10 a grandes rasgos se presentan los principales procesos en los que el

mastocito esta involucrado al igual que las citocinas que median estos efectos.
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Fig. 10 Participacion del mastocitos en procesos patoldgicos e inmunitarios. Identificados como
funciones protectoras (verde) o deletéreas (rojo) del mastocito (MC) y productos del mastocito en la
respuesta bioldgica. Aneurisma adrtico abdominal (AAA), neurolisina (NLN), neurotensina (NT), células del
musculo liso (SMC). Adaptado de Kalesnikoff & Galli, 2008.
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2.9 Papel del Mastocito en el asma
El mastocito en la patogénesis del asma se ha estudiado en diferentes modelos
animales. Especialmente con el uso de ratones con deficiencias genéticas de
mastocitos y combinandolo con protocolos de reconstitucién de dichas células, lo que
ha sido una herramienta muy Util para delinear por una parte el rol del mastocitos en
el asma, y por otra; los receptores que expresa y los mediadores involucrados en el
proceso asmatico (Grimbaldeston et al, 2005).
El mastocito media la fase temprana de las reacciones de hipersensibilidad por
liberacién de histamina y otros mediadores, luego de la union de la IgE al receptor de
alta afinidad en caso de una reaccion de tipo inmunoldgica o por una activacion no
inmunoldgica. Pero el proceso no termina alli, si no que sigue un proceso denominado
fase tardia, y que es la causa de los sintomas recurrentes y crénicos de los individuos
asmaticos (Bischoff S, 2007).
También es importante destacar que los mastocitos de pulmén han demostrado que se
adhieren a las células del musculo liso de las vias aéreas, a diferencia de los eosindfilos
y las células T que no lo hacen bajo las mismas condiciones. Otras evidencias de su
presencia son los infiltrados de éstas células en el epitelio bronquial de asmaticos; esto
permite que el mastocito incremente el acceso a los alergenos y facilite la respuesta
inflamatoria a través de la presentacion de antigenos, diferenciacion a respuesta T,2 y
produccién de IgE. El incremento en la produccion de moco que se ve favorecida por
mediadores liberados por el mastocito, y es una condicion caracteristica en el asma
(Bradding P, 2003).
Otras observaciones recientes es el SCF, el cual es producido por los macréfagos
alveolares, y su receptor el KIT, estd regulado hacia arriba en las vias aéreas de los
asmaticos. Gracias a los modelos murinos de asma se han podido definir mecanismo
fisiopatoldgicos y el protagonismo que tiene el mastocito en este padecimiento;
ademas de la interaccion de esta célula con otras, mediante la liberacion de
mediadores y la activacion de otras células del sistema inmunoldgico como las células
T (Brown et al, 2007).

2.9.1 Papel del Mastocito en el Remodelado de las Vias Aéreas
El asma bronquial se caracteriza por la inflamacion, hiperreactividad y remodelado de
las vias aéreas. El remodelado de las vias aéreas se define como un cambio estructural
que puede afectar sus propiedades funcionales. Estos cambios estructurales incluyen

incremento en la masa del musculo liso de las vias aéreas, hipertrofia de las glandulas
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mucosas, deposicion de componentes de la matriz extracelular, engrosamiento de la
membrana basal reticular y angiogénesis (Busse et al, 1999). Los pacientes con asma
tienen una acelerada pérdida de la funcién pulmonar con el paso del tiempo, y algunos
pacientes desarrollan una obstruccion fija del flujo aéreo. Esta caracteristica puede
reflejar el remodelado de las vias aéreas en el asma crénica y severa. Aunque la
relacion ente remodelado e inflamacion no se entiende totalmente, hay reportes que
sugieren que el remodelado es consecuencia de la lesion repetida e inflamacion
persistente.  Sin embargo, el proceso de remodelado comienza temprano en el
desarrollo de asma y ocurre en paralelo con el establecimiento de la inflamacién
persistente (Phipps et al, 2004).

La hipertrofia del misculo liso de las vias aéreas y la hiperplasia son los factores mas
importantes relacionados con la hiperreactividad bronquial /n vitro e in vivoy con la
severidad del asma. Muchos mediadores inflamatorios y citocinas contribuyen a la
proliferacion del musculo liso de las vias aéreas y éste por si mismo es una fuente de
mediadores inflamatorios, sugiriendo una respuesta proliferativa de tipo autocrino y la
interaccién con células inflamatorias. Se sabe que los mastocitos son los primeros en
responder ante una reaccidn alérgica, mas cuando hay una activacién via IgE. Luego
de esta activacion se observa la liberacion de los mediadores preformados y
sintetizados de novo, como ya se ha mencionado, entre estos las citocinas. Los
mastocitos tienen un papel importante tanto en la fase temprana como en las
reacciones tardias de hipersensibilidad en las vias aéreas y también en el remodelado.
Hay estudios que reportan la infiltracion de mastocitos en el misculo liso de las vias
aéreas y que esta asociado con desordenes en la funcidon en el asma (Brightling et al,
2002). Se ha encontrado que hay una gran proporcién de mastocitos en el musculo liso
de las vias aéreas, y que el nimero de mastocitos desgranulados es mayor en las
personas que ha muerto por asma, igualmente se ha reportado que hay un
incremento tanto de mastocitos intactos como desgranulados en las glandulas
submucosa de las vias aéreas en el asma fatal y esto se asocia a cambios estructurales
como el acortamiento del musculo liso y el alargamiento de las glandulas submucosa
(Chen et al, 2004). Estas observaciones indican la interaccion directa entre los
mastocitos y las células del musculo liso de las vias aéreas, y entre el mastocito y las
glandulas mucosas. De hecho, mucho de los mediadores derivados del mastocito se
han reportado que estan involucrados en la patogénesis del remodelado de las vias
aéreas (Okayama et al, 2007) Fig. 11.
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Fig. 11 Representacion esquematica de la interaccidon del mastocito humano mediando el remodelado de
las vias aéreas. Las lineas rojas indican el efecto directo del mastocito y las azules indican el efecto de las
células del musculo liso mediando la activacion del mastocito y el remodelado de las vias aéreas.
(Adaptado de Okayama et al, 2007)

2.9.2 El Mastocito como herramienta para el estudio de asma

Por décadas se ha establecido que el mastocito es la célula clave en la inflamacion
alérgica. Son varias las razones entre estas la ubicacidn estratégica de esta célula en el
cuerpo, la cantidad de mediadores que almacena y la coordinacién con otras células.
En el asma, si bien es cierto que hay muchas otras células y moléculas involucradas,
gran parte de la farmacoterapia envuelve la inhibicion o el bloqueo de sustancias
producidas y/o liberadas por el mastocito; por lo que el estudio de los mecanismos de
activacion, sintesis, regulacion y liberacién que involucra a esta célula es de primordial
importancia para poder optimizar por una parte el diagndstico y por otra el tratamiento
de este padecimiento, que cdmo ya se ha mencionado va en aumento tanto en los
paises industrializados como en los en vias de desarrollo.

Para facilitar el estudio del mastocito se cuenta con herramientas como las lineas
celulares o cultivos primarios, obtenidos de muestras de pacientes o modelo murino.

Desde luego, estos tienen sus ventajas y desventajas que procederemos a enumerar.
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Tenemos los modelos ex vivos y los modelos in Vitro. EI modelo ex vivo consiste en la
obtencion de mastocitos maduros mediante el aislamiento a partir de tejido o
mastocitos inmaduros obtenidos de progenitores ya sea de la médula dsea, cordon
umbilical o sangre periférica de donantes voluntarios seguida de un proceso de
diferenciacion.

Para el modelo in Vitro tenemos lineas celulares inmortalizadas, ya se humana como
las HMC-1 (Human Mast cell leukaemia cell line) (Butterfield et al, 1988) y las LAD2
(Laboratory Allergic Diseases cell line 2) (Kirshenbaum et al, 2003) o murino como las
RBL (Rat Basophilic Leukaemia cell line) (Seldin et al, 1985).

Las mayores limitaciones del uso de cultivos primarios y las lineas celulares se
presentan en la tabla 3. Todas estas fuentes de mastocitos son poderosas
herramientas para investigar los mecanismos por los cuales el mastocito puede
influenciar en respuestas inmunoldgicas o bioldgicas in vitro. Aunque hay algunas
similitudes entre los mastocitos humanos y los murinos, también estan las diferencias
como distribucidon anatoémica, fenotipos y funciones que pueden influenciar en el papel

del mastocitos en estas especies (Kalesnikoff & Galli, 2008).
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Tabla 3. Herramientas de laboratorio para el estudio de mastocitos
(Modificado de Bischoff, 2007)

Herramienta Humana Murino Limitaciones
Las transformaciones
i alteran La funci6n
Lineas celulares de .
. normal ej. HMC-1 el c-
mastocitos HMC-1y LAD2 RBL i
Kit esta
transformadas

Cultivo primario de
mastocitos de
progenitores

Derivado de cordon o

de sangre periférica

Derivado de medula

Osea

permanentemente
fosforilado.

Proceso de larga
duracidn, requiere de 6-
12 semanas y la adicién
de coctail de citocinas.

Cultivo primario de
Mastocitos de tejidos

Obtenido de piel,
pulmoén o intestino

Mastocitos de
peritoneo.

El de mucosa o piel es
mas dificil de obtener

Mastocito del peritoneo
no tiene modelo de
comparacion con el
humano.

El aislamiento a partir
de tejido depende del
espécimen y la cantidad
de mastocitos por
gramo es limitada,
ademas del proceso de
aislamiento y las
técnicas de purificacion

incdmodas.
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3. Asma Inducida por Ejercicio

El asma inducida por ejercicio (AIE) representa un sindrome caracterizado por un
incremento transitorio de la resistencia y reactividad de las vias aéreas luego de 3 a 8
minutos de ejercicio intenso, que se manifiesta clinicamente por falta de aire, tos y
sibilancias. Se estima que entre un 12 y 16% de la poblacién experimenta AIE. La
condiciéon es mas frecuente en nifios y adolescentes que en adultos La prevalencia de
asma en atletas de alta competicion ha sido estimada por estudios de provocacion
bronquial y/o cuestionarios entre 4,3 y 22,8% (Saranz R, 2001).

A inicios de la década de los 70, el ejercicio fue introducido como la primera prueba
indirecta estandarizada de reto (activacion) para uso de laboratorio, reconociendo que
el ejercicio era el estimulo mas comun para provocar broncoconstriccion y esta
constriccion podia ser evitada con ciertos farmacos. En el asma inducida por ejercicio
se cree que los cambios osmoticos que tienen lugar en el liquido periepitelial son los
responsables de la desgranulacién mastocitaria (Anderson & Daviskas, 2000). Durante
el ejercicio se produce aumento de la ventilacién pulmonar, lo cual ocasiona pérdida de
agua en las vias respiratorias que a su vez ocasiona aumento de la osmolaridad del
liquido periepitelial. Al parecer estos cambios osmoéticos son el desencadenante de la
activacion del mastocito, liberacion de sus productos y el episodio de
broncoconstriccién; al conjunto de estos fendmenos se les conoce como la “Hipdtesis

Osmatica”.

3.1  Hipotesis Osmdtica
La hipdtesis osmotica fue desarrollada desde 1982 por la observacion de que sujetos
con AIE lo eran también a la inhalacién de solucién salina hipertdnica (Anderson SD,
1985). Esta hipdtesis considera que la pérdida de agua por la via respiratoria por
evaporacion durante el ejercicio condiciona cambios osmoéticos que iniciarian los
eventos que llevan a la contraccion del musculo liso bronquial. El incremento de la
osmolaridad crearia el medio adecuado para la liberacién de mediadores de una vasta
variedad de células que promueven la broncoconstriccion, lo que se suma la presencia
de edema intraluminal (Fig. 12). Esto podria explicar por qué la intensidad y duracion
del ejercicio pueden ser importantes determinantes de la severidad del AIE. Cuanto
mas largo e intenso es el esfuerzo, mayor es la ventilacién y mayor el nimero de
generaciones de la via aérea que son abarcadas por el proceso de hiperosmolaridad
incluyendo una mayor superficie epitelial (Anderson & Daviskas, 2000). La liberacién
consecuente de mediadores, sostenida por el efecto inhibitorio de antagonistas de
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histamina y receptores de leucotrienos, son rapidamente removidos por la circulacién
bronquial lo que ocasiona la espontanea recuperacién del AIE. Estos hechos avalan
que la desecacion de la mucosa respiratoria que tiene lugar durante el ejercicio, puede

ser un estimulo inductor de la activacion del mastocito.

Pérdida Respiratoria de Agua

Enfriamiento de la mucosa Deshidratacidn de la mucosa

t[Nal+, t[Cl]-, t[Cal++, t[K]+

Vasoconstriccién

tde la osmolaridad

Recalentamiento rdpido de la via aérea

Liberacién de mediadores

Vasodilatacién-hiperhemia Edema

Contraccién del musculo liso-Edema

Broncoconstriccion

Fig. 12 Esquema de los eventos mas relevantes en el asma inducido por ejercicio. De acuerdo a
la hipdtesis osmotica, donde el incremento en la osmolaridad induce la salida de mediadores del mastocito

induciendo episodios de broncoconstriccion.

3.2 Papel de la PGE; en el AIE
La activaciéon del mastocito, como consecuencia de los fendmenos previamente
detallados podria ser la via final comUn para la broncoconstriccion en AIE. Un estudio
mostré un incremento significativo y simultaneo de LTB,, PGD, e histamina en lavado
broncoalveolar de asmaticos luego de la pruebas fisicas de aumento en la ventilacién
(hiperventilacién isocapnica) (Pliss et al, 1990). Investigaciones mas recientes parecen
avalar dicha hipotesis ante la observacion de un incremento en orina de la 9a, 11B-
prostaglandina F,, principal metabolito de la PGD,, producto de la COX derivado de los
mastocitos, en los que desarrollaron AIE, tanto en nifios como adultos. Existen
evidencias contrastantes en cuanto a la excrecion urinaria de LTE,, producto final de la

via de los CysLTs, pero la atenuacion simultanea de los niveles urinarios de ese
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metabolito y de la broncoconstriccion inducida por ejercicio, por el montelukast
(antagonista de los receptores de leucotrienos), se halla a favor de un rol destacado de
los leucotrienos en la patogenia de esta entidad clinica (O’Sullivan et al, 1998).

El rol de los mediadores inflamatorios en la patogénesis del AIE es controvertido. El
gjercicio produciria la liberacidon de prostaglandinas inhibitorias de la bronco
constriccion particularmente del tipo PGE,. Esta proteccidon podria tener importancia
para explicar el periodo refractario en AIE, lo que se ve reforzado por el hecho que la
PGE, inhalada atenta la broncoconstriccion por ejercicio y la premedicacion con
inhibidores de la COX atentan o eliminan la refractariedad en AIE (Melillo et al, 1994).
Por otra parte, la PGE, ha mostrado ser una sustancia con capacidad antiasmatica, de
tal forma que cuando se administra previamente a la exposicion de ejercicio es capaz
de prevenir parcial o totalmente la broncoconstriccién inducida por este estimulo.
También ha reportado prevenir la respuesta broncoconstrictora inducida por alergenos
en pacientes con asma de manera que atenla o reduce la hiperreactividad vy la
inflamacion, cuando se administra justo antes de inhalar el alergeno (Gauvreau et al,
1999).

Ademas, en las vias aéreas de los asmaticos, la expresion génica de COX-2 esta
aumentada (Stokes et al, 2002), lo que sugiere que los productos de COX estén
involucrados en la patogénesis del asma. Todos estos datos soportan la hipotesis de
que las Prostaglandinas juegan un papel regulador en la respuesta alérgica y el
balance general es el de favorecer la supresion de la respuesta asmatica por la
expresion de COX-2 y de ciertos productos claves (Park & Christman, 2006). La
relacion de la PGE, y los receptores de EP en la inflamacién es complicada; esta
prostaglandina muestra efectos pro y antiinflamatorios, dependiendo del subtipo de
receptor, poblacidon celular y el contexto de activacion (Park & Christman, 2006)
explicados en el apartado de PGE; y sus receptores. Pero en general la PGE; inhibe la
activacién del mastocito en el tracto respiratorio; al parecer esto lo hace mediante el
aumento intracelular del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) en algunos subtipos
de mastocitos, al suprimir la liberacion de mediadores (Peachell et al, 1988), pero en
mastocitos de ratones aumenta la liberacion de los mismos (Goulet et al, 2004).

Por lo que el mecanismo por el cual la PGE, media inhibicién de la activacion
mastocitaria aun no esta plenamente descrita; al igual que el papel de esta sustancia

en la activacion mediante cambios osmoticos.
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En general los eicosanoides, en los que esta incluida la PGE,, se consideran potentes
mediadores inflamatorios, y su inhibicion podria ser un objetivo terapéutico, pero esto
seria un acercamiento simple, porque existe un balance complejo entre los diferentes
derivados lipidicos, por lo que es importante conocer el papel de estas sustancia en las
células y en nuestro caso en particular en el mastocito como protagonista de procesos
como asma Yy alergia. También existe poca informacidon concerniente a la expresion de
los receptores EP en los mastocitos humanos en determinados estados fisioldgicos y

cdmo la expresion de estos receptores puede estar regulada.
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II.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

En los sujetos asmaticos el ejercicio induce broncoconstriccion con liberaciéon de
mediadores. Los cambios osmoticos serian importantes causas subyacentes. Estos
mismos sujetos pueden recuperarse en un periodo corto de tiempo, sin necesidad de
medicacion de rescate. En el caso de tomar de manera concomitante un analgésico
antiinflamatorio no esteroidal (inhibidores de COXs) y realizar ejercicio, este periodo
refractario desaparece y es entonces necesario realizar terapia de rescate del cuadro
de broncoconstriccién. En esta tesis se aborda el estudio de cuales son los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en esta segunda situaciéon utilizando como
modelo el mastocito, dado que es una célula principal en el proceso asmatico e
inflamatorio. Ademas se estudia como las COXs y en concreto la PGE, puede modular
los efectos de cambios osmoticos, fendmeno que ocurre en el asma inducida por
ejercicio.
Por lo que se plantea como objetivo general
“Estudiar como la PGE, modula los efectos mediados en la activacion osmética en el
mastocito como modelo in vitro de asma inducida por ejercicio”
Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas del estimulo osmoético en el mastocito como

modelo de asma inducida por ejercicio /n vitro

2. Evaluar los posibles mecanismos que emplea el manitol para producir los

cambios que el mastocito manifiesta luego de su activacion

3. Modular la actividad de las ciclooxigenasas para estudiar la repercusiones del

estimulo osmotico

4. Estudiar la modulacién que produce PGE, en la activacion osmotica del

mastocito

5. Determinar que receptores son responsables de los efectos proinflamatorios y

antiinflamatorios de la PGE, en el modelo osmético

6. Evaluar la capacidad que tiene la PGE, de intervenir en los procesos de

sefializacidn iniciados por el manitol
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III. MATERIALES Y METODOS

1. Linea celular de mastocitos humanos:

Linea celular LAD2 (Laboratory of allergic diseases 2): Mastocitos humanos.
Condiciones de cultivo: Medio StemPro-34 Serum Free Media (SFM), complementado
con StemPro-34 Nutrient Supplement, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 2mM de L-glutamina y 100 ng/ml de stem cell factor (SCF). El medio
de cultivo es de Invitrogen Life Technologies, los demas reactivos de Lonza y el SCF
es un obsequio de Amgen.

Linea celular HMC-1 (Human Mast cell leukimia cells): Mastocitos humanos.
Condiciones de cultivo: Medio RPMI 1640 completado, suero bovino fetal 10%, con
100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina. Todos los
reactivos son de Lonza.

1.1 Cultivo Primario de Mastocitos provenientes de CD34+ (Radinger et al,

2010):

Material:

Human recombinant SCF (Amgen)

Human recombinant IL-6 (PeproTech EC Ltd)

Human recombinant IL-3 (PeproTech EC Ltd)

Medio de cultivo StemPro-34 Serum Free Media (SFM), complementado con StemPro-
34 Nutrient Supplement, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2mM de
L-glutamina

Protocolo:

Este protocolo detalla el método para diferenciar mastocitos humanos obtenidos a
partir de células sanguineas de sangre periférica de donadores sanos; provenientes del
laboratorio enfermedades Alérgicas dirigido por Alasdair M. Gilfillan, Ph.D.

« Descongelar una alicuota de células CD34+ a 370C. Tan pronto como se
descongela, transferir las células a un tubo de 15 ml. Enjuagar el criotubo con
medio para los mastocitos (StemPro-34) y afiadir al tubo de 15ml.

« Centrifugar las células a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Retirar el sobrenadante por pipeteo y resuspender el pellet en 10ml de medio y
transferir a dos flascones de cultivo (T175) con suficiente medio para obtener
un volumen final de 30-40ml, este medio contendra Stem Cell Factor (100

ng/ml ), Interleuquina 6 (IL-6 100 ng/ml) y de Interleunquina 3 (IL-3 30 ng/ml)
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« Revisar las células diariamente en el inicio del cultivo. Evitar que la densidad de
las células exceda 0.5x106 cél/ml. Usualmente, después de 4-7 dias en cultivo,
los dos flascones necesitaran ser divididos en 6 flascones; para esto hay que
anadir 60ml de medio (sin IL-3) a cada flascdn y trasferir 30ml de la suspension
de células en cada flascon adicional.

« Luego de 14 dias de cultivo, 30 ml del medio de cultivo (sin IL-3) se afiade a
cada uno de los 6 flascones y estos se hemidepletan obteniendo un total de 12
flascones con 30 ml como volumen final. Sin embargo, esto podra variar
dependiendo de la alicuota de células de CD34+ inicial.

« En la tercera semana de cultivo, transferir las células a falcones de 50 ml y
centrifugar a 1000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente. Remover la mitad
del sobrenadante, resuspender el pellet de células y transferir a un nuevo
flascon que contenga un volumen equivalente de medio fresco mas las
citoquinas SCF y IL-6 (100ng/ml, respectivamente). Esto se repite
semanalmente.

» Luego de 7-8 semanas, el cultivo consiste en mastocitos humanos maduros. La
pureza puede evaluarse por tincién o por analisis con citometria de flujo. Las

células pueden ser utilizadas para experimentos hasta la semana 10.

1.2  Cultivo primario de mastocitos aislados a partir de pulmén
Material:

Dynal MPC®-1 Cat. No. 120-01D, Invitrogen©

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con HEPES y Glutamax (sin piruvato) Cat.
No. 32430-027, Invitrogen©

Non-essential amino acids (NEAA) Cat. No. 11140-035, Invitrogen©

Horse serum heat inactivated Cat. No. 26050-070, Invitrogen©

Magnetic Beads Cellection Pan Mouse IgGk kit: Detachable beads Cat No. 115.31D, ,
Invitrogen©

Antibiotic/antimycotic (AA) Cat. No. A5955, Sigma®©

Bovine serum albumin (BSA) Cat. No. A9576, Sigma®©

Collagenase Type 1A 1g Cat. No. C2674-1G, Sigma©

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) con NaHCO,, sin CaCl, o MgSQ,, Cat. No. H9394,
Sigma©

Hyalurodinasa 1g, Cat. No. H3506-1G, Sigma®©

Human IL-6 20ug, Cat. No. 200-06-20ug, Peprotech©
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Human IL-10 10ug, Cat. No. 200-10-10ug, Peprotech©
CD117 purified, buffered in PBS Cat. No. 555713, BD Biosciences

Tincion de Kimura

Protocolo:

Este protocolo detalla el método para diferenciar mastocitos humanos obtenidos a
partir de pulmén de pacientes sometidos a cirugia toracica o de pdlipos de pacientes
sometidos a cirugia de otorrinolaringologia, en el Hospital Clinic i Provincial de
Barcelona, la técnica es una adaptacion hecha a partir del protocolo seguido en el
Institute for Lung Health en el Hospital de Glenfield bajo la direccion del Dr.
Christopher Brightling, Leicester, Inglaterra.

Se divide dos dias, el primero se recibe la muestra del tejido (pulmdn o pdlipo nasal),
se transfiere a una campana de flujo laminal vertical, para evitar infecciones o
contaminaciones.

Dia 1:

« Pesar y cortar el tejido en pequefias piezas manteniéndolo humedecido en
DMEM 10% FBS.

« Una vez cortado el tejido, colocar en un embudo con una malla de 100um vy
lavar dos veces con DMEM 10% FBS.

« Escurrir el tejido con la ayuda de una cuchara para eliminar sangre 0 mucosa
en exceso.

« Nuevamente lavar dos veces mas con DMEM 10% FBS.

e Llenar un contenedor con 4ml de DMEM 10% FBS, 1% NEAA, 1% A/A por
gramo de tejido.

« Transferir el tejido a este contenedor con la ayuda de la cuchara, mezclar la
muestra y colocarla en la nevera toda la noche.

Dia 2:

« Retirar las alicuotas necesarias de las enzimas para la digestion del tejido
(Colagenasa y la Hialorudinasa) a una proporciéon de 1ml por gramo de tejido,
igualmente retirar el contenedor con el tejido suspendido en el medio completo
de DMEM.

« Afnadir las enzimas y con la ayuda de un magneto y colocar el contenedor en un
incubador a 370C, para que se agite por espacio de 75 minutos, chequear

periddicamente que la muestra se esta revolviendo apropiadamente.
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Luego de la incubacién, retornar la muestra a la campana y agitar la con la
ayuda de una jeringuilla de 50ml para remover el tejido conectivo que aun
puede estar adherido.

Filtrar la suspension de células a través de una malla de 100um, con la ayuda
de un embudo y un vaso de precipitado, adicionar 10ml de DMEM 10%FBS, dos
veces y descartar la malla.

Regresar el filtrado al contenedor original con una pipeta y nuevamente se
filtra, pero con la ayuda de una malla de 50 um, descartar la malla.

Transferir el filtrado de células en suspension a dos falcones y aforar hasta
50ml con DMEM 10%FBS.

Centrifugar los falcones a 1300 rpm por 8 minutos a 4oC.

Remover el sobrenadante y resuspender el pellet en DMEM 10%FBS.

Retirar una alicuota de HBSS/proteinas del congelador.

Centrifugar y resuspender las células en DMEM 10%FBS, dos veces mas v si el
medio aun esta sucio repetir nuevamente.

Después de finalizar el paso anterior, remover el sobrenadante y resuspender
en 10ml de DMEM 10%FBS vy reunir los pellets de ambos falcones en uno solo.
Tomar 5yl de la muestra de suspension de células y poner en un ependorf de
0.5ml para realizar el primer conteo con la tincién de Kimura.

Llenar el falcon hasta 50ml con DMEM 10%FBS y centrifugar a 1300 rpm por 8
minutos a 4oC.

Remover el sobrenadante y resuspender en HBSS/Proteinas, incubar por 30
minutos en el cuarto frio con la ayuda del “Roller/rocker”.

Luego de la incubacion, retornar las células a la campana y anadir 15ml de
HBSS 2%FBS en un falcén.

Filtrar la suspension de células a través de una malla de 70um, recoger el
filtrado en un falcdn, llenar hasta 50ml con el HBSS 2%FBS y centrifugar a

1300 rpm por 8 minutos a 4oC.

48



Durante la centrifugacion se realiza la preparacion de las Beads cubiertas
con CD117:

Poner una cantidad adecuada de beads (5 beads por 1 Mastocito) dentro de un
falcdn con 8 ml de HBSS 2%FBS frio.

Colocar el falcdn en el magneto (Dynal MPC®-1) por 2 minutos

Remover el sobrenadante y sacar del magneto luego lavar con 8ml de HBSS

2%FBS vy retornar el falcon al magneto, repetir estos pasos dos veces mas.

Nuevamente:

Retornar las células a la campana vy retirar el sobrenadante.

Remover el sobrenadante de las beads y anadir 1ml de HBSS/proteina a las
beads y resuspender con la pipeta.

Afadir las beads a las células y resuspender antes de colocar en un criotubo.
Incubar las células con las beads por 90 minutos en “Roller/Rocker” en el
cuarto frio.

Luego de la incubacién, transferir las células a un falcdn y adicionar 12ml de
HBSS 2% FBS y mezclar con la pipeta.

Colocar las células en el magneto y luego de 5 minutos retirar el sobrenadante.
Resuspender las beads con las células en 10ml de HBSS 2%FBS y colocar en el
magneto asegurandose de romper cualquier conglomerado, repetir esto tres
veces mas.

Resuspender en 4ml de DMEM 10% FBS, 1% NEAA, 1% A/A.

Tomar 5ul de la muestra y colocar en un ependorf para la tincién con Kimera,
contar las células.

Ajustar la concentracion de las células al volumen de medio de manera que:
Menos de 4 x 10° células colocar en 4ml de medio

Mas de 4 x 10° células, hacer una dilucién aproximada de 1x10° células/ml.
Afadir 1pl de cada citoquina (IL-10, IL-6 y SCF) por cada ml de suspension de

células.
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2. Analisis de la expresion de genes:
El analisis de la expresion de genes tiene como objetivo estudiar la presencia o no de

una proteina determinada a nivel de su transcripcion génica; en nuestro caso en
particular utilizamos esta técnica para determinar y cuantificar los receptores de
prostaglandina E, expresados en esta linea celular de mastocitos, también la sintesis
de citoquinas como la IL-8 y el TNF-alfa luego de 6 horas de activacion.
Extraccion de ARN con RNAeasy Mini Kit®:
Para determinar la expresidon de receptores de prostanoides y la sintesis de citoquinas
como la IL-8 y TNF-alfa procedimos a obtener el ARN mensajero (ARNm) de la linea
celular LAD2.
Material:
Kit de extraccion de ARN: RNAeasy Mini Kit (Qiagen).
Protocolo:
«  Tomar 1x10° células
» Centrifugar a 1800rpm, durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
« Obtener el ARN siguiendo las instrucciones del kit RNAeasy Mini Kit.
« El ARN se mantiene estable a -80°C un maximo de 6 meses.
Retrotranscripcion de ARN a cADN:
La retrotranscripcion de ARNm a ADNc es necesaria para poder hacer estudios
posteriores de amplificacién por PCR de los genes que codifiquen para las diferentes
proteinas de interés.
Material :
GeneAmp® RNA PCR kit, de Applied Biosystems.
Protocolo:
« Tomar 1ug de ARN y afadir agua estéril hasta tener un volumen final de 10l.
« Afadir 10pl de la mezcla preparada con los reactivos del GeneAmp® RNA PCR

kit. EI contenido es detallado en la siguiente tabla:

Tampon de RT 10x 2ul

Mezcla de dNTPs (100mM) 25x 0.8ul
Oligonucledtidos Random de RT 10x 2ul
Transcriptasa Reversa Multiscribe™ 1pl
Inhibidor de RNAasa 1ul

Agua libre de Nucleasas 3.2l
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e Hacer un pulso a 14000rpm, durante 11 segundos, a temperatura ambiente.
« Anadir 40l de aceite mineral.
« Condiciones del programa de Retrotranscripcion del termociclador:

- 250C, 10 minutos.

- 37°C, 2 horas.

- 859C, 5 segundos.

- Mantener a 4°C.

Amplificacion de cADN por PCR a tiempo real:

Es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para
amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, del mismo modo
que la PCR convencional, un molde de ADN, al menos un par de cebadores especificos,
dNTPs, un tampdn de reaccidon adecuado, y una ADN polimerasa termoestable; a dicha
mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que, en un
termociclador que albergue censores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo
a la longitud de onda apropiada, permita medir la tasa de generaciéon de uno o mas
productos especificos. Dicha medicién, se realiza luego de cada ciclo de amplificacion y
es por esto que también se le denomina PCR en tiempo real.
Material:
LightCycler® Carrusel-Based System, de Roche
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I, de Roche
TagMan Gene Expression Assays para IL-8 y TNF-alfa, Applied Biosystems
Protocolo LightCycler de Roche:

« Descongelar el MgCl,, mezcla de primers, Fast Star DNA y el cADN, mantener

en hielo.

« Preparar dilucién 1/10 de la RT; mantener en hielo.

» Colocar los capilares sobre el bloque frio.

» Preparar la mezcla de acuerdo a la siguiente tabla:

Agua destilada 10.6pl
MgCl, 25mM 2.4l
Mezcla de Primers 5uM 2.0yl
LC-Fast Start DNA Master SYBR Green 2.0ul
UNG (1 u/pl) 1.0pl
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» Mezclar la muestra suavemente con un vortex y mantener en hielo.

« Introducir los 18ul de la mezcla a cada capilar

« Introducir 2pl del estandar o del cADN del gen de interés o agua al capilar.

» Tapar los capilares

» Hacer un pulso de centrifuga de los capilares

« Incubar los capilares 5 minutos a temperatura ambiente para la activacion de la
UNG.

» Los primers o cebadores utilizados fueron disefados utilizando el software

informatico primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3), que se

presentan en la siguiente tabla:

Oligonucleétidos Secuencia del Oligonucleétidos
B-act Forward 5-GAAACTACCTTCAACTCCATC-3'
-actina

Reverse 5'-CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3’

Forward 5’ -TTGTCGGTATCATGGTGGTG-3'
Receptor EP;

Reverse 5'-GGCCTCTGGTTGTGCTTAGA-3’

Forward 5-GTCTGCTCCTTGCCTTTCAC-3'
Receptor EP,

Reverse 5'-CCTCAAAGGTCAGCCTGTTT-3'

Forward 5'-CCACCTTTTCTTCGCCTCTG-3'
Receptor EP;

Reverse 5'-TTTCTGCTTCTCCGTGTGTG-3’

Forward 5'-TCCAGCACCATTCTTCACTG-3’
Receptor EP,4

Reverse 5-AACAAAGTGCCCAACAGGTC-3’

« Todas las reacciones fueron realizadas en duplicado. Los datos en la expresion

de los receptores de EP fueron normalizados por B-actina.
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Protocolo Tagman Gene expresion Assay de Applied Biosystems
» Descongelar reactivos, mantener el Gene Expression Assay protegido de la luz y
en un bloque frio.
» Preparar las muestras de cDNA para adicionar 4yl a la placa fria.
« Preparar la mezcla del ensayo sobre un bloque frio con las sondas del Gene
Expression Assay siguientes:
1. B-actina-VIC probe
2. IL-8-FAM probe Hs00174103_m1
3. TNF-alfa —=FAM probe Hs00174128_m1

Preparadas con las siguientes concentraciones:

Reactivo Cantidad
agua RNase-free 4
TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2X) 10
Tagman Control beta-actina 1
TagMan Gene Expression Assay (20X) 1
volumen total (pI) 16,0

» Mezclar la mezcla suavemente (vortex suave) y mantener en frio.
« Introducir 16ul de la mezcla en cada pozo de la placa de 96

« Introducir 4l del cDNA o agua segun corresponda en cada pozo.
» Tapar la placa con el adhesivo

« Hacer un pulso de centrifuga a la placa

» Correr la placa en el termociclador 7900HT
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3. Ensayo de liberacion de Beta Hexosaminidasa en Mastocitos:
El analisis de la secrecién de B-Hexosaminidasa, mediador contenido en los lisosomas

celulares del mastocito, se utiliza como medida de la degranulacién mastocitaria. En

este caso, se va utilizar para el estudio del efecto de los diversos tratamientos tras la

estimulacion con el agente osmoético sobre la degranulacion.

Material:

Tampdn de liberacion de B-Hexosaminidasa (10mM HEPES, 137mM NaCl, 2.70 mM KCl,
0.4mM NaH,PO,, 5.6mM D-glucosa, 1.8mM CaCl,, 1.3mM MgSO,, 0.025% BSA, filtrar
estéril).

Substrato P-nitrophenyl-N-acety!-B-D-glycopyranoside, de Calbiochem
Triton x-100

Tampdn de citrato de sodio 0.1M (pH 4.5)

Tampon carbonato de sodio 0.2M (pH 10.7)

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) y Ionomicina de Calbiochem
Manitol 20x (osmofundina concentrada), de B. Braun

Prostaglandina E,

AH6809 (Antagonista receptor EP,/EP,), Sigma
L-826266 (Antagonista receptor EP;), Merck Frosst
AH23848 (Antagonista receptor EP4) Sigma

SC-560 (inhibidor selectivo COX-1), Cayman Chemical
NS-398 (inhibidor selectivo COX-2), Cayman Chemical
Aspirina (inhibidor no selectivo COX), Cayman Chemical

Protocolo:

Separar 2 x 10* células por condicidn.

Realizar dos lavados con Tampon de liberacién, a 300 g por 5 minutos a
temperatura ambiente (+24 °C).

Resuspender el pellet con el volumen correspondiente del Tampon de liberacion
para la dilucién de las células.

Separar en ependorf el volumen con el contenido de células requerido para
cada condicion.

De acuerdo a las condiciones planteadas para el experimento se separa el
volumen requerido se coloca en placa de 96 pocillos.

Colocar los estimulos correspondientes PMA (50 ng/mL) mas Ionomicina (2.5
KM), Manitol 10% y aforar hasta 60 pL con el tampdn de liberacidon durante 30

minutos, a 37 °C.
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» Pasado este tiempo centrifugar la placa a 300 g por 5 minutos, a temperatura
ambiente.

« Recoger 50 pL del sobrenadante y colocarlo en una placa de 96 pocillos.
Recoger también 50 pL del lisado celular total, que se obtiene de la adicion de
tritdn al 1 % en el mismo tampdn de liberacién de B-Hexosaminidasa.

» El sobrenadante y el lisado celular total obtenido se incuba con 100 pL del
substrato de P-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosaminida a una concentracion de
1.3 mg/ml en un tampdn de citrato de sodio 0.1 M (pH 4.5), durante 1 hora a
37 °C.

« Detener la reaccidon anadiendo 200 pL por pocillo de un tampdén de carbonato
de sodio 0.2 M (pH 10.7).

« La absorbancia de 4-P-nitropheno/ es monitorizada mediante la absorbancia a
405 nm. La actividad resultante se expresa como el porcentaje de la respuesta
maxima (muestras tratadas con Tritdn x-100): Liberacion de B-Hexosaminidasa
= OD soprenadante/ (OD sobrenadantet OD Triton x-100) X 100.

4. Citometria de Flujo
La citometria de flujo es una técnica que permite el conteo, el analisis y la separacion

de células que se encuentran en suspension en un liquido. Permite hacer estudios
multiparamétricos de caracteristicas fisicas o quimicas de células individuales que
fluyen a través de un aparato de deteccidn, que capta las caracteristicas de dispersion
de la luz y fluorescencia que poseen estas células conformes se les hace pasar a través
de un haz de luz. La dispersién de la luz varia para cada poblacion de células
analizadas: la medida de la célula dard un parametro de dispersion, y la granularidad
de la célula dard la reflexion de la luz. Ademas de la dispersion, el uso de los
anticuerpos monoclonales marcados con moléculas fluorescentes, permite estudiar la

presencia de diversos marcadores de manera simultanea.

Material:

Tampdn de lavado: PBS, 2 % FCS, 0,01 % Azida Sddica. Se utiliza para lavados y
resuspension de las células.

Tampon de Fenotipado: Suero de conejo inactivado, al porcentaje deseado, en el
tampodn de lavado. El porcentaje del suero puede variar, generalmente entre 1-20 %;
en nuestro caso lo utilizamos al 15 %. Este tampdn sirve también para hacer las
diluciones y las incubaciones con el anticuerpo.

Anticuerpos CD63 FITC y CD123 (IL-3R a chain) FITC, de BD Pharmingen™
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4.1 Analisis de expresion de la proteina de membrana CD63:
La molécula CD63 es una proteina granular que atraviesa cuatro veces la membrana

plasmatica (4TM), pesa 53 kDa que se expresa no sélo en los granulos del basdfilo y
en la superficie de éste cuando se activa, sino también en monocitos, macréfagos y
plaquetas. La expresion de este marcador se correlaciona con la degranulacion (Knof/ et
al.,, 1991). El analisis de esta proteina se hace para estudios comparativos de los
niveles de expresidon antes y después de la activacion celular, con fines diagndsticos,
pero en nuestro caso lo hacemos con los siguientes estimulos manitol 10% (estimulo
osmotico) o con PMA+Ionomicina (control positivo), comparandolo con el CD123
(control negativo) o anti Receptor de Interleucina 3a de baja afinidad (ant/ IL-3Ra), y
con células sin estimular.
Protocolo:

« Tomar entre 0.2x10° - 1x10° células y pasar a un tubo de FACS (FAluorescence

Analizer Cell Sorter).
« Lavar las células con el tampdn de lavado.
« Recoger las células con tampon de fenotipado (frio), lavar y resuspender en un
volumen final de 100pL.

« En frio adicionar 5uL de CD63 (marcado con fluoresceina)

« Incubar en hielo por 30 minutos (evitando internalizacion del receptor)

« Lavar con el tampdn de fenotipado, dos veces

» Resuspender en un volumen final de 300pL.

e Leer las muestras en el citometro. El fluorocromo usado en este caso es FITC

(fluoresceina) que se lee en el canal FL-1.
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5. Estudios de Reorganizacion del Citoesqueleto por incorporacion de
Faloidina.

El citoesqueleto estd constituido por tres tipos de biopolimeros; microtubulos,
filamentos intermedios y filamentos de actina o microfilamentos; junto con estos
biopolimeros existe un grupo de proteinas involucradas en el control y regulacion de su
dinamica de polimerizacion/despolimerizacion. El citoesqueleto de actina esta
constituido por microfilamentos y es regulado por proteinas relacionadas o de unién a
actina globular (G-actina) o filamentosa (F-actina). Los microfilamentos participan en el
movimiento celular proporcionando una fuerza de locomocion resultante del fendmeno
de polimerizacién de actina; y por otra parte, contribuyen al trasporte intracelular por
los que viajan moléculas y estructuras membranosas (tesis Egea).
Los cambios del citoesqueleto de actina pueden modificarse mediante el uso de
sustancias naturales denominadas toxinas de actina. Entre estas se encuentran las que
estabilizan la F-actina, y el compuesto mas conocido es la faloidina, toxico derivado de
la Amanita phalloides, que se une con alta afinidad a la actina polimerizada (Actina F);
por lo que convierte a la faloidina en un buen marcador de reorganizacién del
citoesqueleto en células previamente fijadas y permeabilizadas.
Estudios de Reorganizacion del citoesqueleto por microscopia de
fluorescencia:
Todo el procedimiento de preparacion de las muestras se realiza a temperatura
ambiente.
Material:

- Paraformaldehido al 4%

- Polilisina 1%

- PBS

- BSA

- Saponina

- Faloidina-TRICT

- Hoechst 33258

- Medio de montaje Prolong® Gold antifade reagent Invitrogen"”

- Fluo-4/AM, de Molecular Probes

- Zeiss AXIO Observer Z.1 inverted microscope (Carl Zeiss Microimaging GmbH,

Gottingen, Germany)

- Explora Nova Fluo'Up software (Explora Nova, La Rochelle, France)
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Protocolo

El dia anterior en una placa de 24 pocillos colocar los cubreobjetos estériles a lo
que se le afaden 0.5-1 ml de polilisina dejandolo toda la noche a temperatura
ambiente.

El dia del experimento retirar el exceso de polilisina y lavar suavemente con
PBS los pocillos.

Tomar 0.1x10° células por condicion y activar con los estimulos
correspondientes, como se explica para el ensayo de betahexosaminidasa.
Detener la activacién con un pulso de centrifuga, decantar y lavar las células
con PBS y colocar en la células en cada pocillo.

Fijar con 300pl de paraformaldehido 4% durante 30 minutos .

Retirar el exceso de paraformaldehido y lavar con PBS.

Permeabilizar con 300l saponina (1%) en PBS durante 15 minutos.

Retirar el exceso de saponina y lavar con PBS.

Bloquear con 300l de BSA (1%) en PBS durante 30 minutos.

Retirar el exceso de BSA y lavar con PBS.

Incubar con Faloidina-TRICT a una dilucién (1/5000) en BSA (0.1%) en PBS
durante 20 minutos.

Retirar el exceso de Faloidina-TRICT vy repetir el lavado con PBS tres veces.
Incubar con Hoechst 33258 a una concentracion 0.5ug/ml por 10 minutos.
Retirar el exceso de Hoechst 33258 y lavar con PBS.

Montar los cubreobjetos con 6ul del medio de montaje de manera que las
células queden confrontadas con el portaobjeto. Evitar las burbujas.

Almacenar cubiertos a 4°C o analizar las muestras en el microscopio de
fluorescencia Zeiss AXIO Observer Z.1 inverted microscope (Carl Zeiss
Microimaging GmbH, Géttingen, Germany)
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Estudio de Reorganizacion del citoesqueleto por citometria de flujo:
Todo el procedimiento de preparaciéon de las muestras para el citdbmetro se realiza

en hielo.

Material:
Paraformaldehido 4%
Saponina diluida en PBS 1%
Faloidina-TRICT

BSA diluido en PBS 1%

Tampén de lavado

Protocolo

Tomar 0.1x10° células por cada punto de activacién.

Activar las células con el estimulo correspondiente, como en el ensayo de
betahexosaminidasa.

Detener la activacién con un pulso de centrifuga a 14000 rpm, durante 11
segundos a 4°C.

Fijar con 500ul de paraformaldehido 4%, durante 10 minutos.

Lavar con PBS como se explica en el paso 3, repetir 3 veces.

Permeabilizar con 500l saponina (1%) en PBS durante 15 minutos.

Lavar con PBS como se explica en el paso 3, una sola vez.

Bloquear con 1ml de BSA 1%) en PBS, durante 40 minutos.

Lavar con PBS como se explica en el paso 3.

Incubar con 100ul de Faloidina-TRICT a una diluciéon 1/5000 durante 20
minutos.

Lavar con PBS como se explica en el paso 3.

Pasar las muestras a tubos de FACS y lavar con tampon de lavado.

Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos a 4°C.

Resuspender el pellet celular en 0.2-0.5 ml de tamp6n de lavado.

Leer las muestras en el citometro. La emisién del fluorocromo TRICT
( Tetramethy! Rhodamine Iso-Thiocyanate), en el que se encuentra conjugada la

Faloidina se lee en el canal FL-2.
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6. Ensayo de actividad de ERK, P38, INK y AKT y expresion de receptores EP
Para estudiar la actividad de MAPK como ERK, P38 y JNK y de otras proteinas, como

AKT, se analiza generalmente el grado de fosforilacién. En este ensayo se trabaja con
lisados de células totales. Para determinar mediante western blot la presencia de
receptores de prostanoides también utilizamos los lisados de las células.
Material
Tampon de lisis. Tritdn 1 %, 50 mM Tris-base (pH 7.4), 150 mM NaCl, 100 mM NaF, 1
mM Na3V04, 1 mM PMSF (Phenyimethylsulfonyl fluoride), 1mM Na-Pirofosfato.
Tampon de carga (3X): 200 mM Tris pH 8.6; 6 % SDS, 0.06 % Bromophenol, 5 % 2-f3-
Mercaptoetanol, 30 % Glicerol
Anticuerpos anti-ERK fosforilado i anti-P38 fosforilada de Cell Signaling Technologies
Anticuerpos anti-AKT fosforilado de Santa Cruz
Anticuerpo policlonal Receptor EP,, EP, y EP3;, Cayman Chemicals
Anticuerpo policlonal Receptor EP;, Abcam
COX-1
COX-2
Protocolo:
+ Contar las células y asegurarse de colocar 0.5x 10° células por condicidn
« Lavar y resuspender en el Tampdn de liberacion y obtener en un volumen de
500uL en sendos ependorf las células necesarias.
« Activar las células con los distintos tratamientos y colocar en una placa térmica
a 37°C, en el caso de los receptores de EP no es necesaria la activacion.
« Parar activacion con 500uL PBS frio, centrifugar a 4°C a velocidad maxima,
decantar el sobrenadante.
« Lisar las células con 50-100uL de tampon de lisis, resuspendiendo el pellet,
luego de un vortex se mantiene en hielo por 20 minutos.
» Centrifugar a velocidad maxima por 20 minutos a 4°C.
« Recoger sobrenadante y anadir 20-50uL tampon reductor.
« Hervir las muestras a 100°C por 10 minutos para desnaturalizar.

» Las muestras estan preparadas para correr en un gel de SDS-PAGE 10 %.
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Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE):
La técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfate-Ployacrylamida Gel Electrophoresis)

consiste en la electroforesis de proteinas en un gel de acrilamida. Con esta técnica se
consigue que las proteinas migren en funcion de su medida, ya que gracias a la accién
del detergente SDS, todas las proteinas adquieren carga negativa en proporciéon de su
masa, obteniendo que la relacion carga/masa sea idéntica en todo los casos, y por lo
tanto la migracion dependa Unicamente de la longitud de la cadena polipeptidica.

Esta técnica requiere la preparacion de dos fases del gel de acrilamida: la fase
correspondiente al gel apilador, y la fase correspondiente al gel separador. Ambas
fases varian en el porcentaje de acrilamida, el pH y la molaridad. La finalidad del gel
apilador es obtener el empaquetamiento correcto de las muestras, previo a la entrada
al gel separador. En el gel separador tiene lugar la fase resolutiva, las muestras se
separan en funcion del peso molecular. El porcentaje de archilamida del gel separador
puede variar segun los pesos de las proteinas a separar. El porcentajes acrilamida
utilizado en los geles es inversamente proporcional al peso de las proteinas, es decir
porcentajes de acrilamida elevados es para proteinas de bajo peso molecular, y

porcentajes bajos de archilamida es para las de alto peso molecular.

Material:

Acrilamida 30 %

Tris-Base 1M pH 8.8 y pH 6.8

SDS (Sodium Dodecyl! Sulfate) 10 %

APS (Ammonium Persulfate) 20 %

TEMED (N,N,N’,N-Tetrametiletilenodiamida)

Tampdn de electroforesis 10x, pH 8.4, 1 L: 30 g Tris-Base, 144 g Glicina y 10 g SDS).

Se trabaja al 1x.
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Protocolo:
» Preparar las dos fases del gel de archilamida. Las cantidades de cada reactivo
para la preparacion de ambas fases del gel estan resumidas en la siguiente

tabla:
Gel Apilador (10mL) Gel Separador (30mL)

Archilamida/Bis-Acrilamida 30% 1.5 mL 8 %-15 %
Tris-Base 1M, pH 8.8 - 11.20 mL
Tris-Base 1M, pH6.8 1.25 mL -
Agua Mili Q 7 mL Varia segun el % de

acrilamida
SDS 10% 100 pL 300 pL
APS 20% 50 pL 150 pL
TEMED 10 pL 20 pL

» Cargar las muestras en los pozos.
« Correr el gel aplicando un amperaje no mayo de 60 mA desde el polo negativo
al positivo.

Western-Blot:
La técnica de Western-Blot consiste en la transferencia del gel de electroforesis a una
membrana, que originalmente era de nitrocelulosa, aunque actualmente se utilizan
mas las membranas de PVDF (Polyvinyldene Fluoride). La membrana permite diversas
incubaciones con los anticuerpos de interés.
Material:
Tampodn de transferencia: 25mM Tris-Base, 129mM Glicina, 20% Metanol. Este tampdn
se mantiene a 4°C.
Tampon TBS-T ( 7ris-Buffered Saline Tween 20) 10x, 1 L: 24 g Tris-Base, 80 g NaCl,
20mL Tween 20. Se trabaja al 1x y se utiliza para hacer los lavados e incubar los
anticuerpos.
Tampon de stripping, pH 2-3, 1 L: 8.75g NaCl, 1.57g Trizma. El tratamiento de la
membrana con este tampon durante un tiempo de 10-15 minutos con agitacion
vigorosa, permite disociar los anticuerpos unidos a la membrana (debido a la acidez del
pH del tampdén de stripping). De ésta manera, la membrana se puede volver a
bloquear y reutilizar para mas incubaciones con otros anticuerpos.
Membrana de PVDF, de Millipore
Peliculas Curix RP2 Plus, de AGFA
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Protocolo:

Preparar la transferencia con el gel de electroforesis: el gel en contacto con la

membrana de nitrocelulosa (PVDF) y esta en contacto con un polo positivos (la

transferencia se realiza del polo negativo al polo positivo). Hay diversos sistemas para

realizar la transferencia: humedo, semi-seco y seco. En el sistema semi-seco, no se

excede de los 25voltios y 3mA por cm?, en el caso de geles grandes; o 5.5mA por cm?

en el caso de geles pequefios. Generalmente se utiliza un amperaje de 0.8mA por cm?

para geles grandes.

Una vez finalizada la transferencia, se descarta el gel y se incuba la membrana con el

anticuerpo de interés, siguiendo estos pasos:

Bloquear con leche desnatada 2% o albumina (BSA: Bovine Serum albumin)
2% (en caso de utilizar anticuerpos contra tirosinas fosforiladas), durante 1
hora en agitacion moderada a temperatura ambiente.

Lavar 2 a 3 veces con el tampon TBS-T, durante 5 minutos en agitacion, a
temperatura ambiente.

Incubar con el anticuerpo primario, durante 1 hora en agitacién a temperatura
ambiente, o bien durante toda la noche a 4°C en agitacion.

Lavar 2 a 3 veces con el tampdon TBS-T, durante 5 minutos en agitacion a
temperatura ambiente.

Incubar los anticuerpos secundarios, durante 30-45 minutos en agitacion, a
temperatura ambiente. En el caso que el anticuerpo primario esté directamente
conjugado a peroxidasa, éste paso se elimina.

Lavar 2 a 3 veces con TBS-T, durante 5 minutos en agitacién a temperatura
ambiente.

Revelar con el Supersignal Chemioluminiscence substrate, utilizando peliculas
Curix RP2 Plus para el revelador CURIX AGFA 60.

Cuantificacion de los geles de western blot

Los filmes se escanean y la intensidad relativa de las bandas son digitalizadas y

analizadas usando el programa Multi Gauge Fujifilm©
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7. Silenciamiento de ciclooxigenasas mediante el uso de ARN de
interferencia (siRNA) usando el kit Hiperfect transfection reagent de
Qiagen

La interferencia por RNA es una herramienta molecular para silenciar genes a nivel
post-transcripcional. Es utilizada para la busqueda de las funciones asociadas a
varios genes mediante, gendmica reversa y como herramienta terapéutica para
reducir o bloguear la expresion de genes alterados o sobre expresados, en terapia
genética. La interferencia por RNA proporciona una estrategia facil y rapida para
degradar los RNA mensajeros mediante la introduccién de un RNA pequefio de
doble cadena homdlogo (siRNA) al RNA mensajero celular de interés, removiéndolo
de una manera secuencia especifica. Esta técnica se utiliza para silenciar los genes
de ciclooxigenasas 1y 2.

Materiales

Agua estéril libre de RNAasa

Hiperfect”Qiagen

AliStars Neg. siRNA AF488 (20nmol)

Oligonucledtidos Secuencia del Oligonucleétidos
HP GenomeWide | g ce strand 5'-UACCGCAACCGCAUUGCCATT-3'
SiRNA
Hs_PTGS1_6 Antisense strand 5"-UGGCAAUGCGGUUGCGGUATT-3"
AF 488(20nmol)
HP GenomeWide | Sense strand 5'-CACCGGAAUUUUUGACAAGTT-3’
SiRNA
HS_PTGS2_5 Antisense strand 5-CUUGUCAAAAAUUCCGGUGTT-3'
AF 647(20nmol)
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Protocolo
1. Dia antes de la transfeccion colocar 2.5x10°cel/ml por pocillo en un volumen
final de 2000ul en el medio de cultivo StemPro 34.
2. Preparacién del complejo de transfeccidn: resuspender los liofilizados de los
siRNA, que estan a una concentracion de 20uM, tomar 35ul y adicionar 100ul del
medio de cultivo y 18yl de HiPerFect, mezclar y hacer un vortex.
3. Incubar las muestra por 5-10 min a temperatura ambiente para permitir la
formacion del complejo de transfeccion.
4. Anadir gota a gota a las células. Agitar suavemente para asegurar la
distribucién uniforme del complejo de transfeccion.
5. Incubar las células con el complejo de transfeccion bajo condiciones normales
de crecimiento y dividir los grupos de tratamiento en
» Grupo control sin siRNA
» Grupo scramble (secuencia al azar de siRNA con una sonda Alexa 488)
* Grupo siRNA COX-1 (silenciamos el gen de COX-1 con una sonda Alexa 488)
» Grupo siRNA COX-2 (silenciamos el gen COX-2 con una sonda Alexa 647)
6. Monitorizar si el gen se ha silenciado apropiadamente en el tiempo; para este
propdsito, luego de varias horas tomar una alicuota de células de cada grupo de
tratamiento y pasar por el citdbmetro.
7. Transcurridas las 48 o mas horas del silenciamiento, realizar el lisado de las
células para realizar el western blot y verificar el silenciamiento de los genes con

anticuerpos para COX-1, COX-2 y B-actina, como carga total.
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8. Determinacion de calcio por fluorimetria
El calcio (Ca®*) es un elemento abundante presenta ya sea en forma libre o unida a

proteinas y es esencial para varios procesos bioquimicos tanto en células eucariotas
como procariotas. Hace mas de 100 afios Ringer y Locke demostraron el papel del
Ca** en la activacion de las células. En los seres vivos el Ca** se considera que existe
en tres formas: libre, unido o atrapado (en forma mineral con fosfatos). Una
herramienta Util desde principios del siglo XX, es la medicién de los cambios en la
concentracion de calcio, ya sea extracelular o intracelular, mediante el uso de sondas,
entre estos los indicadores fluorescentes como el FLUO-4 que es un analogo del FLUO-
3, introducido en 1989.
Las mediciones se realizan en el fluorimetro Modulus™ II Microplate Multimode
Reader, Turner Biosystems.
Material:
Fluo 4/AM, Molecular Probe, Invitrogen11mg/ml
Tampdn de liberacién
Manitol 20% (envasado)
Ionomicina (200ug/mL)
Modulus™ II Microplate Multimode Reader, Turner Biosystems.
Protocolo
« Lavar y resuspender 0.2x10° (células por condicidn) con tampén de liberacion
utilizado en los ensayos de beta-hexosaminidasa, centrifugar a 1500 rpm por 5
minutos. Repetir 2 veces
e Colocar el fluorocromo (Fluo 4 AM ) en un rango de 1-5uM
« Incubar por 30-40 minutos a 37°C protegido de la luz
« Hacer un pulso de centrifuga y lavar con tampdn de liberacion, repetir 2 veces
« Resuspender las células en 600ul de tampdn de liberacién por condiciéon y
colocar 200ul por pocillo (triplicado de cada condicién)
* Mantener la placa a temperatura ambiente y protegida de la luz
« Hacer lectura en el fluorimetro a 37°C, primero en condiciones basales en un
ciclo de 1 minuto
» Colocar los estimulos y hacer 10 ciclos de 1 minuto
« Afnadir 2l de Ionomicina a todos los pocillos y hacer lectura de 5 ciclos de 1

minutos.
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9. Determinacion de la produccion de Prostaglandina E, mediante un ensayo
Inmuno enzimatico

La Prostaglandina E, (PGE,) es el producto primario del metabolismo del acido
Araquidonico (AA) en muchas células. Cébmo la mayoria de los eicosanoides, no existe
en forma preformada, Cuando las células son activadas, la PGE, es sintetizada de novo
y liberada al espacio extracelular. In vivo, la PGE, es rapidamente convertida a un
metabolito inactivo (13,14-dihidrol5-ceto PGE,;) por la prostaglandina-15
deshidrogenasa. La vida media de la PGE, en la circulacion sistémica es
aproximadamente 30 segundos, por esta razdn la determinacion in vivo de la
biosintesis de PGE, se mide por medio de los metabolitos de ésta. El principio de este
ensayo es convertir el mayor metabolito de PGE, en uno estable el cual es medido

facilmente por este ensayo.

Material:

Prostaglandin E, EIA kit-Monoclonal, Cayman Catalogo No. 514010

Tampén de EIA

Estandar de PGE, (reconstituir y hacer diluciones desde 1000pg/ml (tubo #1) hasta 7.8
pg/ml (tubo #8))

PGE, AChE Tracer

Anticuerpo monoclonal de PGE,

Reactivo de Ellman

Protocolo
Dia 1:
« Adicidn de los reactivos del tampdn de EIA
Adicionar 100ul del tampon de EIA al pozo de unidon no-especifica (NSB)
Adicionar 50l del tampdn de EIA a los platos de maxima unién (By)
« Estandar de PGE,
Adicionar 50ul de cada una de las diluciones desde la menos concentrada a la mas
concentrada por duplicado en el plato de 96 pozos.
* Muestra
Adicionar 50ul de la muestra al plato
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* PGE, AChE Tracer
Adicionar 50l a cada plato excepto a los pozos de actividad total (TA) o al Blanco
(BIK).
» Anticuerpo Monoclonal de PGE,
Adicionar 50ul a todos los pozos del plato excepto a los pozos NSB, TA, Blk.
Incubar el plato por 18 horas a 40C

Dia 2:

Vaciar el plato de 96 pozos y lavar 5 veces con el tampdn de lavado

Adicionar 200pl del reactivo de E/iman a cada pozo

Adicionar 5ul del 7racer al pozo de TA.

Cubrir el plato con una tapa platica. El desarrollo del color se logra mejor con agitacion
orbital en la oscuridad alrededor de 60-90 minutos.

Leer el plato a una longitud de onda entre 405-420nm

Analisis Estadistico:

Los datos son expresados como el promedio + error estandar de al menos tres
experimentos hechos por triplicados en el caso de los ensayos de B-hexosaminidasa,
flujo de calcio y ELISAS. Los resultados de los western blot son expresados como el
increase fold en relacion carga total. La RT-PCR realizadas con el sistema de Applied
Biosystems fueron analizados con el programa RQ Manager usando el método de
cuantificacion relativa el analisis de los datos en completamente automatizado.

Las diferencias entre los grupos de tratamientos fueron determinados con la prueba ¢
de “Student’, con valores de P menores de 0,05 se consideraban significativos. Los

analisis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad Prism 5©.

68



RESULTADOS

69



70



IV. RESULTADOS

A. Influencia de los cambios osmoticos en el mastocito humano

A.1 Eleccion del Agente Osmético:

En un ambiente hipertdnico, las células experimentan un cambio en la isotonicidad que
produce el movimiento de electrolitos a través de la membrana celular. En el caso de
los mastocitos estos cambios en la osmolaridad producen liberacién del contenido
granular. En condiciones fisioldgicas, algo similar le ocurre al paciente asmatico
durante el ejercicio, la velocidad de ventilacion incrementa, por lo que el tracto
respiratorio requiere un mayor volumen de aire en menos tiempo, esto causa
deshidratacion de las vias aéreas y la subsiguiente hiperosmolaridad del ambiente; lo
que genera la liberacidon de mediadores, a este fendmeno se le conoce como la
“Hipotesis Osmdtica”.

Uno de los objetivos de este estudio es reproducir in Vitro lo que ocurre in Vivo con los
cambios de osmolaridad, por lo que se procede a evaluar dos sustancias hipertonicas,
por un lado el cloruro de sodio (NaCl) y por otro el Manitol. Se ensayan diferentes
concentraciones, estas se miden con un Osmometro que determina la concentracion
de las soluciones en términos de miliosmoles (mOsm) y son los datos que se

presentan en la tabla siguiente:

NaCl 0.5% (468 mQOsm) Manitol 5% (528 mOsm)
NaCl 2% (906 mOsm) Manitol 10% (754 mOsm)
NaCl 4% (1528 mOsm) Manitol 17% (1278 mOsm)

Luego de obtenidas las concentraciones de las soluciones hipertdnicas, estas se
evallan con el ensayo de liberacion de beta hexosaminidasa (B-Hex), que se explica
en el apartado correspondiente de materiales y método; en la linea celular LAD2, los
resultados se presentan en la Figura 1.

El porcentaje de liberacién de B-Hexosaminidasa se calcula con esta formula

% B-Hex =0D sobrenadante/(OD sobrenadante +0OD Tritdn X-100)x100.

Por lo que se observa el NaCl produce menores porcentajes de liberacion (6.7% el
maximo), comparados con el Manitol (28% el maximo). Con estos resultados

claramente el Manitol resulta ser el agente osmdtico mas eficaz para ser utilizado. Por
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otra parte la concentracion escogida fue la del 10% o 0.55M, ya que produce una
liberacién fisioldgica de mediadores sin causar mayores cambios en la integridad de
mastocito, ya que la concentracién de 17% produce en las células disminucion en su
viabilidad.
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Fig. 1 Ensayo de Beta-hexosaminidasa para escoger el agente osmotico. Mediante el ensayo de

liberacion de B-hexosaminidasa con células LAD2, se incuban por 30 minutos con Manitol o cloruro de
sodio (NaCl) a diferentes concentraciones. La liberacion de B-hexosaminidasa se expresa como el
porcentaje de liberacion maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritdn. Las
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos

independientes.

A.2 Ensayo del estimulo osmotico en mastocitos de diferentes origenes:
A.2.1 Caracterizacion de la poblacion de mastocitos por la expresion
del receptor FceRI y c-kit

El estimulo osmético fue probado ademas en cultivos primarios de mastocitos, para

compararlos con la linea celular LAD2, las células primarias provienen por una parte del

aislamiento de mastocitos de pulmén de pacientes sometidos a cirugia toracica
denominados HMCL, y de sangre periférica de donantes sanos que se designan como

HuMCs CD34+, los protocolos de obtencion y purificacion de los cultivos primarios se

especifican en la seccién de materiales y métodos. Cabe mencionar que las LAD2 son

mastocitos con el fenotipo de triptasa-quimasa positivo, y estos mastocitos son los que
encontramos en piel y submucosa intestinal, a diferencia de las HMCL y las HuMCs

CD34+ que son del fenotipo triptasa positivo, y son los mastocitos residentes en las
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mucosas principalmente de intestino y pared alveolar. Para el grado de pureza de las
poblaciones de mastocitos procedentes de cultivos primarios se obtienen al comparar
la expresion del receptor de alta afinidad el FceRI el receptor c-Kit (CD117) mediante el
marcaje con anticuerpos especificos para analizar mediante citometria de flujo,
ademas se realizd un citospin marcando las células con la tincién de May-Grunwald
para observar las caracteristicas morfoldgicas de cada poblacién tal como se observa

en la figura 2.
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Fig. 2 Determinacion de la expresion del FceRI y c-kit en mastocitos humanos. Se determina
con la ayuda de anticuerpos especificos los niveles de expresion del receptor de alta afinidad y del c-kit en

los diferentes tipos de mastocitos utilizados.

Otra de las lineas celulares de mastocitos que se utiliza es las Human mast cell
leukemia cells (HMC-1) (Fig. 3), la cual tiene utilidad en los estudios bioquimicos de
sefalizacién que se presentan mas adelante, pero que tiene deficiencias que limitan su
utilidad como en los ensayos de liberacion de B-Hex, por una parte son células que
crecen sin necesidad de factor de crecimiento (SCF), por la presencia de mutacion en
el c-Kit, también tiene expresion variable de la subunidad a del FceRI, que produce
datos inconsistentes de desgranulaciéon (Butterfield et al, 1988), ademas el contenido

granular de mediadores es menor comparado con LAD2.
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A.2.2 Perfil de liberacion de B-hexosaminidasa inducido con Manitol

mastocitos procedentes de diferentes origenes

Luego de escoger el estimulo osmético idoéneo y determinar la expresion de receptores
de los mastocitos primarios comparados con la linea celular LAD2, se realiza el ensayo
de liberacién de B-hex. El Manitol a la concentracién del 10% o 0.55M induce
porcentajes de liberacién por encima del 20%, asi pues para las células LAD2 fue del
23%, para las HUMCs CD34+ 34% y para las HLMC 23%, estos porcentajes no son

diferentes estadisticamente entre ellas, como muestra la Figura 4.
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Fig. 4 Ensayo de liberacion de B-hexosaminidasa inducido con Manitol en los mastocitos. A

2x10* células se determina el porcentaje de liberacién de B-hex que induce Manitol 10%, en la linea
celular LAD2, en cultivo primario de mastocitos por un lado los aislados de pulmdn de paciente (HLMC) y
por el otro los mastocitos diferenciados a partir de CD34+ obtenidos de sangre periférica de donantes
sanos (HUMCs CD34+). Este ensayo se realiza por triplicado y una n=3 experimentos independientes.

A.3 Activacion de los mastocitos mediante activacion del CD63:

El CD63 es una proteina transmembranal, que se expresa en una variedad de células
hematopoyéticas entre estas el mastocitos. Esta proteina parece influir en procesos de
adhesion celular, motilidad y fagocitosis/endocitosis. Una fraccion del CD63 esta

localizada en estructuras con contenido granular y es capaz de movilizarlas hasta la
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membrana plasmatica en respuesta a la activacion celular y producir fusién y secrecion
del contenido almacenado (Schéfer et al, 2010). Para determinar si el estimulo
osmotico es capaz de producir la activacion del mastocito via CD63, analizamos
mediante citometria de flujo la expresion de esta proteina y la comparamos con un
agente ionoforo como estimulo potente, PMA+Ionomicina. En la Figura 5 se observa el
comportamiento de las células LAD2 con los tratamientos, el Manitol es capaz de
inducir la expresion de la proteina CD63, ya que se observa que el porcentaje es de
85% comparado con las no estimuladas y en menor proporcion que el

PMA+Ionomicina que es del 97%.
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Fig. 5 Determinacion de la expresion de CD63 en LAD2 luego de la estimulacion con Manitol.
En este estudio se utilizan 3x10° células LAD2 por punto de activacion. Se realiza la determinacion de la
expresion de la proteina CD63 en mastocitos expuestos al estimulo osmético con Manitol al 10% y se
compara con la dosis de PMA (50ng/ml) mas ionomicina (2.5uM). Posteriormente las células se
centrifugan y se retira el sobrenadante, se lava con tampdn de fenotipado y se adiciona el CD63 por 30
minutos, todo el procedimiento se realiza a 4°C, para evitar endocitosis del receptor. Las muestras se

analizan por citometria de flujo.

A.4 Efecto del Estimulo Osmético en el Flujo de Calcio

Uno de los requerimientos criticos para la liberacién de los mediadores preformados y
los sintetizados de novo en el mastocito, luego de su activacion en el flujo de calcio,
principalmente desde el espacio extracelular. Este aspecto fue evaluado con las células
LAD2, mediante fluorimetria usando la sonda Fluo 4/AM (Molecular Probe, Invitrogen).

Se observa en la Figura 6 que al incubar el mastocito con Manitol, este es capaz de
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producir el incremento en el flujo de calcio que se mantiene a lo largo del tiempo de
observacidon que fue de aproximadamente 10 minutos o 600 segundos, los datos son

representados en unidades relativas de fluorescencia (RFU), comparado con el control.
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Fig. 6 Determinacion del flujo de calcio por Fluorimetria. En este estudio se utilizan 6x10° células
LAD2, por punto de activacion. Las células se van a incubar con la sonda FLUO 4/AM por 30 minutos a
370C. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocandolas en placas de 96 pocillos y luego de tomar la
lectura basal de los grupos se incuba con Manitol al 10%. Los resultados se expresan como las unidades
relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una
n=3 experimentos independientes.

Posteriormente tanto el grupo control como las células activadas con Manitol se
incuban simultdneamente con Ionomicina 2.5uM, este evento se utiliza como monitor
de la calidad y validez del experimento. Al introducir la Ionomicina se induce un influjo
masivo de calcio a través de la membrana plasmatica al citoplasma. En principio la
Ionomicina conduce a un colapso del gradiente de calcio transmembranal por lo que se
coloca al final del experimento y se realiza la lectura por 5 minutos, los datos en la
Figura 7 muestran el salto inmediato que experimentan los dos grupo de células tras la

administracion del agente iondforo.
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Fig. 7 Determinacion del flujo de calcio con la administracion de Ionomicina. Luego de
transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y el grupo control, se incuban las células
con Ionomicina 2.5uM, y se realiza la lectura por 5 minutos, esto produce un flujo masivo de calcio que
nos da informacion sobre la viabilidad de las células y la validez del experimento, tal como se observa en
la grafica representativa en ambos grupos el flujo de calcio inicia y se mantiene muy similar.

Otro aspecto evaluado en cuanto al flujo de calcio, fue realizar este mismo protocolo
pero en condiciones de en las que el calcio extracelular estuviera reducido con el uso
de un tampodn hipocalcémico, con el objetivo de determinar la importancia de este i6n
en el mecanismo de activacion del manitol, tal como se presenta en la Fig. 8, los
mastocitos en un medio con poca disponibilidad de calcio apenas son activados cuando
se administra el manitol y ante el uso de el iondforo las lecturas fluorimétricas son
menores (Fig. 9), comparadas cuando se utiliza un tampdn con concentraciones

optimas de calcio.
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Fig. 8 Determinacion del flujo de calcio por Fluorimetria sin calcio extracelular. En este estudio
se utilizan 6x10° células LAD2, por punto de activacién. Las células se van a incubar con la sonda FLUO
4/AM por 30 minutos a 37°C. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocandolas en placas de 96
pocillos y luego de tomar la lectura basal de los grupos se incuba con Manitol al 10%. Los resultados se
expresan como las unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los
datos representados son de una n=3 experimentos independientes.
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Fig. 9 Determinacion del flujo de calcio con la administracion de Ionomicina sin calcio
extracelular. Luego de transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y el grupo
control, se incuban las células con Ionomicina 2.5uM, y se realiza la lectura por 5 minutos, esto produce
un flujo masivo de calcio que nos da informacién sobre la viabilidad de las células y la validez del
experimento, tal como se observa en la grafica representativa en ambos grupos el flujo de calcio inicia y
se mantiene muy similar.
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A.5 Efecto del estimulo osmotico en la Dinamica del Citoesqueleto mediante
el marcaje con Faloidina

El citoesqueleto de actina esta constituido por microfilamentos y es regulado por
proteinas relacionadas o de unidén a la actina globular (G-actina) o filamentosa (F-
actina). Los microfilamentos participan en el movimiento celular proporcionando una
fuerza de locomocidn resultante del fendmeno de polimerizacion de actina, y por otra
parte contribuyen al transporte intracelular donde pasan moléculas y estructuras
membranosas (Mitchison, 1995).

La dinamica del citoesqueleto de actina puede modificarse mediante el uso de
sustancias naturales como la faloidina, que particularmente estabilizan la actina. Este
proceso es parte de la reorganizacion del citoesqueleto, que en este caso se observa
luego de la activacién de una serie de mecanismos de sefalizacion. Para observar el
efecto en la polimerizacion de actina se utilizd por un lado las imagenes en el
microscopio de fluorescencia en la Figura 10, y por otra en la Figura 11 con los
resultados de la citometria de flujo. Las células LAD2 luego de los tratamientos con
Manitol y PMA+Ionomicina por 10 minutos, son fijadas y permeabilizadas, y
posteriormente marcadas con faloidina-TRICT. En las imagenes del microscopio de
fluorescencia se observa como en las LAD2 sometidas a un estimulo osmotico hay un
aumento en la formacidon de ondulaciones en la membrana que es un tipo de
ensamblaje de los microfilamentos, también conocido como ruffling, comparadas con
las controles que conservan la forma alrededor del nicleo marcado con Hoechst 33258

de color azul.

LAD2 con Manitol 10% LAD2 control

Fig. 10 Estudio de reorganizacion del citoesqueleto por microscopia. 1x10° células LAD2 se
colocan en cubreobjetos previamente tratados con polilisina porque son células que crecen en suspension,
y se incuban con Manitol 0.55M por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar las células, se
fijan con paraformaldehido al 4%, se fijan con saponina al 0.1%, se bloquean con BSA al 0.1% y se
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marcan con Faloidina conjugada con TRITC. Se realiza el montaje en los portaobjetos y las muestras son
analizadas por microscopia de Fluorescencia. Escala de la barra 10um.

El proceso de alteracién de la polimerizacion del citoesqueleto de actina en células
LAD2 después de la activacion con Manitol 10%, también se evalla mediante
citometria de flujo, aunque mediante esta técnica los valores de la media comparados
con el control no son diferentes estadisticamente, se percibe la tendencia a producir la
reorganizaciéon del citoesqueleto con el estimulo osmoético, estos datos se
complementan con lo observado en las imagenes de microscopia por fluorescencia.
También se representa la media del grupo de células tratadas con un estimulo potente

como es el PMA+Ionomicina.
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Fig. 11 Estudio de reorganizacion del citoesqueleto mediante citometria de flujo. En este
estudio se utilizan 1x10° células LAD2 por punto de activacién. Un punto de activacidn lo representa el
Manitol 10%, el otro PMA (50ng/ml) mas Ionomicina (2.5uM) y otro control. Luego de centrifugar y lavar
las células, se fijan con paraformaldehido 4%, permeabilizan con saponina 0.1%, bloquea con BSA 0.1% y
se marca para citometria con Phalloidina conjugada con TRITC, todo el procedimiento se realiza en frio
(40C). La grafica representa la media de 3 experimentos independientes.
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A.6 Efecto del Estimulo Osmdtico en las via de activacion de las MAP
quinasas ERK1/2 y Akt.

Las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) son una familia de enzimas
que forman una red integrada requerida para controlar funciones celulares
especializadas tales como diferenciacion, proliferacion y muerte celular. Estas proteinas
citoplasmaticas pueden modular la actividad de otras proteinas intracelulares al afiadir
grupos fosfatos a los aminoacidos serina/treonina. A este grupo de quinasas
pertenecen las ERK1/2, INK y la p38 (Fig. 12)

Las células eucariotas sienten y responden a los estimulos extracelulares mediante la
via de activacién de la MAPK que es una cascada de activacion de tres quinasas que
actlan de manera subsiguiente. La MAPK es activada por fosforilacién en los residuos
conservados de tirosina o treonina por una MAPKK o MEK de especificidad dual, luego
de esto la MAPKK es activada por fosforilacion en los residuos conservados de serina y
treonina por la MAPKKK o MEKK (Wilkinson & Millar, 1998).
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En el caso de Akt/PKB que es una serina/treonina proteina quinasa que tiene un papel
clave en multiples procesos celulares tales como el metabolismo de la glucosa,
proliferacion celular, apoptosis, transcripcién y migracion celular. La Akt posee un
dominio PH o dominio de homologia a Plextrina, este dominio se une a los fosfoinositos
con alta afinidad, como fosfoinositol-3- fosfato (PIP3) o fosfoinositol-2- fosfato (PIP2).
Esto es util para el control de la sefalizacion celular porque el PIP2 solamente es

fosforilado por la familia de enzimas fosfoinositol-3 quinasas (PI3K) (Fig 13).

PIP2

PIP3

Fig. 13 Esquema de Activacion de la via de
Akt

Crecimiento Celular
Proliferacion
Inhibicion de apoptosis

Para caracterizar como afecta el estimulo osmdtico estas vias de senalizacion, se
evalla con las técnicas de western blot para observar el estado de fosforilacion de
pERK por un lado y de pAkt con las células LAD2 activadas con manitol, PMA+
Ionomicina, y el control, el tiempo de activacion fue de 15 minutos. Se observa como
al activar con Manitol la fosforilacion de pERK y pAkt aumentan con respecto al control,
tal como se observa en la Figura 14 se grafica la densitometria del blot al normalizar
los valores obtenidos de pERK y pAkt con la lectura de ERK total, utilizado como

control de carga.
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Fig. 14 El estimulo osmatico incrementa la fosforilacion de MAPK ERK 12 y pAKT. Para este
experimento 0.5x106 células por punto de activacion se incuba con Manitol 10% y PMA (50ng/ml) mas

ionomicina (2.5uM), 30 minutos a 37°C. Posteriormente las células se lisan, con estos lisados se corre el

gel de SDS-Page al 10% y se transfiere a una membrana de PVDF, que va ser incubada con los

anticuerpos anti-ERK fosforilado, anti-Akt fosforilado y un anticuerpo anti-ERK total como control de carga.
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A.7 Efectos de los Inhibidores de MAP quinasas y PI3 quinasa en la

activacion osmotico de mastocitos

Basados en los resultados anteriores en lo que el estimulo osmético es capaz de
incrementar la fosforilacion de pERK y pAkt; producto de la capacidad del manitol de
activar el mastocito y producir desgranulacion, se utilizan los inhibidores selectivos de
PI3K (Wortmanina), de pERK (U0126) y de PKC (G66850). Las células LAD2 fueron
pre-incubadas con 10uM de los respectivos inhibidores durante 30 minutos luego del
cual se activan con manitol al 10% por 15 minutos, acto seguido se lisan las células y
se realiza el western blot para evaluar el grado de fosforilacion de cada via de
sefializacién y ver el nivel de afectacion producido por los respectivos inhibidores
Wortmanina es un inhibidor covalente especifico de PI3K, el U0126 es un inhibidor
selectivo tanto de MEK1 y MEK2 un tipo de MAPK/ERK quinasa y el G66850 que es un
inhibidor de Proteina quinasa C (PKC) que proporciona informacion indirecta de la via
de fosfolipasa C gamma (PLCy) como via de sefalizacion en los procesos de
movilizacion de calcio. En la Figura 15 se observa que luego del estimulo con Manitol,
la Wortmanina afecta parcialmente la fosforilacion de pAkt, que es la sefal indirecta de
PI3 quinasa, en cambio el U0126 inhibe totalmente la fosforilacion de pERK y el
G66850 no afecta la fosforilacion de las proteinas evaluadas. Estos inhibidores se
evaluaron en proceso de desgranulacion con el ensayo de B-hex pero sin mostrar datos

concluyentes al utilizar el estimulo osmético.
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Fig. 15 Evaluacion de Inhibidores de MAP quinasa y PI3 quinasa en la activacion osmética de
mastocitos. En este estudio se utilizan 0.5x106 células por punto de activacion, se incuban por 10
minutos con los respectivos inhibidores de MAP quinasas, Wortmanin (10uM) Inhibidor de PI3 quinasa,
U0126 (10uM) Inhibidor de ERK1/2, G66850 (10uM) Inhibidor de PKC. Luego de este tiempo se administra
Manitol 10%, se incuba 15 minutos a 370C. Posteriormente las células son lisadas y se corre un gel de
SDS-PAGE al 10% vy se transfiere a una membrana de PVDF, que se incuba con los anticuerpos para anti
ERK fosforilado, anti-Akt fosforilado y anti-ERK total como control de carga.
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A.8 Efecto del estimulo osmoético en la sintesis y liberacion de otros
mediadores inflamatorios

Con los datos obtenidos en la primera parte se observa que los mastocitos, luego de su
activacién con Manitol, son capaces de liberar B-hex; que es una medida indirecta de
mediadores preformados contenidos en los granulos de estas células, en esta parte del
estudio se evalla si el estimulo osmético es capaz de inducir sintesis de novo de
mediadores lipidicos y la sintesis de citocinas. Particularmente, el interés se centra en
la PGE,, que es un mediador lipidico potente producido en tejidos inflamados, y que
puede influir en la respuesta del mastocito en situaciones que incluyen adhesion a
proteina de la membrana basal, quimotaxis y produccidon de quimiocinas (Kuehn et al,
2010). En la siguiente seccion se determina si el estimulo osmético es capaz de inducir

la sintesis de citocinas como el TNF-a y quimiocinas como la IL-8.

A.8.1. Evidencia de sintesis de novo de mediadores lipidicos

Las células LAD2 son incubadas con Manitol por 30 minutos y 4 horas, y luego de
recoger el sobrenadante se realiza el ensayo de ELISA para detectar la cantidad de
PGE, producido. Debido al rapido metabolismo de la PGE, se utiliza un metabolito
estable de ésta para la medicion indirecta de su sintesis tal como se explica en el
apartado de materiales y métodos.

Los datos obtenidos se presentan en pg/ml de PGE, en 2x10° células, y se promedia
una lectura a los 30 minutos en el que PMA+Ionomicina produce 93pg/ml y de
62pg/ml a las 4 horas, por otro parte el Manitol a los 30 minutos produce 12pg/mly
de 38pg/ml a las 4 horas, tal como se observa en la Figura 16, estos datos corroboran

el hecho de que el estimulo osmotico es capaz de inducir sintesis de novo de PGE,.
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Fig. 16 Sintesis de novo de PGE, luego de estimular con Manitol. 2x10° células LAD2 por cada
punto de activacion se incuban por 30 minutos y 4 horas con Manitol 10%, PMA (50ng/ml) mas ionomicina
(2.5uM) y un grupo sin activar. Los datos son presentados como los pg/ml de PGE; en el sobrenadante.

A.8.2 Sintesis de citocinas inducidas por el estimulo osmotico:

Luego de la activacién del mastocito, éste inicia una serie de eventos intracelulares en
el que uno de los puntos culminantes y que determinara en parte la respuesta inmune
en los diferentes procesos fisiopatoldgicos es la sintesis de citocinas, aunque algunas
se encuentran preformadas en pequefas cantidades, cdmo es el caso del TNFa.

Las citocinas TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IFNa e IFNy son mediadoras de la inmunidad
natural y del reclutamiento linfocitario necesario para la respuesta inmune especifica.
La interleucina 8 (IL-8), es un miembro de la familia de las quimiocinas y ejerce un
papel primordial en la iniciacion de la respuesta inflamatoria al promover la quimiotaxis
y posterior desgranulacién de los neutrdfilos. Ademas, desarrolla una accion
quimiotactica sobre otras células entre las que se encuentran los linfocitos T y los
basofilos. Sobre estos Ultimos estimula la liberacién de histamina. Algunas de las
acciones proinflamatorias del TNFa y la IL-1 son mediadas por la secrecién de IL-8,
que por tanto actia como un mediador secundario de los procesos inflamatorios.

Por lo antes mencionado en esta parte se mide la expresién de ARN mensajero en las
células LAD2 de TNF alfa y de IL-8 después de 6 horas de estimulacion, comparando
el Manitol 10% con un estimulo potente como es la PMA+Ionomicina por RT-PCR
utilizando la cuantificacién relativa (RQ) de la expresion de los genes en estudio. Los
resultados se presentan en la figura 17, se observa que el Manitol al 10% es capaz de

inducir la sintesis de IL-8 y de TNF-alfa.
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Fig. 17 Determinacion de la sintesis de citocinas (TNF-alfa/IL-8) inducidas por el estimulo
osmético por RT-PCR. 2x10° células LAD2 por cada punto de activacién se incuban durante 6 horas con
Manitol al 10%, PMA (50ng/ml) mas ionomicina (2.5u4M) y un grupo sin activar. Transcurrido este tiempo
se recogen las células y se extrae el ARN, y la expresion de los genes se mide por PCR a tiempo real, con
respecto al control no activado, la beta-actina se utiliza como control endégeno; se representa una media

de 3 experimentos independientes, los datos son presentados como el promedio del Log10 de la cantidad

relativa (RQ).
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B. Modulacion de la activacion del mastocito por cambios osmoéticos en

respuesta a la inhibicion de las Ciclooxigenasas.

Como se describe en el apartado de mediadores sintetizados por el mastocito en
respuesta al estimulo osmético, en el que se obtienen niveles de PGE, el cual es uno
de los metabolitos de la hidrdlisis del acido araquiddnico, tal como aparece en el
esquema de la Figura 16, que tiene importancia en el asma por los efectos
antiinflamatorios y broncodilatadores que ejerce, el siguiente paso es evaluar si al
bloquear o inhibir las enzimas ciclooxigenasas, COX-1 y COX-2, responsables de la
produccion de prostaglandinas, cdmo se ve afectada la desgranulacion del mastocito o
las vias de sefializacion intracelular.

La produccidn de eicosanoides se inicia por la liberacién del acido araquiddnico (AA)
luego de la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana por la fosfolipasa A, (PLA,) y
otras enzimas. El AA es metabolizado a diferentes eicosanoides por distintos sistemas
enzimaticos. La dos mayores vias son las Ciclooxigenasas (COXs), COX-1 y COX-2,
produciendo las prostaglandinas y tromboxanos y las Lipooxigenasas (LOXs) que
producen los leucotrienos (Fig. 18). A su vez los eicosanoides tienen efectos bioldgicos
tanto pro-inflamatorios como antiinflamatorios que dependera de los diferentes
organos o tejidos que son blancos de sus acciones (Yedgar et al, 2007).
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Fig. 18 Metabolismo del Acido Araquiddonico. Esquema de la produccidn del prostaglandinas (PGs) a
partir de la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana celular; principalmente se representa la via de las

Ciclooxigenasas (COXs).
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B.1 Silenciamiento de las Ciclooxigenasas COX-1/COX-2 mediante el uso del
ARN de interferencia (siRNA).

Para evaluar el efecto del estimulo osmético bajo condiciones en donde las enzimas
ciclooxigenasas estuvieran inhibidas se procede a utilizar la técnica de silenciamiento
de ARN mensajero mediante el uso del ARN de interferencia, con la cual se puede
reducir (knock-down) o perder (knock-out) la expresion de un gen en células de
mamiferos (in vitro) e inclusive en animales (in vivo). Esta interferencia se logra,
mediante la introduccidn a nivel celular de un ARN de doble cadena pequefio de unos
21 — 27 pb (siRNA), el cual es reconocido a nivel celular por una maquinaria ancestral
que media la degradacién o supresidon especifica del o los mRNA(s) que contiene la
secuencia complementaria al siRNA introducido o producido, produciéndose
principalmente una degradacion del mRNA citoplasmatico y una disminucién de la
traduccion del mensaje. En este caso en particular, las células LAD2 fueron silenciadas
con siRNA para COX-1 y COX-2 por separado, mediante el uso del HiPerFect
Transfection Reagentd que es una mezcla de cationes y lipidos neutros capaz de
produce la entrada y liberacién eficiente del siRNA dentro de la célula, ademas las
sondas de los siRNA para COX-1 y COX-2 estan marcados con fluorocromos que

permiten monitorizar mediante citometria de flujo la entrada a la célula tal como se

\

muestra en la figura 19.
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Fig. 19 Monitorizacion de la transfeccion con siRNA de COX1/COX2 en células LAD2, mediante

citometria. 3x10° células LAD2 por punto de silenciamiento luego de 6 horas de incubacién con el
complejo de transfeccion (Hyperfectll) se analizan por citometria y se comprueba que el siRNA esta

dentro de la célula.
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Posteriormente, de acuerdo a la cinética de eliminacién del RNA mensajero de las
COXs se realiza el lisado de las células y el western blot para determinar si la enzima
es silenciada o no. En primer lugar la linea LAD2 muestra el inconveniente de que al
tener un ciclo de crecimiento lento por lo que las cinéticas de depuracion para las
proteinas ya sintetizada se prolonga y no se puede obtener el silenciamiento de los
genes de manera eficiente, por otra parte las concentraciones requeridas de los siRNA
son de 350uM, ya que al disminuir esta cantidad no se inhibe ni de forma parcial la
expresion de la enzima tal como se observa en la figura 20, en que al cuarto dia de
silenciamiento las enzimas disminuye la fosforilacion con respecto al control de COX-1
y COX-2, pero esta inhibicion no es suficiente para poder evaluar el efecto del estimulo
osmotico que se mide mediante el ensayo de B-hex con células sometidas al proceso
de silenciamiento, por lo que se procede a la inhibicion farmacoldgica con el uso de
antagonistas. Otro dato importante es que la linea celular LAD2 al proceder de un

proceso inflamatorio como es la mastocitosis presenta niveles basales de COX-2

~

elevados tal como se observa en la banda de western blot correspondiente.
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Fig. 20 Silenciamiento de COX-1/COX-2 con ARN de interferencia en LAD2. 0.5x106 células
LAD2 por punto de activacion luego de transcurrido 3 & 4 dias desde la transfeccion de los siRNA, son

lisadas y las muestras se corren en un gel de SDS-PAGE al 10%. Después son transferidas a una
membrana de PVDF que se incuban con anticuerpos anti-COX1 y anti-COX2 y un anticuerpo para beta-

actina como control de carga.
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B.2 Inhibicion Farmacoldgica de COXs

Al descartar el uso de siRNA por los resultados obtenidos con los genes de COXs, la
otra intervencidon para inhibir estas enzimas en mediante el uso de bloqueadores
farmacoldgicos. La primera enzima en la via de la sintesis de PGs es la PGG/H sintasa,
también conocida como COX. Esta enzima convierte el AA en intermediarios inestables
PGG, y PGH, que lleva a la produccién de tromboxanos A, y una variedad de
prostaglandinas como la PGE, (Goodman & Gilman, 2006) tal como se observa en el
esquema de la figura 12. Otra acotacion importante es que la COX-1 es una enzima
constitutiva y la COX-2 es inducible, las citoquinas y otros mediadores inflamatorios
son inductores de la produccién de esta enzima. En esta parte se utilizan inhibidores
selectivos de la COXs y luego de 10 minutos de incubacion se activan las células LAD2
con Manitol al 10% por 30 minutos, para lo ensayos de liberacion de B-
Hexosaminidasa. Se utiliza el SC-560 que es el inhibidor selectivo de COX-1 a una
concentracion de 10nM (Brenneis et al, 2006), el inhibidor selectivo de COX-2, NS-398
a 10uM (Mikuni et al, 1998) vy Aspirina que es un inhibidor no selectivo de COXs a
5mM (Grosman N, 2007) (Figura 21).
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Fig. 21 Ensayo de B-hexosaminidasa para evaluar el efecto de los inhibidores de COXs con el
estimulo osmatico. 6x106 células LAD2 por punto de activacion se incuban por 10 minutos con: SC-560
(10nM) el inhibidor selectivo de COX-1, NS-398 (10upM) el inhibidor selectivo de COX-2, ASA (5mM)
inhibidor no selectivo de COXs, posteriormente se adiciona el Manitol 10%. La liberacién de B-hex se
expresa como el porcentaje de liberacidon maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células
con tritdn. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3

experimentos independientes.
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Los resultados muestran que los inhibidores de ciclooxigenasas no modifican la
liberaciéon de B-hex inducida con Manitol, aunque con el NS-398 se observa un
pequefio incremento y con el ASA es menor el porcentaje de liberacidn, estos

liberaciones no son significativamente diferente comparadas con el estimulo osmético.

B.4 Evaluacion del efecto del estimulo osmotico en la via de senalizacion de

las MAP quinasas en presencia de Inhibidores de COXs:

Para evaluar si el efecto del estimulo osmotico en las vias de sefializacion de las MAP
quinasas se encuentra afectado con el uso de inhibidores de COXs, para esta parte del
estudio se compara el uso de los inhibidores sin estimular las células con las que se les
adiciona Manitol al 10%. El western blot muestra que en cuanto a la fosforilacién de
Akt cuando se incuba previamente el NS-398 esta disminuye con respecto al control y
al Manitol solo, en cambio con el uso de SC-560 no se ve afectada la fosforilacion.
Para p-ERK la presencia de los antagonistas aumenta la fosforilaciéon de esta MAP
quinasa luego de la activacién con Manitol. En cuanto a p38 y p-JNK la fosforilacién
esta incrementada con el SC-560 junto con el Manitol y disminuye con el NS-398, tal y

como se observa en el blot y las graficas de densitometrias de la figura 22.
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Fig. 22 Evaluacion del estimulo osmoético en la via de las MAP quinasas en presencia de

inhibidores de COXs. 0.5x10° células LAD2 por punto de activacién se incuban por 10 minutos con: SC-
560 (10nM) el inhibidor selectivo de COX-1, NS-398 (10uM) el inhibidor selectivo de COX-2, luego se
adiciona a estos puntos el Manitol al 10% 15 minutos a 37°C. Posteriormente las células se lisan, con
estos lisados se corre el gel de SDS-Page al 10% y se transfiere a una membrana de PVDF, que va ser
incubada con los anticuerpos anti-Akt fosforilado, anti-ERK fosforilado, anti-p38 fosforilado, anti-pJNK
fosforilado, y el control de carga es la B-actina. Densitometrias de (A) pAkt/actina, (B) pERK/actina, (C)
p38/actina, (D) pJNK/actina.

En las graficas de densitometrias se observa que el al inhibir con NS-398 (inhibidor de
COX-2) y posteriormente incubar con Manitol aumenta la fosforilacion de ERK y
disminuye la de pJNK, y sin cambios importantes en la fosforilaciéon de p38 con
respecto al Manitol. Para el caso del SC-560 (inhibidor de COX-1) junto con Manitol
destaca en incremento de la fosforilacion de pERK, pJNK y p38, con respecto al
Manitol. Un aspecto importante a tomar en cuenta es que la via de las MAP quinasas
sefializan la induccion de la expresion de COX-2 via activacion del factor nuclear k-B

(NFk-B) en situaciones de inflamacion.
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C. Efecto de la activacion del mastocito por cambios osmédticos modulados

en respuesta a Prostaglandina E, (PGE,)

Al inhibir las COXs y activar el mastocito con Manitol se observd un efecto consistente
en la desgranulacién en el ensayo de B-hex, visto en la figura 23 del apartado anterior,
por lo que la pregunta en este apartado es si al utilizar un metabolito del AA como es
la PGE, que tiene mdltiples efectos funcionales aparentemente opuestos, ya que se
propone que tiene acciones pro-inflamatorias como antiinflamatorias, en especial en
las vias aéreas (Okano et al, 2009), podremos modular la activacion del mastocito ante
los cambios de osmolaridad. Para esto primero se determina que acciones tiene la

PGE, en el mastocito cuando se administra previamente al Manitol.

C.1 Determinacion de la Dosis de Prostaglandina E, capaz de modular la
activacion del mastocito por cambios osméticos.

Para evaluar como responde el mastocito a la administracion de PGE, frente a cambios
osmoticos, se realiza una curva dosis respuesta en la que se incuban dosis crecientes
de PGE, desde 0.03uM hasta 10uM durante 10 minutos, luego de este tiempo se
afiade Manitol 10% y se incuba por 30 minutos a 37°C. Se realiza el ensayo de B-hex.

Cémo se muestra en el siguiente esquema:

Incubar 10 minutos

PGE, (Do crecientes) cada pocillo Manitol 10% a cada pocillo

El resultado de la curva dosis respuesta es que a una concentracion 1uM se observa la
mayor disminucion en el porcentaje de liberacion de B-hex (Fig 20). Esta dosis es la
que se utiliza en el resto de los ensayos. El resultado obtenido sirve para caracterizar
la respuesta que exhibe el mastocito ante la administracion de PGE, frente a la
activacién osmética, de manera que el siguiente paso es caracterizar que receptores a
los que ésta se une son los responsables de los efectos obtenidos. En la grafica se

observa que las dosis de 0.1uM a 1uM la disminucién en la liberacién de B-hex son
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similares y significativamente diferentes con respecto al Manitol, dosis mayores de

PGE, aumenta el porcentaje de liberacion.
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Fig. 23 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E,. 0.6x10° células por punto de activacién son
pretratadas con dosis crecientes en progresion logaritmica (0.03uM-10uM) de PGE, por 10 minutos y luego
se incuban con Manitol al 10%, por 30 minutos. Posteriormente se realiza el ensayo de B-Hexosaminidasa
que se expresa como el porcentaje de liberacion maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las
células con tritdn. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3
experimentos independientes.* estadisticamente significativo p<0.05.

Tal como se describe anteriormente, la PGE, se une a receptores de membrana tipo
Proteina G, que se encuentran distribuidos en la membrana de los diferentes tejidos,
igualmente la poblacién de receptores de prostanoides es diversa y la cantidad de
estos determinara cual sera la respuesta que predomine al final. Para caracterizar la
poblacion de receptores se realiza un estudio farmacoldgico con el uso de antagonistas
de los receptores de PGE,, se utiliza la PCR a tiempo real (RT-PCR) para cuantificar de
manera relativa cual es la poblacién predominante, y por ultimo mediante la técnica de
western blot se compara la linea celular LAD2 con el cultivo primario de mastocitos
HuMCs CD34+, con el uso de anticuerpos especificos para cada receptor.
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C.2 Caracterizacion de la expresion de receptores de Prostaglandina E, en el
mastocito
C.2.1 mediante PCR a tiempo real (RT-PCR).

La PGE, tiene multiples efectos fisioldgicos que son a su vez opuestos, dependiendo
del tejido; la diferencia de estos efectos son evidencia funcional importante de la
existencia de multiples receptores. Mediante la técnica de PCR a tiempo real se
determina el perfil de receptores EP en el ARN mensajero expresado en la linea celular
LAD2. Los resultados obtenidos se normalizan con la B-actina. El resultado de esta
cuantificacion es que la linea LAD2 expresa los receptores EP,, EPs y EP,, €l receptor
EP; no lo expresa, y el orden decreciente de la poblacion de receptores es
EP;>EP,>EP,, tal como se observa por el fold increase en la figura 24.

Estos resultados expresan la presencia de receptores de prostanoides (EP) en

mastocitos en condiciones basales, es decir, las células no era estimulada.

Fold Increase

0,9
0,8
07
0,6 1
0,5 -
0,4+
0,3+
0,2 1
0,1

EP2 EP3 EP4

Fig. 24 Caracterizacion de los receptores de EP en células LAD2 por RT-PCR. Con 1x10° células
LAD2 se hace la extraccién de ARN y luego pasarlo a ADNc, se realiza la caracterizacion por PCR a tiempo
real mediante el uso de LightCycler(] FastStar DNA Master SYBR Green (Roche). Normalizado con B-actina

como gen constitutivo.
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C.2.2 Mediante Western Blot.

Se utiliza la técnica de Western Blot para la determinacién de la expresion de
receptores de PGE, en el cultivo primario de mastocitos provenientes de sangre
periférica (HUMCs CD34+) y se compara con la linea de mastocitos LAD2, utilizando
anticuerpos policlonales para cada receptor, las células se encuentran en estado basal,

por lo que la expresion de los receptores es sin ningun estimulo.

C.2.2a Western Blot del Receptor EP,
El receptor EP; es una proteina de 402 amino acidos con una molecular de 42000
aproximadamente, se expresa en una variedad de tejidos, pero en el mastocito
procedente de cultivo primario de progenitores al igual que la linea LAD2 no se detecta
presencia de este receptor tal como se aprecia en la figura 25 del western blot en el

peso de 42kDa no hay sefal.

HuMCs CD34+

LAD2

40| ™= WB: EP,

" WB: p-actina

Fig. 25 Western Blot de la expresion de receptor EP; en LAD2 y HUMCs CD34+. En este estudio
se utilizan 0.5x10° células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP, y B-actina como control de carga.
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C.2.2b Western Blot del Receptor EP,

El receptor EP, es una proteina con 358 amino acidos y una masa molecular de
40000. En el blot se detectan bandas a los 53kDa, pero también dependiendo del
grado de modificaciones post-translacionales del ARN mensajero del receptor se
pueden detectar bandas a los 52 o 65kDa. Ambos tipos celulares presentan igual
patron de expresion del receptor EP, en el blot y la carga es muy similar tal como se
aprecia con la B-actina (Fig 26).

HuMCs CD34+

LAD2

55| == WB: EP,

2

- — | WB: p-actina

Fig. 26 Western Blot de la expresion de receptor EP, en LAD2 y HUMCs CD34+. En este estudio
se utilizan 0.5x10° células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP, y B-actina como control de carga.

C.2.2c Western Blot del Receptor EP;

El receptor EP; tiene la caracteristica de expresar mlltiples isoformas por los splicing
alternativos que se deben a cambios en la longitud y secuencia de la cola del C-
terminal, por lo que el mecanismo de transduccion de sefales varia dependiendo de la
isoforma que se exprese. El receptor EP; se detecta a 65 o 52kDa dependiendo del
grado de modificaciones post-translacionales de este. En este blot en las LAD2 se
obtienen dos bandas una por debajo del peso de 55kDa y otra por arriba, de igual
intensidad, en el caso de las HUMCs CD34+ la banda del peso menor de 55kDa es
menos intensa que la ubicada por arriba de este peso, la carga total con B-actina es

muy similar (Fig. 27).
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Fig. 27 Western Blot de la expresion de receptor EP; en LAD2 y HuUMCs CD34+. En este estudio
se utilizan 0.5x10° células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP3 y B-actina como control de carga.

C.2.2d Western Blot del Receptor EP,

El receptor EP, esta ampliamente distribuido, se expresa en mayor nimero en los
tejidos comparado con el EP,, ademas tiene particularidad de poseer una cola
citoplasmatica larga que lo hace susceptible a desensibilizacion por fosforilacién del
agonista. Este receptor regula los niveles y estabilidad del ARN mensajero de COX-2. El
mecanismo de sefalizacidn es a través de la Proteina Gs que aumenta el AMPc. En el
blot se detectan bandas aproximadamente a 55kDa, pero también es susceptible a
modificaciones post-translacionales que produce la presencia de otras bandas que se
observan en la figura 28.

HuMCs CD34+

LAD2

55 WB: EP,

“‘ | WB: p-actina

L s e

Fig. 28 Western Blot de la expresion de receptor EP, en LAD2 y HUMCs CD34+. En este estudio
se utilizan 0.5x10° células por punto, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10% y se transfiere a una
membrana de PVDF, que se incuba con el anticuerpo anti-EP4 y B-actina como control de carga.
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Por la técnica de Western Blot se observa que en los dos tipos de mastocitos el patrén
de expresion de receptores es similar, y es otra herramienta que confirma los
resultados obtenidos tanto por RT-PCR, los receptores que se expresan son el EP,, EP3

y EP, y el EP; no se detecta para estos tipos de mastocitos por las técnicas utilizadas.

C.3 Modulacién de los efectos de Prostaglandina E; en el mastocito con el

uso de Antagonista de receptores de EP en la activacion osmaética.

La clasificacién farmacoldgica de los receptores de prostanoides fue desarrollada en la
base de que cada receptor preferentemente reconoce una de las mayores
prostaglandinas naturales. En el caso de este estudio se realiza con los siguientes
antagonistas selectivos; AH6809 (10uM) bloquea el receptor EP; y EP, (Chan et al,
2000), L826266 (30uM) bloquea el receptor EP; (Claudino et al, 2006) AH23848
(10uM) que bloquea el receptor EP4 (Davis & Sharif, 2000). Se realiza nuevamente la
curva dosis respuesta de PGE,, pero previamente se incuban con los antagonistas, el
esquema de este ensayo es el uso combinados de los bloqueadores de receptores de
prostanoides en el que se deja un receptor sin bloquear y que permite observar el
efecto de PGE, sobre el que queda libre. Con los datos de la RT-PCR se describe qué
receptores estan presentes en la linea celular LAD2, y con la ayuda de los antagonistas
de los receptores se determina la accion de estos receptores al activarlos ya sea con el
agonista (PGE;) o con el estimulo osmdtico (Manitol). Los datos se describen para cada

receptor en los siguientes apartados siguiendo el siguiente esquema

YA 4

—_— —_— —
10 min 10 min 30 min
Incubar Antagonistas PGE, (Do crecientes) cada pocillo Manitol 10% a cada pocillo
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C.3.1 Efecto del Manitol y la Prostaglandina E;, en el Receptor EP,

En este ensayo se incuban las células LAD2 con 10uM del antagonista de EP,
(AH6809) y 30uM del antagonista EP; (L826266), por lo que el receptor que queda
disponible es el EP,. Luego de 10 minutos de la incubacion se adiciona las dosis
crecientes de PGE,, se incuban por 10 minutos mas y por Ultimo el Manitol por 30
minutos a 37°C, entonces se realiza el ensayo de B-hex, se observa que con todas las
dosis de PGE, el efecto es de reduccidon del porcentaje de liberacién con respecto al
Manitol sélo y de manera significativa (Fig. 29). El receptor EP, esta acoplado a la
proteina Gs, con incremento del AMPc. La proteina tiene un peso de aproximadamente
53kDa, esta ampliamente distribuido y se expresa mas que el receptor EP,. El receptor
EP, pose una cola citoplasmatica muy extensa en el C-terminal y contiene 38 residuos
de serina y treonina que sirven como sitios de multiples fosforilaciones, este hecho
hace de este receptor susceptible a desensibilizacién por fosforilacion dependiente del
agonista (Nishigaki et al, 1996).

4 N

401

30+

20+

% liberacion B-hexosaminidasa

7 Y,

Fig. 29 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E, en presencia de los antagonistas del
receptor EP, (AH6809) y del receptor EP; (L826266). Para evaluar la respuesta del receptor EP, en
la activacion osmotica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de B-hex que se expresa como el
porcentaje de liberacion maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con triton. Las
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos
independientes. (*Diferencia significativa de p<0.001 con respecto al Manitol)
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C.3.2 Efecto del Manitol y la Prostaglandina E;, en el Receptor EP;

Con el esquema descrito en el que se bloquean dos receptores de prostanoides para
dejar libre uno, se combina el antagonista del receptor EP, el AH6809 a 10uM vy el
antagonista del receptor EP, el AH23848 a 10uM también, y se tiene el receptor EP;
para observar la respuesta frente al estimulo osmético. Generalmente este receptor
esta acoplado a proteina Gi el cual inhibe la generacion de AMPc, con movilizacién de
calcio. En este caso particular en la curva dosis respuesta de PGE,, el receptor EP; al
activarse reduce la liberacion de B-hex en todas las dosis excepto a 10uM donde se ve
que la liberaciéon es comparable al manitol, las otras dosis la diferencia es significativa
(Fig 30).

40+ *

%lib de B-hexosaminidasa

J

Fig. 30 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E, en presencia de los antagonistas del
receptor EP, (AH6809) y del receptor EP, (AH23848). Para evaluar la respuesta del receptor EP; en
la activacion osmotica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de B-hex que se expresa como el
porcentaje de liberacibn maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritdn. Las
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos
independientes. (*Diferencia significativa de p<0.05 con respecto al Manitol)

C.3.3 Efecto del Manitol y la Prostaglandina E;, en el Receptor EP,

El receptor EP, se expresa en niveles menores en la mayoria de los tejidos y puede
inducirse su expresion en respuesta a estimulos inflamatorios (Goodman & Gilman,
2006). Este receptor al igual que el EP, esta acoplado a proteina Gs, con el
consiguiente aumento de la concentracion de AMPc. Es un receptor que no es

susceptible a desensibilizacion ya que su cola citoplasmatica en el C-terminal es corta.
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Se bloquea previamente los receptores EP; con 30uM de L826266 y el receptor EP,
con 10uM del AH23848, se incuban por 10 minutos y se adicionan las dosis crecientes
de PGE,, transcurridos 10 minutos adicionales se incuban con el Manitol por 30
minutos a 37°C. Se realiza el ensayo de B-hex y los porcentaje de liberacion son
menores que el Manitol, pero el que muestra una mayor inhibicion es la dosis de 1uM y

que es estadisticamente significativo con un p<0.05 (Fig. 31).

4 )

40-

% lib de B-hexosaminidasa
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Fig. 31 Curva Dosis Respuesta de Prostaglandina E, en presencia de los antagonistas del
receptor EP; (L826266) y del receptor EP, (AH23848) Para evaluar la respuesta del receptor EP, en
la activacion osmotica inducida por Manitol. Se realiza el ensayo de B-hex que se expresa como el
porcentaje de liberacion maxima del sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritdn. Las
mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados son de una n=3 experimentos
independientes. (* Diferencia significativa p<0.05 en la dosis de 1uM de PGE, con respecto al Manitol).

En resumen, los mastocitos de la linea LAD2 expresan los receptores EP,, EP; y EP,,
con la ayuda de antagonistas farmacoldgicos especificos se ha determinado que los
receptores son capaces de reducir la liberacion de B-hex de manera variable
dependiendo de la dosis de PGE,. La dosis de PGE, que muestra mejor efecto en la
reduccion del porcentaje de liberacién es la de 1uM. Los receptores EP, y EP4 estan
acoplados a Proteina Gs, con aumento de AMPc y por lo tanto reduccién de la
activacién del mastocito, el receptor EP, se expresa mas ampliamente que el EP,, pero

el primero es mas susceptible a desensibilizacion, en cambio el EP, tiene la
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particularidad que no se desensibiliza y aumenta su expresién en caso de un proceso
inflamatorio. El receptor EP; también reduce la liberacién de B-hex, pero es una
reduccion que no es significativa, y a la dosis mayor de PGE; es de la misma magnitud
que el Manitol, ademas que el mecanismo de sefalizacion principal es a través de la

proteina Gi, con reduccién del AMPc.
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C.5 Efecto de la Prostaglandina E; y Antagonistas de los receptores de EP
en la activacion osmética inducida por Manitol en mastocitos obtenidos de

cultivos primarios.

Los efectos observados con la linea LAD2 muestran que el estimulo osmético es capaz
de inducir liberacion de B-hex y que al utilizar antagonistas de los receptores de EP
esta respuesta varia de acuerdo al mecanismo de sefalizacion del receptor que es
activado por PGE,. Para validar los datos que se han obtenido con las LAD2, se realiza
la activacién por un lado de mastocitos obtenidos a partir de pulmén de pacientes
sometidos a cirugia toracica (HMCL) y por otra parte los mastocitos diferenciados a
partir de células pluripotenciales CD34+ (HuMCs CD34+).

En la figura 32 esta representada la activacion en mastocitos humanos CD34+ (HuMCs
CD34+), el estimulo osmoético induce mas del 30% de liberacion de B-hex y cuando se
incuba conjuntamente con la PGE, (1uM) ésta activacion es mayor. Cuando se
administra previamente los antagonistas selectivos de los receptores EP, se observa
que los receptores EP, y EP4 producen disminucion del porcentaje de liberaciéon de B-
hex significativo con respecto al Manitol, en cambio al activar el receptor EP;, aunque
hay disminuciéon del porcentaje de liberacién no hay diferencias significativas con

respecto al estimulo osmdtico.
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Fig. 32 Ensayo de B-hexosaminidasa con mastocitos humanos CD34+ (HuMCs CD34+) Se
utilizan 2x10* células por condicién. Se incuban con los respectivos antagonistas selectivos por 10 minutos,
luego con la PGE, por otros 10 minutos mas y finalmente se activan con Manitol 10% por 30 minutos a
37°C. Finalmente se centrifugan y se recoge por un lado los sobrenadantes y por otro se lisan las células
con tritdn. La liberacion de B-hex se expresa como el porcentaje de liberacidn maxima del sobrenadante
con respecto al lisado de las células con tritdn. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos
representados son de una n=3 experimentos independientes. * Diferencia significativa p<0.05 con
respecto al Manitol.
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En la Figura 33 se representan los resultados obtenidos de la activacion de mastocitos
humanos provenientes de pulmén (HMCL) en el ensayo de liberacion de B-hex, el
porcentaje de activacion con Manitol es del 23%, el de PGE, mas Manitol es de 19%, al
activar el receptor EP; se observa que el porcentaje de liberacién es de la misma
magnitud que el Manitol, en cambio con los receptores EP, y EP4 hay disminucion en la

liberacidn de B-hex, sin embargo estas diferencias no son significativas.
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Fig. 33 Ensayo de B-hexosaminidasa con mastocitos humanos provenientes de pulmén
(HMCL) Se utilizan 2x10* células por condicién. Se incuban con los respectivos antagonistas selectivos por
10 minutos, luego con la PGE, por otros 10 minutos mas y finalmente se activan con Manitol 10% por 30
minutos a 37°C. Finalmente se centrifugan y se recoge por un lado los sobrenadantes y por otro se lisan
las células con triton. La liberacion de B-hex se expresa como el porcentaje de liberacidn maxima del
sobrenadante con respecto al lisado de las células con tritdn. Las mediciones se hicieron por triplicado y
los datos representados son de una n=3 experimentos independientes.

Al utilizar mastocitos provenientes de cultivo primarios en el ensayo de B-hex el
resultado de la activacion con Manitol es muy parecido al observado con las células
LAD2. En los mastocitos provenientes de pulmdn cuando el receptor EP; es activado no
hay disminucién del porcentaje de liberacion de B-hex, caso contrario con los puntos
en que se activan el EP, y EPs, en los que la disminucion en estadisticamente
significativa, como es el caso de los HUMCs CD34+. Por lo que el resto de los
experimentos que se presentan se enfocan en el efecto del estimulo osmético vy la
PGE;, en el receptor EPs, ya sea cuando esta disponible para activarlo o blogqueado.
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C.6 Efecto de la Prostaglandina E, y Antagonistas de los receptores de EP

con la activaciéon osmética inducida por Manitol en el flujo de Calcio.

El proceso de desgranulacion o activaciéon mastocitaria conlleva la movilizacién de
calcio que en el proceso de exocitosis produce que los granulos se fundan con la
membrana celular liberando el contenido granular al espacio extracelular, previamente
se observa que el Manitol es capaz de producir desgranulaciéon y también aumento en
el flujo de calcio, en este punto se quiere evaluar qué sucede cuando se adiciona la
PGE, al bloquear el receptor EP;. Se utiliza solo un antagonista ya que el protocolo de
fluorescencia tiene la limitante de que con el paso del tiempo se produce quelacion del
Ca** con el fluorocromo. Se escoge el antagonista del receptor EP; ya que permite
evaluar la accion de los receptores EP, y EP, que tienen el efecto de disminuir la
liberacidén de B-hex y asi se puede correlacionar si parte de este efecto se deba al flujo
de calcio ya que la presencia de este ién es primordial para procesos como la
exocitosis al igual que otros mecanismos evaluados anteriormente como la
polimerizacidn de actina, por lo que es importante determinar este parametro.

Para este ensayo se toman 2x10° células LAD2 por punto de activacidn, que se incuba
por 30 minutos a 37°C con FLUO 4/AM, y después de lavar las células se hace una
lectura basal de fluorescencia. Posterior a la lectura basal se pretrata el grupo de
células con 30uM de L826266 (antagonista EPs) por 10 minutos y luego 1uM de PGE,,
después de 10 minutos mas de incubacion se adiciona el Manitol y se inicia la lectura

de fluorescencia en 10 ciclos de 1 minuto (Fig. 32) siguiendo el esquema de trabajo

Y a4

que se presenta a continuacion.

_—
_— _—
—_—
Lectura Basal a tiempo O en 10 min 10 min 'l'ger_ e'n
el Fluorimetro ciclos
de 1 min
Incubar Antagonistas Incubar PGE, Incubar Manitol
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Fig. 34 Determinacion del flujo de calcio por Fluorimetria. En este estudio se utilizan 2x10° células
LAD2, por punto de activacion. Las células se van a incubar con la sonda FLUO 4/AM por 30 minutos a
37°C. Luego de esto se centrifugan y se lavan colocandolas en placas de 96 pocillos y luego de tomar la
lectura basal de los grupos se incuba con los tratamientos de agonistas y antagonistas por 10 minutos
cada uno y finalmente Manitol al 10%. Se realiza la lectura de 10 ciclos de 1 minuto. Los resultados se
expresan como las unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los
datos representados son de una n=3 experimentos independientes.

Posteriormente los grupos de tratamientos se incuban simultdneamente con
Ionomicina 2.5uM, para comprobar la calidad y validez del experimento. En la Figura
35 se observa que luego de administrar el iondforo, la fluorescencia aumenta de
forma marcada en todos los grupos, este movimiento de calcio se mide por espacio de

5 minutos y obtenemos las unidades relativas de fluorescencia (RFU).
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Fig. 35 Determinacion del flujo de calcio con la administracion de Ionomicina. Luego de
transcurrido el tiempo de lectura del flujo de calcio con el Manitol y los grupos tratados, se incuban las
células con Ionomicina 2.5uM, y se realiza la de 5 ciclos de 1 minuto. Los resultados se expresan como las
unidades relativas de fluorescencia. Las mediciones se hicieron por triplicado y los datos representados
son de una n=3 experimentos independientes.
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C.7 Evaluacion del Efecto de Prostaglandina E, y los Antagonistas de EP con
la activacion osmoética inducida por Manitol en las vias de las MAP quinasas

Para estudiar el papel de la PGE; y de los receptores de EP frente al estimulo osmotico
en las vias de las MAP quinasas, se realizan la técnica de western blot con las lineas
LAD2 y HMC-1. Se utiliza 0.5x10° de células por punto de activacidn de los
tratamientos que se representan en los blots y el tiempo de activacion es de 15
minutos. Los tratamientos que se comparan son el control o no estimuladas, Manitol
10%, PGE, (1uM), Manitol mas PGE, (1uM), L826266 mas PGE, y Manitol, AH6809
(10uM) y AH23848 (10uM) mas PGE, y Manitol. En la figura 36 se observa que la
fosforilacion de pAkty pERK disminuye cuando los receptores EP, y EP4 son activados
con respecto al Manitol o PGE; sola, en cuanto al receptor EP; cuando se activa
aumenta claramente la fosforilacion de pAkt, pero en el caso de pERK la fosforilacién

es menor al compararla con Manitol y PGE;.
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Fig. 36 El tratamiento con el antagonista de EP; disminuye la fosforilacion de pAkt y pERK. A
0.5x10° células LAD2 por punto, luego de los tratamientos y la activacién con Manitol, se lisan y se corre el
gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba con el anticuerpo pERK, pAkt
y ERK total como control de carga.
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Para MAP quinasas como pJNK y p38, el Manitol presenta un patron de aumento de la
fosforilacion y que disminuye cuando se incuba junto a PGE,, en cambio la PGE, no
activa estas vias, Con el antagonista EP; disminuye la fosforilacion de ambas quinasas,
y en el caso del uso combinado de los antagonistas EP, y EP, aumenta la fosforilacion

(Fig. 37) en los que se presentan las densitometrias y el blot correspondiente.
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Fig. 37 El tratamiento con PGE, y con el antagonista de EP; disminuye la fosforilacion de
pINK y p38. A 0.5x10° células LAD2 por punto, luego de los tratamientos y la activacién con Manitol, se
lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba con el
anticuerpo pJNK, p38y B-actina como control de carga.

El mismo estudio se realiza con HMC-1, pero en el caso de pacta esta linea celular
presenta fosforilacion inespecifica que no se puede diferenciar entre los tratamientos.
Para pERK, pJNK y p38 se observa el mismo patréon visto con las LAD2, en la que la
fosforilacion de pERK, pIJNK y p38 disminuye cuando se bloquea el receptor EP; tal
como se observa en la figura 36 donde se presentan las densitometrias junto con el
blot de las MAP quinasas evaluadas en relacién con el control de carga utilizado en

este caso [-actina.
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Fig. 38 El tratamiento con PGE, y con el antagonista de EP; disminuye la fosforilacion de
pERK, pINK y p38. A 0.5x10° células HMC-1 por punto, luego de los tratamientos y la activacién con
Manitol, se lisan y se corre el gel SDS-PAGE al 10%, se transfiere a una membrana de PVDF que se incuba
con el anticuerpo anti-pERK, pJNK, p38y B-actina como control de carga.
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C.8 Efecto de Prostaglandina E, en la dinamica del citoesqueleto en

presencia del estimulo osmoético

Previamente en la seccion A.6 se evalla el efecto del estimulo osmético en la dinamica
del citoesqueleto, y se observa que hay un incremento en la movilizacion de la actina,
mediante la técnica de microscopia con el marcaje de Faloidina, en este apartado se
presenta lo que sucede al pretratar las células LAD2 con PGE, 1uM diez minutos antes
de adicionar el Manitol 10%, en las imagenes de la figura 39 se observa que la
polimerizacion del citoesqueleto se ve reducida con respecto al grupo tratado solo con
Manitol.

LAD2 control LAD2 Manitol 10%

LAD2 PGE, (1uM) + Manitol 10%

Fig. 39 Estudio de reorganizacion del citoesqueleto por microscopia comparando el efecto de
PGE, frente al estimulo osmético. 1x10° células LAD2 se colocan en cubreobjetos previamente
tratados con polilisina porque son células que crecen en suspension, y se incuban con PGE, 1uM 10
minutos y luego con Manitol 10% por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar las células, se
fijan con paraformaldehido al 4%, se fijan con saponina al 0.1%, se bloquean con BSA al 0.1% y se
marcan con Faloidina conjugada con TRITC. Se realiza el montaje en los portaobjetos y las muestras son
analizadas por microscopia de Fluorescencia. Escala de la barra 10um.
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C. 9 Evaluacion del efecto de la Prostaglandina E, en la sintesis de citocinas

Después de observar que el estimulo osmotico es capaz de inducir sintesis de citocinas,
como la IL-8 y el TNF-q, se evalua la expresion de ARN mensajero en las células LAD2
después de 6 horas de incubacion con los PGE,, PGE, mas Manitol y se comparan con
el Manitol 10% y como control positivo de activacién se tiene la PMA+Ionomicina, todo
mediante la técnica de RT-PCR, se representan los datos en la figura 40 mediante la

cuantificacion relativa (RQ) de la expresidon de los genes en estudio.
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Fig. 40 Determinacion de la sintesis de citocinas (TNF-alfa/IL-8) inducidas por el estimulo

osmético por RT-PCR. 2x10° células LAD2 por cada punto de activacién se incuban durante 6 horas con
Manitol al 10%, PMA (50ng/ml) mas ionomicina (2.5uM), PGE, 1uM, PGE, 1M mas Manitol y un grupo
sin activar. Transcurrido este tiempo se recogen las células y se extrae el ARN, y la expresion de los genes
se mide por PCR a tiempo real, con respecto al control no activado, la beta-actina se utiliza como control
enddgeno; se representa una media de 3 experimentos independientes, los datos son presentados como

el promedio del Log10 de la cantidad relativa (RQ).
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En las graficas se observa que la PGE, induce sintesis de IL-8 y TNF-alfa, pero menos
que el manitol, y cuando se utilizan en combinacion no hay diferencias con respecto al

estimulo osmotico solo, en todos los casos estas induccion son menores que el control

positivo de PMA+Ionomicina.
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V. DISCUSION

El asma es una enfermedad crénica comun de las vias respiratorias compleja y
multifactorial. La inflamaciéon desempefa un papel central en la fisiopatologia del asma,
aunque hay distintos fenotipos (por ejemplo, intermitente, persistente, asociada con el
gjercicio, sensible a la aspirina, o el asma grave), la inflamacion de las vias aéreas
sigue siendo un patrén consistente; que implica la interaccion de mdultiples mediadores
y muchos tipos de células, entre estos el mastocito (Busse & Lemanske, 2001).

La broncoconstriccion inducida por ejercicio (BIE) es una condicién prevalente en
aproximadamente la mitad de los pacientes con asma (Cabral et al, 1999). El ejercicio
induce la liberacion de mediadores a partir del mastocito, provocando contraccion del
musculo liso de las vias aéreas, mediante el incremento de la tonicidad. El uso de un
agente hipertdnico surge del concepto de que la BIE viene provocada por el
incremento en la osmolaridad en la superficie de las vias areas con liberacion de
mediadores (Anderson, 2010).

La activacion de los mastocitos de la mucosa libera mediadores broncoconstrictores;
como histamina, cys-LTs, PGD, (Boyce, 2003; Galli et al 2005; Robinson 2004) y se ha
observado aumento del nimero de mastocitos en el musculo liso bronquial que puede
estar relacionado con hiperreactividad bronquial (Brightling et al, 2002). Por otra parte,
también hay liberacién de PGE,, que aunque es proinflamatorio en modelos de artritis
(Nagai, 2008), es marcadamente anti-alérgica y parece tener efectos estabilizantes /in
vivo, representando un posible mecanismo enddgeno protector de las vias areas
(Gauvreau et al, 1999). En pacientes asmaticos, la administracion de PGE, antes de la
exposicion al alergeno, atenla la respuesta alérgica inducida en las vias areas, asi
como la hiperreactividad y la inflamacion (Melillo et al, 1994).

Se ha reportado que los niveles de PGE, estan disminuidos en pacientes con pdlipos
nasales (Okano et al 2009), debido a alteraciones en el metabolismo de las COX
(Mullol et al, 2002; Pérez-Novo et al, 2005; Picado et al, 1999), y esto puede participar
en la fisiopatologia de la rinitis alérgica, dirigiendo las bases de nuevas aproximaciones
terapéuticas en las que la diana seria PGE, para el tratamiento de poliposis nasales,

rinitis alérgicas y asma bronquial (Okano et al, 2009).
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1. El estimulo osmaético es capaz de inducir la activacion del mastocito

El interés de esta tesis se centra en un modelo /n vitro de asma inducida por ejercicio
mediante el uso de un estimulo osmético, en este caso el manitol, en una de las
células con mayor protagonismo en la enfermedades alérgicas, el mastocito; y evaluar
si la PGE,, sustancia enddgena con un papel en la homeostasis de muchas funciones

fisioldgicas, es capaz de modular la activacién de éste.

Eventos que produce el Manitol en el mastocito

El mecanismo por el cual el manitol activa el mastocito no esta del todo descrito y
difiere de la activacién inmunoldgica (Suzuki et al, 2006). Los resultados obtenidos
muestran que es un proceso parcialmente dependiente de calcio, tanto del extracelular
como el intracelular, y es un evento sostenido. Este flujo de calcio genera cambios en
la permeabilidad de la célula y esto a su vez del pH intracelular, el cual es regulado
por intercambiadores de iones, como el de Na*/H* en la membrana plasmatica
(Cabado et al, 2000). A su vez la movilizacidon de calcio generada por la activacién con
manitol, produce una complicada serie de eventos bioquimicos, algunos tienen
similitud al descrito para la mediada por FceRI, con incremento de calcio citoplasmatico
en el que se activa la PI3K (Gilfillan & Tkaczyk, 2006). El estimulo osmético al generar
entrada de calcio a la célula y alterar la membrana activa la PLA, (Murakami & Kudo,
2004), la cual hidroliza los fosfolipidos de membrana con liberacién de AA. Por otro
lado, el sustrato de fosfoinositoles de la membrana también es metabolizado por la
PLC con la formacién de DAG y de IP; que en el reticulo endoplasmico libera mas calcio
de sus depdsitos (Goodman & Gilman, 2006); estas vias de sefializacion producen un
flujo de calcio sostenido, tal como muestran los resultados en los ensayos de flujo de
calcio por fluorimetria. El incremento del calcio intracelular también provoca
movilizacion de los granulos de almacenamiento hacia la membrana del mastocito y
liberar por exocitosis su contenido al espacio extracelular; tal como lo demuestran los
datos de liberacion por B-hexosaminidasa y la expresion de la proteina CD63. Todos los
mecanismos por el cual el manitol activa el mastocito se resumen en la figura 1, el
proceso de desgranulacion se observa a los minutos de la activacion, pero el manitol

también induce cambios a mas largo tiempo.
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Fig. 1 Esquema de los posibles mecanismos por el que el manitol induce la activacion del
mastocito. (1) Aumento de la osmolaridad, (2) Aumento del flujo de calcio, (3) Activacion del
intercambiador Na+/H+ con cambios en del pH intracelular, (4) Activacion de la via PI3K y Akt genera
fosfoinositoles, (5) Activacion de PLC gracias a sus dominios PH se une a los PIP3 generados por PI3K y
cataliza PIP2 (unidos a la membrana) en DAG e IP3, activacion de PKC, (6) IP3 induce salida de calcio de
reticulo endoplésmico (RE) con aumento de calcio de manera mas sostenida (7) Exocitosis de los granulos.

El estimulo osmético induce la sintesis de novo de metabolitos del AA tales como la
PGD, y LTC, (Gulliksson et al, 2006), y lo evidencian nuestros resultados con la sintesis
de PGE, a los pocos minutos de la activacion del mastocito. En el caso de la
fosforilacion de Akt, regula la funcion del factor de transcripcion NF-kB, este
mecanismo junto con los efectos que tiene la PI3K sobre la habilidad de la PLCy en la
regulacién de la activacién del factor de transcripcion NFAT (Jascur et al, 1997),
permiten a la PI3K regular la sintesis de citocinas (Gilfillan and Tkaczyk, 2006) como el
TNF-a y quimiocinas como la IL-8. El TNF-a estimula la inflamacion y la produccion de
citocinas (IL-6, IL-1) por muchos tipos celulares y activa el endotelio mediante
activacion y agregacion plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular; ademas
fue descrito como factor téxico para algunas células en cultivo, y causante de necrosis
hemorragica de tumores in vivo, es el principal mediador de la respuesta inmune frente
a bacterias Gram negativas (Vassalli, 1992). En cuanto a la IL-8, esta quimiocina ejerce

un papel primordial en la iniciacion de la respuesta inflamatoria al promover la
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quimiotaxis y posterior desgranulacion de los neutrofilos. Ademas, desarrolla una
accién quimiotactica sobre otras células entre las que se encuentran los linfocitos T y
los basdfilos. Sobre estos Ultimos estimula la liberacién de histamina. Algunas de las
acciones proinflamatorias del TNF-a y la IL-1 son mediadas por la secrecion de IL-8,
que por tanto actla como un mediador secundario de los procesos inflamatorios
(Salamon et al, 2005). Todos estos eventos explicarian porque la activacion del
mastocito inducida por cambios osméticos, produce cambios inflamatorios tales como
los observados via inmunoldgica. Las citocinas provocarian la migracién de células
inflamatorias a las vias respiratorias, donde se produciria la broncoconstriccion que
genera el ejercicio. Los cambios osméticos también maodificaciones estructurales en el
mastocito, como es la reorganizacion del citoesqueleto.

En los estudios de reorganizacion del citoesqueleto observamos que el mastocito
estimulado con manitol cambia su estructura y se observa el fendmeno de ruffling, que
son regiones de filamentos de actina recién polimerizados. El mecanismo de accion ha
sido descrito en otros tipos celulares, es un proceso rapido en el que los cambios
osmoticos activan la familia de GTPasas de Rho; y es dependiente de calcio (Malek et
al, 2007). La familia de Rho GTPasas regulan la dinamica del metabolismo de actina y
el proceso de ruffling en la membrana (Pertz, 2010).

Activacion de las MAP quinasas

La produccion de citocinas luego de la activacion con manitol es el producto de la
activacién de vias de sefalizacién previas como las MAP quinasas, tal como se observa
en los resultados de los estudios bioquimicos, y como se reporta para otras células
eucariotas, que tienen en comun el hecho de que censan y responden a los estimulos
extracelulares mediante la activacion de la via de las MAP quinasas (Wilkinson & Millar,
1998). Los resultados con el manitol muestran un aumento de la fosforilacion de
ERK1/2; ademas de quinasas de estrés como IJNK y p38; como se ha reportado para
condiciones hiperosmolares (Malek et al, 2007). La activacion de quinasas como
ERK1/2 produce la fosforilacién de enzimas como la PLA, (Pelaia et al, 2005), la cual
es responsable de la produccion del AA que es metabolizado a su vez por las COX y
LOX a prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. Es interesante el papel de la
fosforilacion de ERK en la patofisiologia del asma, ya que median la produccién de
citocinas como la IL-1B y del GM-CSF por las células del musculo liso de las vias aéreas
(Hallsworth et al, 2001), que son las responsables de las respuestas contractiles y del
remodelado de las vias aéreas (Pelaia et al, 2005). El manitol fosforila las quinasas de
estrés JNK y p38. La quinasa JNK esta muy relacionada a procesos de inflamacion ya
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que entre los factores de transcripcion que son sustratos para él, estan la proteina
activadora 1 (AP-1), Elk-1 y ATF-2; el papel de INK en la patologia asmatica esta
vinculada a procesos de deposicion de la matriz extracelular, ya que su activacion
produce la liberacion de factores de crecimiento como el TGF-B que promueve la
transicion del fenotipo de fibroblastos pulmonar a miofibroblastos (Hashimoto et al,
2001). La p38 regula la migracién de mastocitos hacia el antigeno y también media la
produccién de IL-8. Ademads, estd involucrada en procesos de hiperplasia del
miofibroblasto y deposicidén de colageno inducida por IL-6, luego del contacto con otras

células como el caso del mastocito (Fitzgerald et al, 2004) (Fig. 2).
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Fig. 2 Efectos del manitol dentro del mastocito (1) Activacion de MAP quinasas (2) p38 fosforilada
induce produccion de COX-2, IL-8 y TNF-a (3) pERK1/2 fosforila PLA, en el citoplasma y la activa
traslocandola, (4) la PLA, produce AA, sustrato para las COXs, con produccion de PGs.

Al utilizar inhibidores wortmanina (inhibidor de PI3K) se observa que la fosforilacién de
Akt inducida por manitol esta bloqueada, al igual que cuando se inhibe la de ERK pero

en el caso de la PKC no se ve afectada.

129



2. Como se ve afectada la activacion del mastocito por el estimulo osmaético
cuando se inhiben las Ciclooxigenasas

Los metabolitos del AA que incluyen prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano A2,
leucotrienos y lipoxinas, no se almacenan, sino que se producen en la mayoria de las
células cuando una variedad de estimulos fisicos, quimicos y hormonales activan
enzimas como la PLA, que es una acil hidrolasa (Goodman & Gilman, 2006). En el caso
del mastocito el estimulo fisico utilizado, el manitol, produce desgranulacion, pero
también genera la sintesis de novo de metabolitos de AA, entre estos PGE, que es
considerado una sustancia anti-inflamatoria. Ademas, la evidencia que tenemos en
base a nuestros resultados y lo descrito en la literatura, es que el manitol activa la via
de las MAP quinasas, entre estas la p38 de la que se describe que participa en la
produccién de COX-2 (Pelaia et al, 2005). En vista de esto, se procedid a utilizar la
inhibicion de las COXs para modular la produccion de PGE, y observar que sucedia en
el mastocito, luego de estimular con manitol. El interés de realizar este abordaje /in
vitro se debe a las observaciones clinicas de pacientes asmaticos, que al ingerir un
AINEs y luego ser expuestos a ejercicio, les sobreviene un broncoespasmo. Esto se
atribuye a que al inhibir las COXs no se produce PGE, enddgena, la cual tiene un
papel broncoprotector, y el paciente desarrolla un cuadro asmatico (Sestini et al,
1996).

Para inhibir la activacién de COX-1 y COX-2, se utilizd la técnica de silenciamiento con
RNA de interferencia, pero no era el modelo adecuado, en vista de que la linea LAD2
por un lado tiene una cinética de recambio prolongado. Conviene afadir que es una
linea celular inmortal. Por lo que se opto la inhibicion de las COXs se realizd con
bloqueadores selectivos.

Al evaluar el proceso de desgranulacion con manitol luego de la inhibicion de las COXs
no se observa cambios significativos en la liberacidon de B-hex, por lo que la
desgranulacion seria un evento independiente de la actividad de las COXs.

En la cascada de las MAP quinasas observamos que cuando se inhibe la COX-1 con el
SC-560, luego del estimulo osmético, hay un incremento en la fosforilacién de ERK1/2
y Akt, la via de JNK y p38. Para explicar este resultado, por un lado tenemos que al
inhibirse una de las enzimas hay mayor cantidad de AA como sustrato para la via que
permanece activa, la COX-2. Asi mismo, la linea LAD2 tiene COX-2 de manera
“constitutiva” con lo cual existiria un efecto aditivo a la enzima que se esta induciendo
por cuenta del manitol. Otro hecho a destacar, es que la p38 produce mas COX-2 y
ERK1/2 fosforila la PLA, citoplasmatica (Pelaia et al, 2005). Este hallazgo curioso, se
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podria explicar como una especie de retroalimentacion positiva de la actividad de
COX-2. En consecuencia hay mayor generacion de metabolitos del AA, y posiblemente
habria un aumento en la sintesis de citocinas.

En cambio cuando se bloquea con el inhibidor de COX-2, NS-398, el manitol
incrementa solo la fosforilaciéon de ERK1/2, la pJNK no muestra cambios en el patrén
de fosforilacion, pero p38 disminuye de manera importante al igual que Akt; esto
sugeriria que la enzima que tiene el papel primordial en los procesos inflamatorios via
AA es la COX-2 (Fig. 3).
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Fig. 3 Inhibidores de COXs en la activacion osmética Modelo en el que la via de las COXs estan
blogueadas (1) el estimulo osmético activa MAP quinasas (2) ERK fosforila PLA, que produce AA y sus
metabolitos, p38 produce mas COX-2 (3) los prostanoides sintetizados de novo son secretados y se unen a
receptores proteina G de membrana que a su vez activa MAP quinasas, (4) Bloqueo de COX-1 (rojo)
aumenta fosforilacion de MAPquinasas (4) Bloqueo de COX-2 (azul) produce fosforilacion de ERK.

Se realizd también la inhibicion de ambas enzimas con el acido acetilsalicilico (ASA),
pero no se observa ningun patrén de fosforilacion en las MAP quinasas estudiadas;
este resultado se explicaria que la activacién de MAP quinasas depende de la actividad

de COX-1 y COX-2, probablemente via sintesis de prostaglandinas tales como la PGD, y
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PGE,. La inhibicion de las COXs, al menos en nuestro trabajo no reporto cambios

significativos en los valores de desgranulacion.

3. Prostaglandina E,, expresion de receptores en el mastocito, modulacion
del estimulo osmoético y otros aspectos asociados a la transduccion de seiial.
Para evaluar el efecto de PGE,, tanto de la que se administra de manera exdgena
como la que se sintetiza de novo producto de la estimulacion osmética del mastocito,
utilizamos como herramienta antagonistas farmacoldgicos de los receptores de
prostanoides, referidos en el apartado de introduccion; esto nos permitié describir el
efecto de PGE, de manera selectiva en cada receptor expresado por el mastocito; con
excepcion del receptor EP1, que no se expresa en las LAD2, ni en los mastocitos
provenientes de progenitores, tal como muestran los estudios de expresion de
receptores por PCR y WB. Otro hecho importante es que la poblacion de receptores
EP; esta expresado en mayor nimero, seguido por EP, y por ultimo EP,.

Luego de incubar con los tratamientos y dosis crecientes de PGE, tal como se describe
en el apartado de resultados para LAD2, observamos que el efecto de activar el
receptor EP, es de disminucién en el porcentaje de liberacidon de B-hex, esto de debe a
que al mecanismo de sefalizacion de este receptor es a través de proteina Gs que
genera aumento de AMPc; lo que en el mastocito produce disminucién de la
concentracion del calcio intracelular y como consecuencia menor movilizacion de los
granulos hacia la membrana celular; este mecanismo lo comparte con el receptor EP,,
sin embargo entre estos dos receptores existen diferencias estructurales que limitan la
actividad de uno frente al otro. El receptor EP, no presenta problemas de
desensibilizacion al poseer una cola citoplasmatica corta con pocos sitios para
fosforilacion, y por otra parte experimenta regulacion positiva en caso de procesos
inflamatorios (Goodman & Gilman, 2006) con aumento en la expresion de este
receptor en la membrana celular. En cambio, el receptor EP, es susceptible a
desensibilizacion ya que tiene una cola citoplasmatica extensa con diferentes sitios de
fosforilacion (Nishigaki et al, 1996), y el receptor es endocitado disminuyendo su
expresion.

En el caso del receptor EPs, con excepcion de la dosis mas alta de PGE, (10uM) y del
manitol junto con los antagonistas que producen aumento en las medidas de B-hex, las
demas dosis de PGE, producen disminucidn. La particularidad de este receptor tal
como se describe en la introduccidn es el polimorfismo en que encontramos diversas

isoformas, aunque en esta tesis no distinguimos que isoformas expresan los mastocitos
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utilizados, es evidente que el efecto en los ensayos de desgranulacion no son
homogéneos. Se ha reportado que la PGE; a dosis mas elevadas aumenta la liberacion
de mediadores (Wang & Lau, 2006) ya que potencia la liberacién de histamina cuando
el mastocito es activado por la via inmunoldgica por interactuar con el receptor EPs. El
mecanismo de sefalizacion del EP; es via proteina Gi con disminucién de AMPc, y
aumento de calcio intracelular. La presencia de varias isoformas podria explicar porque
en modelos /n vivo como el de ratdn se han observado efectos protectores en proceso
mediados por la via inmunoldgica, suprimiendo la inflamacién alérgica (Kunikata et al,
2005).

En el caso de mastocitos diferenciados a partir de progenitores, utilizamos PGE, a
1uM, hay mayor liberacion de mediadores cuando administra en junto con manitol,
pero al evaluar cada receptor, el efecto que produce en todos los casos es disminucion
de la liberacién de B-hex, aunque mas significativa para los receptores EP, y EP,. En
cambio en los mastocitos obtenidos de pulmon la PGE, produce disminuciéon de la
liberacién en todos los casos, pero cuando se une al receptor EP; no disminuye el
aumento debido al estimulo osmdtico. Este Ultimo dato es importante ya que el
modelo protector de la PGE, frente a un estimulo osmotico queda demostrado en el
fenotipo de mastocito de las vias aéreas, como es el obtenido del pulmdn.

En estudios realizados en mastocitos diferenciados a partir de progenitores por Feng y
colaboradores, observaron que la expresion de receptores es similar a las vista en esta
tesis, PGE, aumenta la movilizacién de calcio y AMPc, igualmente encontraron aumento
de la fosforilacién de ERK y la sintesis de PGD, y LTC4, con el uso de agonistas
selectivos observaron que el receptor EP; es el responsable de los efectos activadores
de PGE..

En los estudios realizados en la movilizacion de calcio en las LAD2 la administracion
previa de PGE,, o adicionada luego de bloquear el receptor EPs;, es disminucion del
flujo de calcio. Estos datos corroboran lo observado en los ensayos de desgranulacion,
que muestran el papel protector de esta prostaglandina ante el Manitol, respuestas
mediadas principalmente por los receptores EP,/EP, que incrementan las
concentraciones de AMPc que a su vez reducirian el calcio intracelular (Nishigaki et al,
1996).

En los estudios de reorganizacion del citoesqueleto evaluado en las LAD2, la
administracion de PGE, antes del manitol, evidencia la poca formacién de polimeros de
actina en la célula. Esto se podria relacionar con la movilizacion de calcio que se ve

disminuida con el uso de PGE,. Este proceso ha sido evaluado en fibroblastos de las
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via aéreas en los que se ha visto que la PGE, disminuye la migracion celular por
interrupcién de la reorganizacion del citoesqueleto y el mecanismo de accidn que
postulan es que al interaccionar la PGE, con los receptores EP,/EP; aumenta las
concentraciones de AMPc con disminucién del calcio intracelular (Sandulache et al,
2009). Los filamentos de actina tienen un papel fundamental en la determinacion vy el
mantenimiento de la morfologia celular, en el movimiento e interaccion con el
ambiente exterior y en la division/proliferacion celular.

La activaciéon de las MAP quinasas fue evaluado tanto en LAD2 como en HMC-1, otra
linea celular de mastocitos humanos. En LAD2 la administracion exdgena de PGE,
incrementa la fosforilacion de ERK1/2 y Akt, en cambio las quinasas JNK y p38 no. La
consecuencia de esto seria la produccion de citocinas que tienen implicaciones en
procesos de supervivencia y migracion celular, a través de ERK y Akt (Fig.4).

Al bloquear el receptor EPs;, la PGE, exdgena reduce la fosforilacion que genera el
manitol en ERK1/2, Akt, JNK, p38; otra evidencia de que los efectos protectores de
esta prostaglandina son mediados por los receptores EP,/EP;. En las HMC-1 la
fosforilacion de ERK, JNK y p38 también disminuyen cuando la PGE, interacciona con
los receptores EP,/EP,, ante la activacién osmética. La p38 es una de las MAP quinasa
donde convergen la iniciacion y progresiéon de procesos inflamatorios e
inmunopatoldgicos, y se considera diana clave en el desarrollo de farmacos

antiasmaticos (Newton & Holden, 2003).
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Fig. 4 Resumen del efecto de PGE; y Manitol en las vias de las MAP quinasas y PI3K
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Resumen de los efectos en las vias de las MAP quinasas en la administracion de PGE, en los receptores de
prostanoides. En paréntesis los receptores implicados en el efecto activador o inhibidor de MAP quinasas.

En resumen las MAP quinasas estan implicadas en una serie de eventos de senalizacion
gque son potencialmente importantes en la respuesta inflamatoria. ERK1/2 fosforila y
activa los factores de transcripciéon elkl y NF-IL6 (Gillie et al, 1992; Nakajima et al,
1993). Elk1 es requerido para la regulacion hacia positiva de c-fos, el cual es un
componente del factor de transcripcion AP-1 que tiene un papel importante en la
regulacion de citocinas y metaloproteasas, (Karin, 1995) vy el NF-IL6 promueve la
regulacion de granulocitos (G)-CSF, IL-6, IL-8, IL-1, TNF, y la forma inducible de la
oxido nitrico sintasa (iNOS) (Natsuka et al, 1992; Zhang et al 1993, Mukaida et al,
1990; Lowenstein et al, 1993). Las ERKs también fosforilan la PLA, citoplasmatica
(cPLA2), la cual esta implicada en la produccién de AA (Lin et al, 1993).

La PGE, tiene un perfil de accion similar cuando la activacion del mastocito es
inmunoldgica, ya que hay estudios que reporta la inhibicion de la exocitosis y la
liberacién de eicosanoides dependiente del Fce-RI (Goulet et al, 2004) y en otros
estudios cdmo potencia la liberacion de histamina y produccion de IL-6 a través del
receptor EP; (Nguyen et al, 2002; Diaz et al, 2002).
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Fig. 5 Resumen de los efectos mediados por PGE, en la activacion osmética inducida por
manitol a través de los receptores EP. Al antagonizar el receptor EP; los efectos en desgranulacion,
activacion de MAP quinasas, sintesis de citocinas estan disminuidos. Por lo que los receptores EP,/EP, en
este modelo de activacion osmética in Vitro, manifiestan un papel protector.

4. ¢Qué se sabe del papel de PGE, en modelos animales?

La PGE, ha demostrado efectos broncoprotectores en pacientes con asma bronquial,
en el asma inducida por ejercicio, inducida por alérgenos y en la broncoconstriccion
inducida por aspirina (Melillo et al, 1992; Pavord et al, 1993). Por lo que la PGE,
puede representar un mecanismo protector enddgeno de las vias aéreas. En estudios
in vitro nuestros resultados como los de Feng y colaboradores describen la activacion
del mastocito, via receptor EP; cuando se administra PGE,, y que junto con la
estimulacion inmunoldgica se producen una serie de cambios bioquimicos como la
produccion de citocinas y de eicosanoides (Feng et al, 2006). Pero al revisar los
resultados experimentales en ratones las respuestas de la PGE,, son controversiales.

La PGE, claramente es broncoprotectora, pero depende del receptor involucrado. En
unos estudios en ratones manipulados genéticamente la respuesta a través del
receptor EP, parece mediar el efecto broncodilatador como en la prueba de inhalacion
con el agonistas colinérgicos, metacolina (Sheller et al, 2000). También en el modelo
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de ratones expuesto a acaros del polvo, la via COX-2/PGE,/EP, esta regulada de
manera positiva en el pulmdn, posiblemente para disminuir la inflamacion de las vias
aéreas inducidas por esta sensibilizacion (Herrerias et al, 2009). En cambio en un
modelo de sensibilizaciéon por OVA-albumina en ratones con deficiencia del receptor
EP; observaron que este ratdn desarrollaba un cuadro de inflamacion alérgica que
mejoraba cuando se administraba agonistas del EP; y en ratones normales se les
rescataba con la adicion del agonista de EP; (Kunikata et al, 2005) y en los estudios
que emplean ratones deficientes de genes para receptores de prostaglandinas y de
TxA, concluyen que con sus datos, los agonistas de EP; y antagonistas del receptor DP
de la PGD, podrian ser Utiles aliviando la inflamacion alérgica de las vias aéreas (Nagai,
2008). Como se describe, la PGE;, es una sustancia que manifiesta diferentes efectos
que dependen del receptor que se active, ademas de las particularidades descritas
para cada receptor en el que por una parte los problemas de desensibilizacion y de las
diferentes isoformas descritos, determinan el efecto predominante de esta

prostaglandina.

5. Posibilidades en Terapia

La PGE, es un eicosanoides ubicuo que esta involucrado en diferentes procesos
fisioldgicos y patofisioldgicos. Tiene complejas propiedades inmunoldgicas in vitro,
cuando se administra por via inhalatoria, en sujetos alérgicos antes de una prueba de
provocacion alérgica, inhibe tanto la fase temprana como tardia de la reaccién alérgica
(Gauvreau et al, 1999). En sujetos sensibilizado la PGE, es capaz de reducir la
liberacién de PGD, y cys-LTs en el fluido de lavado broncoalveolar, efectos que se
observan en minutos, y se presume que sea resultado de su accion en los mastocitos
(Harter et al, 2000). Estos efectos y otros que se han descrito en lo resultados
obtenidos en nuestra tesis, son interesantes para considerar a la PGE2 como un agente
terapéutico en asma. Para ello convendria la generacidn de agonistas mas selectivos,
junto a la mejor caracterizacion de la funcidn de las diferentes isoformas del receptor
EP;.
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VI. CONCLUSIONES

1.

10.

El manitol produce en el mastocito la liberacion de mediadores, expresion del

CD63, movimientos en el flujo de calcio extracelular e intracelular

El manitol generan cambios en la morfologia de la célula que se traducen en la

reorganizacion del citoesqueleto

El manitol activa MAP quinasas (ERK1/2, JNK y p38) y la de PI3 quinasa que

resulta en la sintesis de citocinas, entre estas TNF-alfa y la IL-8,

La inhibicién de las ciclooxigenasas, al menos en el modelo de activacion

osmotico, no afecta el proceso de desgranulacion

En la activacion de las MAP quinasas la inhibicion de COX-1 aumenta la

fosforilacion de ERK1/2, INK y p38, y de la pAkt, al compararla con el manitol

Cuando se inhibe la COX-2 la fosforilacion de pJNK y pAKt esta disminuida, la
de p38 no muestra cambios, pero pERK esta aumentada con respecto al

manitol

En linea celular de mastocitos LAD2 expresa los receptores EP,, EP; y EP, de la
PGE, y en cultivos primarios de mastocitos provenientes de sangre periférica
también se observaron la expresion de estos mismos receptores, no se tienen

evidencia de receptores EP;

La PGE, por su parte modula el efecto de manitol en el mastocito mediante
reduccion en la desgranulacion que depende de la dosis, ya que con el uso de
antagonistas revela que los receptores EP, y EP4 son los implicados en el efecto
neto de disminucion de la desgranulacion, disminucion de la movilizacién de

calcio disminucién de la fosforilacion de INK y p38

PGE, modula los cambios en la dinamica del citoesqueleto, cuando se

administra antes del manitol, confiriéndole estabilidad a la estructura

De manera global el efecto neto de PGE, es de proteccidn, a través de los
receptores EP,/EP,, frente a la agresion del manitol, en una célula tan compleja
como el mastocito, que ademas es la que mas protagonismo tiene en los

procesos inflamatorios entre estos el asma.
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