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RESUMEN

El asma es una enfermedad de las vias aéreas de origen multifactorial; algunos de
los factores que participan son contaminantes ambientales, exposicion a
alérgenos, cambios fisiologicos y anatomicos, etc. Se ha observado también que
entre los factores que pueden afectar los episodios de asma estan las hormonas
esteroides sexuales, pues se ha observado una reversion de proporcion entre
hombres y mujeres asmaticos, es decir, en la infancia hay mayor proporcién de
nifos asmaticos que niflas, mientras que en la adolescencia y adultez la
proporcion se invierte. Para determinar la forma en que influyen las hormonas
sexuales en la contraccion del musculo liso de la traquea se llevé a cabo un
estudio in vitro en ratas macho gonadectomizadas, sensibilizadas con
ovoalbumina y no sensibilizadas, en diferentes estadios hormonales. Se encontrd
gue las hormonas sexuales con mayor influencia en este tejido son la testosterona
y la progesterona en ratas sensibilizadas, mostrando la testosterona un efecto
inductor de la relajacion del musculo liso en ratas no sensibilizadas, mientras que
en ratas sensibilizadas la relajaciéon fue menor. Por su parte, la progesterona en
ratas sensibilizadas indujo una menor contraccion. Estos hallazgos sugieren que la
testosterona puede ayudar a contrarrestar la broncoconstriccion asmatica, en
tanto que la progesterona seria de apoyo para prevenir las exacerbaciones
asmaticas. Estos resultados pueden ayudar a establecer un nuevo enfoque en la
terapéutica de esta enfermedad que involucre a las hormonas sexuales para

mejorar a los pacientes asmaticos, aunque futuras investigaciones son necesarias.



MARCO TEORICO
DEFINICION DE ASMA

El asma es una enfermedad cronica de las vias respiratorias que se caracteriza
por inflamacién de dichas vias y una variabilidad exagerada de su calibre debido a
una hiperrespuesta del musculo liso bronquial. Tiene diversos sintomas, entre
ellos la disnea y la sibilancia, asi como la produccién de moco y tos, sobre todo
por la noche. EI componente obstructivo del asma se caracteriza por una
broncoconstriccion mientras que el componente inflamatorio estd marcado por
edema de las vias respiratorias, aumento en niamero de las células caliciformes
(hiperplasia), secrecion mucosa Y filtracion y liberacion de citocinas por parte de
las células inmunitarias e inflamatorias. Aunque la obstruccibn de las vias
respiratorias es generalmente reversible, el asma puede producir, tras un tiempo
una remodelacion de las vias respiratorias y un deterioro permanente de la funcién

pulmonar (1).

FISIOLOGIA DE LA CONTRACCION DEL MUSCULO LISO DE LAS VIAS

AEREAS

El sistema nervioso autonomo es el encargado de regular las respuestas
involuntarias de la musculatura lisa. En las vias respiratorias, el tono simpatico
(adrenérgico) provoca broncodilatacion y el tono parasimpatico (colinérgico)
broncoconstriccién. El tono de la musculatura lisa también se regula mediante

fibras no adrenérgicas no colinérgicas (NANC) que inervan el arbol respiratorio.



Las células de la musculatura lisa de la vias aéreas (MLVA) tienen receptores
adrenérgicos B, (y en menor medida, receptores adrenérgicos [31) que responden
a las catecolaminas circulantes. Los receptores adrenérgicos (3, son activados por

la adrenalina que provoca broncodilatacion.

Asi mismo las células de la MLVA tienen receptores muscarinicos, sobre todo
el subtipo excitatorio de receptor muscarinico M;. Las neuronas posganglionares
parasimpéaticas liberan acetilcolina que estimula estos receptores muscarinicos y

provoca broncoconstriccion.

Las fibras NANC no liberan adrenalina ni acetilcolina, pero si neuropeptidos: la
neurocinina A, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, la sustancia P,
la bradicinina, la taquicinina y el neuropeptido Y son broncoconstrictores liberados
por las fibras NANC, mientras que el 6xido nitrico (NO) y el polipéptido intestinal

vasoactivo se liberan para provocar broncodilatacion (1).

LA FUNCION INMUNITARIA EN LAS VIAS RESPIRATORIAS

Los linfocitos T desempefian un papel fundamental en el control de la respuesta
inmunitaria. Los linfocitos Tc CD8" (citotoxicas) son los mediadores de la
inmunidad adaptativa celular y los linfocitos Ty CD4" (cooperadores) regulan las
respuestas inmunitarias adaptativas. Las células Ty se subclasifican en células
Tyl y Ty2 basandose en las citocinas que producen. Las células Tyl que
producen sobre todo interferén y (IFN- y), interleucina 2 (IL-2) y factor de necrosis

tumoral a (TNF-a), favorecen una respuesta inmunitaria celular que implica a los



linfocitos T. Por otra parte, las células Ty2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e
IL-13 y favorecen una respuesta inmunitaria humoral que implica la produccién de
anticuerpos por parte de las células B. Dado que las citocinas producidas por la
activacion de las células Tyl y Ty2 se inhiben mutuamente, cualquier estimulo
inmunitario desencadena de manera predominante una u otra respuesta como se

muestra en la figura 1.

FISIOPATOLOGIA DEL ASMA

La tendencia de las vias respiratorias asméaticas a estrecharse en respuesta a una
gran variedad de estimulos como alérgenos, irritantes ambientales, ejercicio, aire
frio e infecciones, se denomina hiperrespuesta. Dos caracteristicas de la
hiperrespuesta de las vias respiratorias diferencian la respuesta asmética a los
estimulos de la respuesta no asmatica: la hipersensibilidad y la hiperreactividad.
La hipersensibilidad produce una respuesta normal con estimulos anormalmente
bajos. La hiperreactividad consiste en una respuesta exagerada ante estimulos
normales; es decir las vias respiratorias responden con demasiado vigor (3)

(Figura 2).

El rasgo distintivo del asma ha sido siempre la obstruccién reversible (con
agonistas 3, adrenérgicos) de las vias aéreas; sin embargo, el asma es también

un proceso inflamatorio que comprende edema de la mucosa, produccién de moco
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Figura 1. Origenes de la respuesta inmunitaria asmética. En personas no atopicas, los antigenos
derivados de los alérgenos son presentados por células dendriticas presentadoras de antigeno con
el fin de generar una respuesta fisioldgica Tyl de baja intensidad. En personas asméticas la
respuesta se da por T2, el cual a su vez recluta células como son eosindfilos, mastocitos y células
B productoras de IgE, como resultado hay una hipersensibilidad e hiperreactividad de las vias
aéreas. Tomado de: Galanter, 2012.

y aumento de la permeabilidad vascular. Este proceso inflamatorio incluye dos

fases:

e Fase inmediata: Se presenta de 15 a 30 minutos después de la exposicion

al estimulo. Los mastocitos y los basoéfilos superficiales son las células



fundamentales en esta fase, que es el resultado de la interaccién de un
alérgeno especifico con anticuerpos IgE unidos a los receptores de
superficie de estas células, lo que produce su activacién y la posterior
liberacion de mediadores. Algunos de estos mediadores son la histamina,
diversas enzimas y factores quimiotacticos, prostaglandinas D, (PGD,),
leucotrienos (LTC,, LTD,, LTE,) y factor activador de plaquetas.

e Fase tardia: Esta fase aparece 4-10 horas después de la exposicion al
alérgeno y ocasiona el empeoramiento de los sintomas. Los factores
quimiotacticos liberados en la fase inmediata son responsables de reclutar
neutrdfilos, basofilos y eosindfilos al sitio de inflamacion, donde se instalan

y comienzan a liberar mediadores especificos.(3)
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Figura 2. Hiperrespuesta de las vias respiratorias en el asma. La hipersensibilidad desplaza hacia
la izquierda la curva de respuesta a los estimulos, mientras que la hiperreactividad experimenta un
desplazamiento hacia arriba. La respuesta asméatica completa representa la combinacion de la
hipersensibilidad y la hiperreactividad. Tomado de: Smith, 1993



Pese a que las causas concretas del asma no se conocen con exactitud, una
de las teorias sugiere que el asma surge como resultado de un desequilibrio
inmunitario que favorece a los linfocitos T2 desfavoreciendo la respuesta de los

linfocitos Ty1l.

La IgE (producida por la activacion de células Ty2 y posterior produccion de
IL-4) circula brevemente en el torrente sanguineo antes de unirse a los receptores
IgE de alta afinidad (FceRI) en los mastocitos. En una reexposicion, el alérgeno se
une a la IgE unida al mastocito y entrecruza los receptores FceRlI, activando asi al
mastocito. El mastocito activado se desgranula, liberando los mediadores
preformados de la inflamacién (Figura 3). De forma inmediata, la desgranulacion
de los mastocitos, al igual que en los eosindfilos, produce broncoconstriccion e

inflamacion de las vias respiratorias.

Los mastocitos también liberan proteasas y proteoglucanos que actian sobre
las estructuras de sostén de las vias respiratorias y producen cambios crénicos en
éstas (lo que también se denomina remodelacion tisular de las vias
respiratorias). Estos cambios se caracterizan por hiperplasia e hipertrofia de las
células de las vias aéreas. La remodelacién de las vias respiratorias inducida por
la inflamacion crénica puede provocar un deterioro irreversible de la funcion

pulmonar (3).
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Figura 3. Desgranulacién de los mastocitos y liberacion mediadores. Tomado de: Galanter, 2012.

EPIDEMIOLOGIA

El nUmero de personas con asma en Estados Unidos incrementd 2.9% en cada
afo en el periodo de tiempo de 2001 a 2010; a partir de 20.3 millones de personas
en 2001 paso a 25.7 millones en 2010. La diferencia en prevalencia entre hombres
y mujeres varia con el grupo de edad. Los nifios varones tenian mas alta
prevalencia que las niflas (11.1% comparado con 7.8%) mientras que entre los
adultos, los hombres tenian mas baja prevalencia que las mujeres (5.7%

comparado con 9.7%) (4).



En México el asma constituye la decimotercera causa de morbilidad para
2008. El analisis por grupo de edad, de acuerdo con los casos notificados por la
secretaria de salud muestra que la tasa mas alta la tiene el grupo de edad de 0-4
afios (732.6 casos por 100 000 habitantes), seguida por el grupo de 5 a 9 afos
(540.8 casos por 100 000 habitantes). La prevalencia de asma en poblacion adulta
residente en la Ciudad de Meéxico y éarea metropolitana es de 5%,
significativamente menor en hombres que en mujeres (5).La prevalencia de asma
aguda en México se reporta entre 36.6 y 56.5 por mil pacientes pediatricos

atendidos(6-7).

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL ASMA

Los farmacos empleados para tratar el asma pueden dividirse en dos amplias
categorias: controladores (también llamados preventivos) y de rescate (también
llamados sintomaticos). Por lo general los broncodilatadores se utilizan como
tratamiento de rescate y los medicamentos antiinflamatorios se emplean como
controladores, otros medicamentos como las xantinas comparten ambos

efectos(8).

BRONCODILATADORES

Los broncodilatadores afectan al tono del musculo liso de las vias respiratorias al
actuar sobre los receptores del sistema nervioso y como vias de sefalizacion. Los
farmacos que se emplean como broncodilatadores comprenden los agonistas de
los receptores adrenérgicos B, xantinas, antagonistas de los receptores de cistenil

leucotrienos y antimuscarinicos (9).



AGONISTAS B, ADRENERGICOS

Los B, agonistas son los broncodilatadores méas eficaces en el tratamiento del
asma ya que al relajar el musculo liso actian como antagonistas funcionales de
las vias aéreas, cualquiera que sea el estimulo de constriccion.

La ocupacion de los receptores adrenérgicos B, (ARg,), por los agonistas, da
como resultado la activacion de adenilato ciclasa via Proteina G estimulante (Gs)
(fig. 4). Esto aumenta la cantidad de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
intracelular, lo que conduce a la proteina cinasa A (PKA) que fosforila varias
proteinas diana dentro de la célula, conduciendo a la fosfatasa de cadena ligera
de miosina y la inhibicién de cinasa de cadena ligera de miosina y por lo tanto la
relajacion del musculo liso bronquial. Ademas los agonistas 3, abren canales de
potasio de gran conductancia activados por calcio (BKca), los cuales causan la
repolarizacion de las células de musculo liso, de modo que el Ca2" permanece
secuestrado en almacenes intracelulares. Los ARg, estan también directamente
acoplados a BKc¢, via Gs, por lo que la relajacion del musculo liso bronquial, puede

ocurrir independientemente de un aumento de AMPc (10).

ANTICOLINERGICOS

Los anticolinérgicos son antagonistas de los receptores muscarinicos, y su accion
solo en dosis terapéuticas es para bloquear los efectos de la acetilcolina (ACh)
endogena. La Atropina, el Ipratropio y el Tiotropio actian en los receptores
muscarinicos de manera competitiva principalmente sobre los receptores M;. El

receptor M3 esta acoplado a proteina Gq, el cual si es activado, en conjunto con la

10



fosfolipasa C, resulta en hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato y la generacion
de inositol 1,4,5-trifosfato, lo cual libera Ca?" intracelular, resultando asi, en

contraccion del masculo liso de las vias respiratorias y secrecion de moco.(10)

XANTINAS

La metilxantina mas empleada desde hace mucho tiempo es la teofilina. Sin
embargo la frecuencia de los efectos secundarios y su eficacia relativamente baja
de teofilina han conducido al uso reducido de este medicamento.

El mecanismo de accién de la teofilina es todavia incierto. Se ha propuesto
que el efecto broncodilatador visto a concentraciones plasméaticas altas (10-20
mg/L) es debido a la inhibicién de las fosfodiesterasas (PDE) en el musculo liso
bronquial, particularmente PDE; lo que resulta en el aumento de las

concentraciones de AMPc (11) (Figura 4).

Agonista 3,

Receptor

2 = Adenilato ciclasa
adrenergico 3, _{\"7/

;

AMP

Teofilina

(prina
cinasa A)

Broncodilatacion

Figura 4. Mecanismos de los agonistas B, y de la teofilina. Tomado de: Rang, 2004.
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ANTIINFLAMATORIOS
Los principales farmacos utilizados por su accion antiinflamatoria en el asma son
los glucocorticoides. Cromoglicato y nedocromina también ejercen cierta accion
antiinflamatoria (12-13).

Los corticoesteroides (0 glucocorticoides) inhalados son el tratamiento
preventivo principal de la mayoria de los pacientes con asma. Los
corticoesteroides alteran la transcripcion de muchos genes (Figura 5). En general
aumentan la transcripcion de los genes que codifican el receptor adrenérgico B, y
una serie de proteinas antiinflamatorias como IL-10, IL-12, y el antagonista del
receptor de la IL-1 (IL-1Ra). Los corticoesteroides disminuyen la transcripcion de
genes gue codifican muchas proteinas proinflamatorias (y de otro tipo), como IL-4,
IL-5, IL-13, IL-15, TNF-a, moléculas de adhesion endotelial, quimiocinas,

Células inflamatorias Células estructurales

| Namero E0sinofilo

Células epiteliales
(apoptosis)

Lo -/ : L Citocinas
. . QQ I Mediadores
Linfocito T
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MaStOCItOS @& conﬂcomOmBs Q" ) L Filtracion

| Ntimero e : \Musculo liso de vias respiratorias
3> — T Receptores [},
Macrofago 1 Citocinas

1 Citocinas ¢ Glandula mucosa
Células dendriticas . Secrecion
/\ de moco
L Nimero

Figura 5. Efectos celulares de los corticoesteroides. Tomado de: Barnes, 2003.
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ciclooxigenasa (COX), fosfolipasa A, endotelina 1, entre otros. La inhibicion
principalmente de IL-4 e IL-5 reduce de forma importante la respuesta inflamatoria

en el asma (14).

ASMA Y HORMONAS SEXUALES

Las hormonas sexuales participan activamente en diversos procesos pulmonares
dando lugar a diferencias de género. Por ejemplo, en neonatos prematuros se ha
observado que las mujeres presentan un mayor desarrollo pulmonar que los
varones. Otros ejemplos de regulacion de las hormonas sexuales en procesos
pulmonares son el caso de la fibrosis pulmonar donde la prevalencia es mayor en
hombres que en mujeres, y la hiperreactividad pulmonar que esté favorecida por el
estradiol (15).

La relacion entre el asma y las hormonas sexuales es muy clara desde la
infancia ya que, cuando se presenta el aumento de testosterona durante la
adolescencia, se invierte la prevalencia que hasta entonces era 70% varones y
30% mujeres (16).

En las mujeres la prevalencia de asma esta relacionada con los niveles de
estrogenos y progesterona. Durante la etapa reproductiva, los ataques asmaticos
aumentan durante la fase Iutea del ciclo menstrual, es decir, cuando existen altas
concentraciones de estrégenos y progesterona. (17) En el embarazo, las mujeres
gue presentan un cuadro clinico leve antes del mismo mejoran su condicion;
mientras que las que presentan un cuadro clinico grave pueden aumentar su

gravedad. En la posmenopausia, cuando los niveles de estrégenos y progesterona
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son minimos, algunas pacientes presentan una mejoria mientras que otras, que no
habian presentado la enfermedad, comienzan a presentarla (18).

Hay escasos reportes de cdémo afectan las hormonas sexuales el
funcionamiento de las vias aéreas. Se sabe que la progesterona induce
hiperventilacion en humanos y ratas (19) e inhibe la contraccién de la MLVA (20).
Respecto a la presencia de receptores a hormonas sexuales en las vias aéreas se
ha reportado un mayor contenido de las isoformas A y B del receptor a
progesterona, asi como del receptor beta a estrdgenos en homogeneizado de
pulmon de ratas hembras que de ratas macho (21). La expresién del ARNm del
receptor a progesterona se incrementa por el tratamiento con estrégenos y
disminuye por el tratamiento con progesterona en homogeneizados de pulmén de
conejas hembras ovariectomizadas; asimismo, el ARNm del receptor a

progesterona se incrementa durante el primer dia de embarazo (22).

Se ha encontrado la presencia de los receptores a estrogenos (ay B)y a
progesterona (A y B) en musculo liso de las vias aéreas de ratas ovariectomizadas
y tratadas con 17-beta estradiol o vehiculo revelando los receptores con

anticuerpos policlonales (23).

Algunos estudios enfocados en el comportamiento del musculo liso de vias
aéreas han sefialado que las hormonas sexuales influyen en la contraccion y
relajacion del mismo. Se menciona que los andrégenos pudieran tener un efecto
protector sobre la respuesta alérgica en vias aéreas, ya que se ha observado que
en ratones macho hay menor severidad en la hiperrespuesta comparado con

hembras, dicha diferencia desaparece después de la castracion. Ademas de que

14



las ratas ovariectomizadas desarrollan menor inflamacion en vias aéreas
comparadas con ratas no ovariectomizadas, y el reemplazamiento de estrégenos
desaparece esta diferencia. En tanto que la progesterona intensifica la alergia de

vias aéreas en ratones. (24)

DIFERENCIAS SEXUALES EN LA MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

Se sabe que las hormonas sexuales juegan un papel importante en la regulacién
de la inmunidad, de manera que los niveles fisioldgicos de estrégenos durante el
ciclo estral/menstrual estimulan la respuesta inmune, mientras que niveles de
estrdgenos mas altos como los que se presentan en el embarazo disminuyen la
respuesta inmune celular. Los receptores a estrogenos se encuentran tanto en los
organos reproductivos, como en algunas células inmunes incluyendo células T,
monocitos y macrofagos. La regulacion de la actividad de células inmunes
dependientes de estrégenos incluye cambios en la produccién de citocinas

ademas de la activacion y proliferacion de las células inmunes (25).

La testosterona y los estrégenos pueden regular positiva 0 negativamente la
respuesta celular inmune. La diferencia en la produccion de anticuerpos
dependientes del sexo aparece después de la madurez sexual, sin embargo esta
diferencia es reducida en gran medida después de la gonadectomia (26), por lo
gue las investigaciones que relacionan las hormonas sexuales con la inmunidad

se realizan en animales gonadectomizados.
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EL MODELO DE ASMA ALERGICA EN RATA

Los modelos animales de asma mas accesibles son generalmente ratas o
cobayos, la exposicion de estos animales a ovoalbumina mas un adyuvante
(hidréxido de aluminio) induce alergia, en estos animales estimula la produccién
de inmunoglobulina E (IgE) e infiltracion de células inflamatorias a las vias aéreas
obteniendo asi un modelo de asma alérgica (27). Los modelos en rata tienen
caracteristicas comparables al asma en humanos como son la broncoconstriccion,

infiltracion eosinofilica y la hiperreactividad de las vias aéreas (28).

Entre las sustancias mas usadas para estudiar la actividad contractil de las
vias aéreas esté el carbacol o acetilcolina, histamina y serotonina. El carbacol es
empleado en estos estudios por su estructura similar a la acetilcolina pero
resistente a la hidrdlisis por colinesterasa que actia sobre receptores colinérgicos.
En contraste, el salbutamol relaja las vias aéreas por su unién a los receptores
beta-2 adrenérgicos, y constituye el clasico broncodilatador usado en el

tratamiento del asma (29).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Existen claras evidencias de que las diferencias de género afectan la incidencia,
susceptibilidad y severidad de varias enfermedades pulmonares. Estudios tanto en
animales como en humanos indican que las hormonas sexuales participan de
alguna manera en la fisiopatogénesis del asma. Pese a las evidencias clinicas que
indican una relacidn entre las hormonas sexuales y el asma, sigue sin conocerse
como éstas modifican la respuesta asmatica pues la informacion obtenida hasta
ahora no es concluyente. Recientemente se demostro la existencia de receptores
a estrogenos y progesterona en el musculo liso de las vias aéreas. Sin embargo,
aun no hay estudios que hayan abordado el andlisis del mecanismo de regulacién
del asma por las hormonas sexuales. Por esta razon en el presente estudio se
hace un abordaje del problema desde el punto de vista de la interaccion de las
hormonas sexuales sobre la actividad de contraccidn-relajacion del musculo liso
de las vias aéreas. Se analizara el efecto del tratamiento exégeno con hormonas
sexuales sobre la contraccion inducida por carbacol y la relajacién inducida por
salbutamol en los anillos de traquea aislados de ratas macho gonadectomizadas
no-sensibilizadas y sensibilizadas a ovoalbumina como modelo experimental de

asma alérgica
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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de las hormonas sexuales sobre la contraccion-relajacion del

muasculo liso de trdquea aislado de ratas macho castradas o castradas y

sensibilizadas a ovoalbumina

Particulares

Determinar el efecto de estradiol, progesterona y testosterona
contraccion inducida por carbacol en musculo liso de trdquea
macho castradas y no sensibilizadas

Determinar el efecto de estradiol, progesterona y testosterona
contraccion inducida por carbacol en musculo liso de trAquea
macho castradas y sensibilizadas a ovoalbumina

Determinar el efecto de estradiol, progesterona y testosterona
relajacion inducida por salbutamol en musculo liso de traguea
macho castradas y no sensibilizadas

Determinar el efecto de estradiol, progesterona y testosterona
relajacion inducida por salbutamol en musculo liso de traquea

macho castradas y sensibilizadas a ovoalbumina

sobre la

de ratas

sobre la

de ratas

sobre la

de ratas

sobre la

de ratas

18



HIPOTESIS
Las hormonas sexuales modulan la reactividad del masculo liso de la traquea de
manera diferente en animales sensibilizados con ovoalbumina que en animales

no sensibilizados.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:

Experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo

Criterios de inclusion exclusién y eliminacién

Criterios de inclusion: Ratas adultas, machos (210-230 g) de la cepa Sprague
Dawley

Criterios de exclusion: Ratas que sufran dafio o muerte después de la
gonadectomia

Criterios de eliminacion: Tejidos que no se contraigan con la solucion Ringer—

Krebs despolarizante

Variables independientes
- Tratamiento hormonal

- Sensibilizacién con ovoalbUmina

Variables dependientes
- Respuesta de contraccién a carbacol > 1% sobre la tension basal

- Respuesta de relajacion a salbutamol > 1% sobre el plateau de contraccion

inducida por carbacol
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Poblacion de estudio.

Se utilizaron 45 ratas adultas, machos (250-300 g) de la cepa Sprague Dawley con

libre acceso a alimento y agua, con ciclos de 12h luz/obscuridad.

Gonadectomias

Castracion bilateral, se realiz6 por incisibn media a través del escroto, bajo
anestesia con xilacina (20 mg/Kg, i.m.) y ketamina (45 mg/Kg, i.m.) con un tiempo
de recuperacion de dos semanas.

Sensibilizaciéon y reto con ovoalbumina

El dia 1 se inyectaron los animales con 20 mg de ovoalbumina (OVA) y 100mg de
Al(OH); por via intraperitoneal; a los 8 dias se realizd6 un reto antigénico con 20
mg/mL de OVA por 20 minutos con un nebulizador; De igual manera se procedi6
los dias 13 a 15. En estos grupos los tratamientos hormonales se dieron en los
dias 16, 17 y 18y los animales se sacrificaron el dia 19, lo que se ha visto que
induce la presencia de anticuerpos IgE (30). Los animales no sensibilizados
recibieron manipulaciones similares con solucion salina, en tiempos equivalentes.
Grupos experimentales.

Los animales se asignaron al azar en alguno de los tratamientos hormonales

resumidos en el siguiente cuadro:
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Machos (n=4 por cada grupo)
No Sensibilizadas Sensibilizadas
Castrado + vehiculo Castrado + vehiculo
Castrado + estradiol (50 Castrado + estradiol
ug/kg) 2 dias (50 pg/kg) 2 dias
Castrado + Castrado + progesterona
progesterona (4 mg/kg) 1 dia
(4 mg/kg) 1 dia
Castrado + Castrado +
estradiol/progesterona estradiol/progesterona
2 + 1 dias 2 + 1 dias
Castrado + Castrado +
Testosterona Testosterona
(1.5 mg/kg) 3 dias (1.5 mg/kg) 3 dias

Vehiculo: aceite de maiz

Las hormonas se disolvieron en etanol + aceite de maiz, dejando evaporar
totalmente el alcohol y se administraron por via subcutanea. La seleccion de las
dosis de estrégenos y progesterona usadas son similares a las halladas en el
suero de ratas hembra en la fase proestro del ciclo estral de la rata (21). La dosis

de testosterona se basa en los estudios de Leranth et al. (22).

Obtencién del tejido traqueal

Las ratas (sensibilizadas y no sensibilizadas) se anestesiaron con pentobarbital
sédico (95 mg/Kg) via i.p. Se diseco la traquea cuidando de no exponerla a la
sangre y se limpié de tejido conectivo. Se obtuvieron preparaciones cilindricas de
cuatro anillos cartilaginosos cada una que se colocaron en bafios para 6rganos
aislados con 5 mL de Ringer Krebs-Bicarbonato (RKB) con la siguiente

composiciéon (mM): NaCl 120, KCI| 4.7, KH,PO,4 1.2, MgSO, 1.2, NaHCO3; 25,

22



CaCl; 2.5 y glucosa 11. Los tejidos se mantuvieron a 37°C con burbujeo continuo
con 5% CO07-95% Oy, pH=7.4.

La tensidén isométrica se registrd con un poligrafo Grass via un transductor de
tension FTO3C (Grass Instruments). Los tejidos se estabilizaron a 1g de tension
durante 60 minutos, cada 15 minutos se lavaron con solucion RKB fresca. Al final
del periodo de estabilizacion los tejidos se estimularon con una solucién de
potasio 60 mM preparada a partir de RKB por sustitucion equimolar de KCI por
NaCl, asi se valoraron la viabilidad del tejido y la reproducibilidad de la respuesta
tisular y se seleccionaron para el estudio los tejidos que tuvieron dos respuestas

consecutivas similares.

Curvas concentracion-respuesta a carbacol

A continuacién se agregaron al bafio de incubacion concentraciones acumulativas
de carbacol (1 x 10® a 1 x 10°M) cada 10 minutos se agregd una nueva dosis.
Cada anillo de traguea se utiliz6 para una sola curva concentracion-respuesta
(29).Todos los experimentos se realizaron en presencia de indometacina (1x10°
®M), que inhibe a la enzima ciclooxigenasa, que impide que la respuesta se vea

alterada por la presencia de prostaglandinas (31-32).

Curvas concentracion-respuesta a salbutamol
A otra serie de tejidos se les afiadié carbacol (1 x 107 M concentracion
submaxima) para producir una contraccidon sostenida, sobre ésta se agregaron

concentraciones acumulativas de salbutamol (1 x 10° M a 3.2 x 10° M); cada 10
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minutos se agregd una nueva dosis (27). Esta curva también se realiz6 en

presencia de indometacina 1x10°M.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio * error estandar de la media de 3 a 6
determinaciones. La respuesta inducida por KCI 60 mM se considero la respuesta
méaxima estandar; las respuestas inducidas por carbacol y salbutamol se
expresaron como porcentaje de la misma. La respuesta maxima (Rmax) Y €l
logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50 (CEsp) se calcularon por
regresion lineal en base a las curvas concentracion-respuesta individuales
mediante el programa Sigma Plot versiébn 7. Los resultados se analizaron por
andlisis de varianza de una via y prueba de comparaciones multiples de Holm-

Sidak. Una P<0.05 se considero significativa.
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RESULTADOS

Curvas concentracion respuesta a carbacol

Al determinar la respuesta a carbacol en el musculo liso de trdquea de ratas
sensibilizadas y no sensibilizadas y llevar a cabo el andlisis estadistico se
encontrd solo diferencias estadisticamente significativas en la CEsy de los grupos
de ratas sensibilizadas tratadas con progesterona comparandola con otros grupos
incluyendo el control (cuadro 1).

Cuadro 1. Respuesta inducida por carbacol en musculo liso de trdquea de ratas no
sensibilizadas que recibieron diferentes tratamientos hormonales.

TRATAMIENTO CEso [x107'M] Rmax (%KClI
60mM)
No Sensibilizadas
e Vehiculo 3.54+£ 0.55 205.94 £ 0.19
e 17B-Estradiol 2.48+ 0.67* 195.83£0.18
e Progesterona 3.31+ 0.64 201.48 £0.19
e 17B-Estradiol + 3.16+£ 0.33 177.80 £ 0.07
Progesterona
e Testosterona 3.46+ 0.56 214.61 £ 0.30
Sensibilizadas
e Vehiculo 1.49+ 0.38* 170.72 £ 0.06
e 17B-Estradiol 2.28+ 0.90* 206.60 £ 0.16
e Progesterona 5.85+ 0.95 180.68 + 0.10
e 17B-Estradiol + 3.21+0.33 182.79 £ 0.08
Progesterona
e Testosterona 1.83 +0.18* 162.36 + 0.04

Los valores presentados son la media + el error estandar (n=4-6). * ANOVA con prueba de Holm-
Sidak como post hoc P<0.05 con respecto al grupo de sensibilizadas + progesterona.

En la figura 6 se muestra el efecto de carbacol sobre el musculo liso de la traquea

de ratas no sensibilizadas:
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RATAS NO SENSIBILIZADAS

—— No Sensibilizada + Vehiculo
250 |—e—No sensibilizada + 17B-estradiol
—8— No Sensibilizada+ Progesterona
200 |—¥—No Sensibilizada + E-2 + P-4

—A—No Sensibilizada + Testosterona
—e— Sensibilizada + Progesterona

150

% KCl 60 mM

100

50

10°® 1077 10°¢ 1075
CONCENTRACION DE CARBACOL (M)

Figura 6. Curva concentracién respuesta a carbacol en musculo liso de trAquea de ratas no
sensibilizadas y con diferentes tratamientos hormonales. Los resultados son expresados como
porcentaje de respuesta de KClI 60mM y son la media + error estandar (lineas verticales) de 4 a 6
observaciones

Como se puede observar, el comportamiento grafico de las ratas sensibilizadas
tratadas con progesterona es semejante al de las ratas no sensibilizadas tratadas
con estradiol + progesterona (E-2 + P-4), la diferencia del porque una es
significativa y la otra no, es porque en los primeros tres puntos de la curva de
progesterona mostré una contraccion minima o nula a comparacién de los grupos
restantes de sensibilizadas y no sensibilizadas los cuales a la tercera
concentracion de carbacol (10’M) ya mostraban una respuesta evidente. El
comportamiento grafico de las traqueas de ratas sensibilizadas se puede observar

en la figura 7.
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RATAS SENSIBILIZADAS

250

Sensibilizada + Vehiculo
200 —&—Sensibilizada + 17B-Estradiol
—e—Sensibilizada + Progesterona

Z 5 —*¥—Sensibilizada + E-2 + P-4
g —#—Sensibilizada + Testosterona
o
@]
X 100
X

50

0

1078 10-7 10-° 10-5
CONCENTRACION DE CARBACOL (M)

Figura 7. Curva concentracion respuesta a carbacol en muasculo liso de traquea de ratas
sensibilizadas y con diferentes tratamientos hormonales. Los resultados son expresados como
porcentaje de respuesta de KClI 60mM y son la media + error estandar (lineas verticales) de 4 a 6
observaciones

A pesar de que en el comportamiento gréfico de las ratas sensibilizadas tratadas
con estradiol se encuentre un poco distanciado del comportamiento de las ratas
restantes, este tiene diferencia significativa solo con las ratas tratadas con

progesterona.

Curvas concentracién respuesta a salbutamol

El efecto ejercido por el salbutamol en el muasculo liso de la traquea mostro
diferencias significativas por analisis estadistico en sus respuestas maximas, tanto
en grupos sensibilizados como no sensibilizados con respecto al grupo de ratas no

sensibilizadas + testosterona (cuadro 2).
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Cuadro 2. Respuesta inducida por salbutamol frente a la contraccién inducida por
carbacol en muasculo liso de traquea de ratas no sensibilizadas o sensibilizadas
gue recibieron diferentes tratamientos hormonales.

TRATAMIENTO CEso [x107'M] Rmax (porcentaje
de relajacion)
No Sensibilizada
e Vehiculo 3.49 £ 1.09* 58.35+0.14
e 17B-Estradiol 12.79 £9.99 26.80 + 0.02**
e Progesterona 4.35+1.30 54.80 = 0.05
e 17B-Estradiol + 7.61+ 3.24 51.35+0.04
Progesterona
e Testosterona 10.83+ 2.60 66.50 £+ 0.06
Sensibilizada
e Vehiculo 11.60+ 4.14 30.68 + 0.07**
e 17B-Estradiol 4.26+ 1.60 40.44 + 0.07
e Progesterona 3.87+ 0.53* 45.13 + 0.06
e 17B-Estradiol + 6.37+0.79 36.05+£0.01
Progesterona
e Testosterona 36.29+ 17.17 34.23 £ 0.07

Los valores presentados son la media + el error estandar (n=4).*ANOVA con prueba de Holm-
Sidak como post hoc P<0.05 con respecto al grupo de sensibilizadas + testosterona. ** P<0.05 con
respecto al grupo de no sensibilizadas + testosterona

A pesar de que el comportamiento que tienen las traqueas de ratas no

sensibilizadas tratadas con estradiol es similar al de las ratas sensibilizadas

tratadas con testosterona, el estradiol no es significativo con respecto a los grupos

restantes debido a que tiene un error estandar grande y por consiguiente

desviacion estandar mayor a la media de concentracién efectiva 50 (Figura 8).
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80
—— No sensibilizada + Vehiculo
X

70 —&— No sensibilizada + 17B-estradiol
CZ> 60 —e— No sensibilizada + Progesterona
Et; —¥—No sensibilizada + E-2+P-4
o 50 = No sensibilizada + Testosterona
o
& 40 =>=Sensibilizada + Testosterona
w
= 30
4
(17 ]
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o
a.
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0
107° M 108 M 1077 M 10 M 10 M
CONCENTRACION DE SALBUTAMOL

Figura 8. Curva concentracién respuesta a salbutamol en musculo liso de traquea de ratas no
sensibilizadas y con diferentes tratamientos hormonales. Los resultados son expresados como
porcentaje de relajacién con respecto a la contraccion inducida por carbacol y son la media + error
estandar (lineas verticales) de 4 observaciones.

El comportamiento de la traquea de ratas sensibilizadas se puede observar en la
figura 9, en la cual las ratas no sensibilizadas tratadas con testosterona muestran
una diferencia grafica evidente con respecto a los grupos restantes, ademas de

mostrar un nivel de significancia menor de 0.05.
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RATAS SENSIBILIZADAS

80
—&—Sensibilizada + Vehiculo
> 70 —&—Sensibilizada + 173-estradiol
8 60 —@—Sensibilizada + Progesterona
‘é =¥ Sensibilizada + E2 + P4
w >0 —%—Sensibilizada + Testosterona
8 40 —— No sensibilizada + Testosterona
Ll
2 30
2
o
< 20
o
a.
10
0
10°° M 1078 M 1077 M 10" M 10°* M

CONCENTRACION DE SALBUTAMOL

Figura 9. Curva concentracidon respuesta a salbutamol en musculo liso de traquea de ratas
sensibilizadas y con diferentes tratamientos hormonales. Los resultados son expresados como
porcentaje de relajacion con respecto a la contraccion inducida por carbacol y son la media + error
estandar (lineas verticales) de 4 observaciones.
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DISCUSION

En el presente trabajo se encontraron diferencias significativas en cuanto al efecto
qgue ejerce la progesterona en ratas sensibilizadas, determinandose una menor
contraccion de la MLVA. También se hallaron diferencias significativas en ratas no
sensibilizadas y sensibilizadas tratadas con testosterona en la relajacion con
salbutamol. Es decir, en las ratas no sensibilizadas, la testosterona produjo una
mayor relajacion, mientras que en las sensibilizadas ocurre lo contrario (menor
relajacion).

Al llevar a cabo las curvas concentracion respuesta a carbacol en traqueas de
ratas sensibilizadas y no sensibilizadas se esperaba que todos los tratamientos
hormonales influyeran en la contraccion ya que diferentes autores han reportado
influencia de las hormonas sexuales en la contraccion de musculo liso de vias
aéreas (32-34). Sin embargo, la mayoria de ellos trabajaron con ratas, ratones o
cobayos hembras, lo que pudiera explicar la diferencia entre los resultados
obtenidos y los reportados ya que posiblemente las hembras tengan mayor
cantidad de receptores (principalmente receptores a estrogenos y progesterona)
en vias aéreas que los animales machos. Asimismo, en esos trabajos no se
detalla como se controlaron las variaciones de los niveles hormonales plasmaticos
propios del ciclo estral.

En el caso de las ratas macho sensibilizadas tratadas con progesterona se
determind que posiblemente la progesterona tenga un efecto protector sobre las
vias aéreas, ya que la CEs fue mayor con respecto a los grupos restantes de
sensibilizadas y no sensibilizadas, lo cual indica que para que el carbacol ejerza
efecto en las vias aéreas se necesita una mayor concentracion de la que se usaria
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en condiciones normales. Estos resultados concuerdan con los hallados por
Perusquia et al (20), donde atribuyeron el efecto protector de la progesterona a un
efecto antagonista dependiente de concentracion, en el cual existe un bloqueo de
flujo de calcio a la membrana de las células del musculo liso (mecanismo no
gendmico). Este efecto no se observa en las ratas no sensibilizadas tratadas con
progesterona, posiblemente debido a que la sensibilizacion de la rata ayuda a una
mayor expresion de los receptores de progesterona en el muasculo liso de vias
aéreas, similar a este comportamiento en las no sensibilizadas las hallé Hellings et
al. (35) al comparar la respuesta de sensibilizadas y no sensibilizadas tratadas con
progesterona frente a un control en el que determind que no habia diferencias en
las no sensibilizadas tratadas con progesterona frente al control.

En cuanto a las ratas tratadas con estradiol sensibilizadas y no sensibilizadas
no mostraron diferencia significativa con respecto a los controles (ratas
sensibilizadas y no sensibilizadas tratadas con vehiculo) sin embargo si lo
mostraron con respecto a la progesterona (sensibilizadas) y el resultado de la CEsg
fue menor, lo que indica que tiene una mayor respuesta a carbacol y por lo tanto
una broncoconstriccion a dosis mas baja que en presencia de progesterona, lo
que es contradictorio a lo que reportan varios autores ya sefialan que el estradiol
ayuda a una menor contraccion de la MLVA (32,33,34,36), sin embargo como se
explico anteriormente, esto lo llevaron a cabo en animales hembra, los cuales
tienen una mayor expresion de receptores a estrogenos que los macho, por esta
razon puede que el efecto sea distinto a las mismas dosis. Otros autores sugieren
que el estradiol genera una mayor broncoconstriccion desde el punto de vista

inmunologico ya que puede actuar como proinflamatorio (37), e incluso puede
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favorecer la produccién de células del tipo Th2, caracteristica del asma (38),
ademas también sefialan que los estrogenos estan asociados a una mayor tasa de
diagnostico de asma en mujeres menopadusicas (39). Sin embargo otros estudios
son necesarios para mostrar el papel del estradiol en el asma.

En cuanto a los andrégenos ocurre algo similar a los estrogenos, ya que
algunos autores sefalan su efecto protector (24,40), en la respuesta inmune
disminuyendo o evitando la inflamacion, pero no mencionan la contraccion de la
MLVA. Otros autores mencionan que la testosterona aumenta la
broncoconstriccion en presencia de metacolina o LPS (41), lo que sugiere que la
testosterona si influye en la hipersensibilidad de la MLVA, lo cual coincide con los
resultados aqui obtenidos ya que la testosterona tiene una CEsp menor a la de
progesterona lo que evidenciando que responde a una menor dosis al carbacol.

En cuanto a la curva de salbutamol se observd un efecto opuesto en las ratas
sensibilizadas y no sensibilizadas tratadas con testosterona, ya que, mientras en
ratas no sensibilizadas se presentaba una mayor relajacion de la MLVA, en ratas
sensibilizadas habia una menor respuesta a salbutamol. El efecto sinérgico en la
relajacion con testosterona coincide con lo que sefialan otros trabajos (24, 42,44),
en el que proponen que la testosterona bloquea la entrada de calcio. Otros autores
(41) seialan una menor relajacion del MLVA en presencia de testosterona aunque
no explican un posible mecanismo, la posible razén por la cual presente este
efecto probablemente se deba a que la testosterona induzca una menor expresion
de los receptores adrenérgicos B, especificamente en ratas no sensibilizadas
(efecto genomico), aunque se necesitan mas investigaciones para dilucidar este

mecanismo.
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CONCLUSION

A partir de ratas macho sensibilizadas y no sensibilizadas se determiné el efecto
que ejercen las hormonas sexuales estradiol, progesterona y testosterona en la
contraccion y relajacion del musculo liso de traquea; llevando a cabo, para esto,

curvas concentracion respuesta a carbacol y a salbutamol

Las hormonas sexuales influyen en la contraccion y relajacion del musculo liso de
las vias aéreas, y las que tienen mayor influencia son la progesterona y la
testosterona. La progesterona, en el modelo asmético (sensibilizado), produce
relajacion al igual que la testosterona en el modelo no sensibilizado. En modelos
asmaticos tratados con testosterona se presentd una menor relajacion de la
MLVA. Estos resultados pueden ayudar a una vision mas integral de la importante
participacion de las hormonas sexuales en el asma y promover mayor

investigacion de un posible tratamiento que involucre a las hormonas sexuales.
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