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1. Resumen

Antecedentes: el asma es una enfermedad crénica inflamatoria de las vias
respiratorias que se caracteriza por presentar broncoconstriccion, hiperreactividad
bronquial y remodelacion pulmonar. La remodelacion pulmonar es un proceso
complejo que implica cambios en la arquitectura pulmonar, estos cambios incluyen un
aumento en la deposicion de la matriz extracelular, fibrosis subepitelial e incremento
en el namero de miofibroblastos. Los fibroblastos juegan un papel fundamental en la
fisiopatologiade laremodelacion pulmonary su funcion depende dela sefializacion de
Ca?* intracelular. Diversos estudios han reportado concentraciones elevadas de
histaminaen las vias respiratorias de pacientescon asma. Resultados preliminaresen
nuestro laboratorio demuestran que la histamina activa una sefial de Ca?* en
fibroblastos pulmonares humanos, nuestra hipotesis es que la histamina genera una
sefial de Ca?* en fibroblastos pulmonares a través de la activacion de receptores
histaminérgicos, liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico y entrada de Ca?* del

medio extracelular.

Objetivo: caracterizar la sefial de Ca?* evocada por histamina en fibroblastos

de pulmén humano de la linea celular WI-38.

Métodos: el presente estudio fue experimental y homodémico. Se emplearon
fibroblastos de pulmén humano de la linea celular WI-38, de los pasajes 5-10 con una
confluencia minima del 75%. Los fibroblastos se incubaron con Fura-2 acetoximetil
éster (3 pM) y las sefales de Ca?" se registraron mediante técnicas
microfluorimétricas, se aplicod histamina, antihistaminicos y antagonistas de diversos
mecanismos implicados en la sefial de Ca?*. Las imagenes obtenidas se analizaron
con el software ImageJ, la elaboracién de graficas y el analisis estadistico se llevo a
cabo con los programas Origin Pro 2021 y GraphPad Prism 8.0, se considero

estadisticamente significativo un valor de p< 0.05.

Resultados: La aplicacion de histamina en fibroblastos de pulmén humano
provocé diferentes patrones en la sefial de Ca?* que consistieron en un aumento
transitorio de la concentracién de Ca2* (pico) que puede ser seguido por un aumento

sostenido de la concentracion de Ca?* (meseta) y/o aumentos periédicos de la



concentracion de Ca?* (oscilaciones). La histamina gener6 un incremento en el Ca2*
intracelular de manera concentracién-dependiente con una concentracion efectiva
media maxima (ECso) de 5.49 uM y la aplicacion consecutiva de histamina a
concentraciones maximas en un mismo fibroblasto revel6 que existe desensibilizacion
homologa en el receptor. La histamina ejerce su actividad a través del receptor a
histamina H1 principalmente y en menor medida a través del receptor a histamina H2.
La manipulacion farmacolégicarevelé que la histaminainduce unasefial de Ca?* en
fibroblastos pulmonares mediante la activacion de la fosfolipasa C, la liberacion de
Ca?* de las reservas intracelulares sensibles a IPs y la entrada de Ca?* operada por
almacenes intracelulares de Ca?*. En adicién, la remociéon de Ca?* extracelular, asi
como la aplicacion de antagonistas de los receptores a inositol 1,4,5 trifosfato,
antagonistas selectivos y no selectivos de la entrada de Ca?* a través de los canales
de Ca?'operados por almacenes intracelulares de Ca?* durante la meseta y
oscilaciones causé la abolicion de éstas. Los canales de Ca2* dependientes de voltaje

no parecen estar implicados en la sefial de Ca?* evocada por histamina.

Conclusién: En virtud de los resultados, confirmamos la hipotesis de que la
histaminageneraunasefial de Ca?* en fibroblastos de pulmén humanofetal de la linea
WI-38 de manera concentracion-dependiente, generando una sefial de Ca?t
heterogénea la cual se produce a través de los receptores H1 y H2 mediante la
activacion de la fosfolipasa C, la salida de Ca?* de almacenes intracelulares, asi como
la entrada de Ca?* del medio extracelular a través de la entrada de Ca?* operada por
almacenamiento. En este contexto, nuestros resultados proporcionan la primera
caracterizacion detallada del efecto que ejerce la histamina sobre la sefializacion de
Ca?* en fibroblastos pulmonares normales de la linea celularWI-38 y podrian contribuir
a la comprensién del papel de la histamina en fibroblastos durante el proceso de

remodelacion pulmonar.



2. Abreviaturas

[Ca?)i Concentracion de calcio intracelular
aCa? Solucién salina fisioldgica libre de calcio
Ca?* lon calcio

cAMP Adenosin monofosfato ciclico

DAG Diacilglicerol

DCs Células dendriticas

EC50 Concentracion efectiva media maxima
EE Error estandar

Fura 2-AM Fura-2 acetoximetil éster

Gd3* Gadolinio

GPCR Receptores acoplados a proteina G
HiR Receptor de histaminatipo 1

H2R Receptor de histaminatipo 2

HsR Receptor de histaminatipo 3

HaR Receptor de histaminatipo 4

IP3 Inositol 1,4,5 trifosfato

IP3R Receptor de inositol trifosfato

Las* Lantano

MEC Matriz extracelular

NCX Intercambiador sodio/calcio

PIP2 Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato

PKA Proteina quinasa dependiente de cAMP/Proteina quinasa A
PLC Fosfolipasa C



PMCA
PSS
RE

ROC

SERCA
SMOC
soc
SOCE
STIM
TGF-B
Th2
TSLP

vVOC

Bomba ATP-asa de calcio de la membrana plasmatica
Solucioén salinafisiolégica

Reticulo endoplasmico

Canales operados por receptores

Receptor de rianodina

Bomba ATP-asa de calcio del reticulo sarcoplasmico
Canales operados por segundos mensajeros

Canales operados por almacenes intracelulares de calcio
Entrada de calcio activada por los almacenes intracelulares
Moléculas de interaccién estromal

Factor de crecimiento transformante beta

Células T cooperadoras clasicas de tipo 2

Linfopoyetina estromal timica

Canales de calcio operados por voltaje
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5. Introduccion

El asma es una enfermedad crénica de las vias respiratorias, disminuye la
calidad de vida de los que la padecen y puede llegar a ser mortal. Alrededor de 300
millones de personas padecen asma en todo el mundo y es probable que en 2025
otros 100 millones se vean afectados (1). El asma se caracteriza por una inflamacion
alérgica y cronica de las vias respiratorias, estudios multifacéticos han esclarecido la
compleja red de respuestas inflamatorias de la fisiopatologia del asma que involucra
la liberacion de mediadores inflamatorios como la histamina, citocinas, quimiocinasy
proteasas. La terapia con corticoesteroides inhalados es la mas eficaz para el
tratamiento del asma persistente y ha mejorado drasticamente los sintomas, sin
embargo, cuando se requiere tratamiento con corticosteroides inhalados en dosis
altas, mas un segundo controlador (y/o corticosteroides sistémicos) para mantener el
control de los sintomas o los sintomas son incontrolables hablamos de asma grave
(2). En este caso se ha descrito unalimitacion irreversible del flujo de aire, asi como
alteraciones en la arquitectura de las vias respiratorias, lo que se denomina
remodelacién pulmonar. Las caracteristicas patolégicas de la remodelacion pulmonar
incluyen aumento de la deposicion de la matriz extracelular, fibrosis subepitelial y
activacion de fibroblastos (3). Se ha informado que el namero de fibroblastos y el
tamafo de las células de muasculo liso se asocian negativamente con el volumen
espiratorio forzado prebroncodilatador y posbroncodilatador en 1 segundo en
pacientesasmaticos (4), asi mismo se ha reportado quela concentracion de histamina,
mastocitos y basofilos en el lavado broncoalveolar de los pacientes asmaticos fue
significativamente mayor que el encontrado en sujetos sanos (5), el nivel de ARNm de
la L-histidina descarboxilasa, una sintasa de histamina, se encontrd notablemente
elevado en el tejido pulmonar de los pacientes con muerte por asma (6) y también se
ha descrito que en pacientes con asma moderado o grave existen alteraciones en el
transporte de la histaminaen las vias respiratorias (7). Por otra parte se ha descrito
que la histamina genera una sefial de calcio (Ca2?*) en fibroblastos pulmonares
extraidos de donantes cadaveéricos asi como también en fibroblastos pulmonares de
la linea celular HFL-1 (8,9). Estos datos en conjunto sugieren una fuerte interaccion

entre los fibroblastos pulmonaresy la histamina en la fisiopatologia del asma. En los



siguientes capitulos de este trabajo de investigacion se abordan los temas
relacionados a la histamina, los fibroblastos pulmonaresy a la sefializacién de Ca?
intracelular, se exponen y analizan los resultados obtenidos y al final se describe el
efecto que genera la histaminaen la sefial de Ca?* en fibroblastos pulmonares de la

linea celular WI-38.

6. Antecedentes generales

6.1.1. Definicion de Asma

El asma es una palabra muy antigua, derivada del sanscrito “vayu” que significa
“viento” se abrié camino en el griego como “aazein” que significa jadear y a través del
latin ingresé alinglés mediocomo asma (10). Elasma es un término con largo recorrido
histérico, se ha utilizado durante milenios, fue referida ampliamente en la literatura
clasica por autores como Homero en la lliada para describir la extrema falta de aliento
de los héroes cansados en la batalla, por Esquilo, Pindaro, Platén, entre otros
escritores; inicialmente no se asoci6 con la enfermedad, se empled para referirse a
cualquier condicion caracterizada por falta de aire aguda no fisiologica (11). En la
literatura médica hipocratica ya es tratada como un trastorno que afecta las vias
respiratorias, sin embargo, el término se perfeccion6 hasta la ultima parte del siglo XIX
despuésde la publicacién del tratado de Henry Hyde Salter con el titulo "On asthma:
its pathology and treatment” (12). En este trabajo académico, Salter defini6 el asma
como “Disnea paroxistica de caracter peculiarcon intervalos de respiracién saludable
entre ataques”, esta descripcion captura el concepto de una patologia en la que las
vias respiratorias se estrechan por una contraccion del muasculo liso de la pared
bronquial (13,14).

Actualmente la “Global Initiative for Asthma” define al asma como “Una
enfermedad heterogénea, generalmente caracterizada por inflamacion cronica de las
vias respiratorias, que se define por la historia clinica de sintomas respiratorios como
sibilancias, dificultad para respirar, opresion en el pechoy tos que varian enintensidad

y frecuencia, junto con una limitacion variable del flujo de aire espiratorio” (15).



6.1.2. Prevalencia

El asma es unade las principales enfermedades crénicas no transmisibles en
el mundo, impacta sustancialmente en los sistemas de salud y de asistencia sanitaria,
del mismo modo, afecta la calidad de vida de las personas que la padecen ya que es
una causa importante de absentismo laboral y escolar, asi como de hospitalizacion
(16). Se considera que el numero de afios de vida ajustados en funcion de la
discapacidad que se pierden a causa del asma es similar a la tasa estimada en
enfermedades como la cirrosis hepatica, esquizofrenia y diabetes mellitus (17). Un
andlisis sistematico realizado por la “Global Burden of Disease” estimd que en el afio
2019 el asma afecté a 262 millones de personas y causo 461 000 muertes alrededor
del mundo, afectando en mayor porcentaje al sexo femenino (18). La prevalenciaes
mayor en los paises desarrollados y menor en los paises en vias de desarrollo, sin
embargo, esto puede deberse a una subestimacion en aquellos paises de bajos
recursos donde no se encuentran disponibles los medicamentos basicos para el
tratamiento del asma y donde los pacientes tienen dificultades para el acceso a la

atencion médica, por lo cual no pueden recibirun diagndstico adecuado (19).

Debido a las diferencias en los protocolos diagnésticos y a la limitacién del
acceso a la atencion médica en algunos paises es dificil estimar la prevalencia global
del asma, sin embargo, se han realizado esfuerzos importantes en los que se incluyen
grandes estudios multinacionales en nifios, tal es el caso de “The International Study
of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC), el estudio de la fase | de la “Global
Asthma Network”, y en adultos “The European Community Respiratory Health Survey
.

En México los datos epidemioldgicos indican que la prevalencia de asma en
adultos es de 3.3% en hombres y 6.2% en mujeres (20); por otro lado, un estudio
realizado con metodologia ISAAC, reportd que la prevalencia de antecedente de
sintomas asmaticos es de 19.2% en adolescentes y 17% en nifios, enfatizando que
esto cambia cuando se reporta un antecedente de sibilanciasen los ultimos 12 meses,
siendo la prevalencia mayor en nifios (9.9%) en contraste con adolescentes (6.8%)
(21). Recientemente, un estudio transversal comparativo siguiendo la metodologia

oficial de la “Global Asthma Network”, reporté que la prevalenciadel asma en la Ciudad
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de México es ahora mas alta que la prevalencia en 2003. Casi el 20% de los
adolescentes presentan sintomas de asma al menos una vez en la vida. Desde el
estudio ISAAC realizado hace mas de una década, ha habido un aumento del 7,8% en

la prevalencia de sintomas de asma en nifios (22).

Si bien, laincidenciay la prevalencia son mas altas en la infancia, los adultos
tienen mayor probabilidad de presentar cuadros de severidad ya que la mortalidad y

morbilidad son mas altas en este sector poblacional (1).

6.1.3. Etiologia y factores de riesgo

A pesar del creciente conocimiento del asma en las ultimas décadas aun se
desconocen lasrazones por las cuales existe unamayor prevalencia en ciertos lugares
que en otros. Su etiologia se atribuye a las interacciones existentes entre la
predisposicion o susceptibilidad genética (loci en genes de susceptibilidad al asma)
(23,24), los factores del huésped (sexo, obesidad, nutricion, infecciones,
sensibilizacion alérgica, medicacion y factores perinatales) y las exposiciones
ambientales a alérgenos (como el tabaquismo, la contaminaciéon ambiental, la
endotoxina del acaro del polvo doméstico, polen, moho, la exposicién ocupacional y la
urbanizacién) (25). La evidencia actual sugiere que el asma no es una sola
enfermedad, sino un grupo de fenotipos heterogéneos con diferentes procesos

patolégicos subyacentes, multifactoriales y complejos.

6.1.4. Fenotipos del asma

El fenotipo corresponde a las propiedades observables de un organismo que
son producidas por las interacciones del genotipo y el medio ambiente (26). Se les
llama “fenotipos del asma” a aquellos grupos reconocibles que comparten factores
desencadenantes, = comorbilidades, gravedad, severidad, caracteristicas

demograficas, clinicasy fisiopatologicas (15,26-28).

Los fenotipos identificados basados en las caracteristicas clinicas son
numerosos, algunos de los méas frecuentes descritos por la “Global Initiative for

Asthma” son:

El asma extrinseco o alérgico: es el fenotipo del asma mas comuan (29), es el

mas facil de reconocer, se presenta mas comunmente en lainfanciay se relacionacon
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la historia familiar, asi como antecedentes de enfermedades alérgicas como eccema
atopico, rinitis alérgica y alergia a los medicamentos o alimentos; en el examen
citolégico de esputo inducido, las muestras de estos pacientes tienden a presentar
inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias; este fenotipo tiene una respuesta

favorable a |a terapia con corticoesteroides inhalados (15).

El asma intrinseco o no alérgico: incluye ese subconjunto de sujetos con
asma en los que no se puede demostrar la sensibilizacién alérgica. Estas personas
deben tener una prueba de puncién cutanea negativa o0 una prueba de
inmunoglobulina E (IgE) especifica in vitro para un panel de alérgenos estacionalesy
perennes; los niveles séricos de IgE total deben ser normales o bajos (30). Los
pacientes con este fenotipo a menudo muestran una menor respuesta a corto plazo a
los corticoesteroides inhalados (15).

El asma de inicio en la edad adulta o de inicio tardio: se refiere al asma
presentado por primera vez en la vida adulta, particularmente existe una mayor
prevalencia en las mujeres; los pacientes con este fenotipo no son propensos a
presentar alergias, debe descartarse el asma de caracter ocupacional. Por lo regular
requieren dosismas elevadas de corticoesteroides inhaladosy tienden a presentaruna

relativa refractariedad al tratamiento con corticosteroides (15).

Asma relacionado con la obesidad: algunos pacientes obesos con asma
tienen poca inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias y presentan sintomas

respiratorios (15).

Asma con limitacion persistente del flujo de aire: a pesar de que el asma se
considera una condicién de obstruccién de flujo de aire reversible, muchos pacientes,
tanto adultos como nifios, presentan un asma de larga duracion desarrollando una
marcada restriccion del flujo de aire de manera persistente 0 no completamente
reversible. Esta limitacion se atribuye a la inflamacion y a la remodelacion pulmonar
(15,27).

A pesar de los esfuerzos por caracterizar al asma en diversos fenotipos, la
utilidad es limitada, ya que estos fenotipos se agrupan por caracteristicas observables

sin conexion con el proceso de la enfermedad subyacente (31).
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6.1.5. Endotipos del asma

Debido al conocimiento actual sobre la heterogeneidad de esta patologia, el
concepto del asma como entidad Unica ahora esta obsoleto. El enfoque se ha
desplazado haciala comprension precisa de las vias moleculares que conducen a la

enfermedad.

Se denomina “endotipo” a la via bioloégica especifica que explica las
propiedades observables de un fenotipo (26). Los endotipos del asma se superponen
con muchos fenotipos, pero son divergentes en el mecanismo bioldgico subyacente.
La caracterizacion de los asmaticos por endotipo puede optimizar el manejo e impulsar
a terapias personalizadas dirigidas a mecanismos inmunoldgicos o fisiologicos de la
enfermedad (32).

A pesar de las diferencias, en los ultimos afios ha surgido un consenso sobre
subconjuntos especificos, en el que se incluye dos grupos principales: el perfilno T2 y
el perfil T2 alto. Estos endotipos se definen en funcion al nivel de expresion de
citoquinas como como las interleucinas (IL) IL-4, la IL-5 y la IL-13, que pueden ser
secretadas por las células T cooperadoras clasicas de tipo 2 (Th2), como los linfocitos
CD4*, o por células inmunitarias no clasicas, como las células linfoides innatas del tipo
2 (ILC-2) (33).

Hasta la fecha no existe unadefinicion establecida del perfil no T2, se define
vagamente por la ausencia de marcadores de enfermedad T2 alta (2). Los
fundamentos fisiopatoldgicos del perfil no T2 son todavia un enigma, su pobre
comprension puede estar influenciada por el uso concomitante de corticoesteroides
gue suprimen la eosinofilia (33). El asma no T2 se ha asociado con la activacién de las
células Thly/o Th17 y en estudios recientes se ha encontrado que el desequilibrio de
las células Th17 y T reguladoras pueden desempefiar un papel importante en el asma
grave, resistente a esteroides y neutrofilico. Este perfil comprende al asma neutrofilico,

mixto o paucigranulocitico (32).

La inflamacién T2 comprende al asma eosinofilico y no eosinofilico, ocurre
aproximadamente en la mitad de los pacientes con asma, sin embargo, su

predominancia en relacién con el asma grave es aun controversial (34-36). La
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fisiopatologiade este perfilcomprende unaintrincadainterconexion entre lainmunidad
innata y la adaptativa, en conjunto las células ILC-2 y Th2 expresan el factor de
transcripcion maestro, GATA3 que orquesta y gobierna la produccion de citocinas de
tipo 2 (32,37).

El inicio de la respuesta inflamatoria T2 (Fig.1) se genera por una perturbacion
en la barrera epitelial de las vias respiratorias que favorece la traslocacion de
microorganismos, contaminantes y alérgenos, conduciendo a la liberacién de
alarminas como la TSLP, IL-33 e IL-25 por parte de las células epiteliales dafiadas. La
TSLP prepara a las células dendriticas (DCs) para inducir la diferenciacion de células
T virgenes en células Th2, posteriormente las células Th2 a través de la IL-4 activan a
las células B para diferenciarse en células plasmaticas capaces de generar la IgE
necesaria para las respuestas de los mastocitos a los alérgenos. Paralelamente las
alarminas pueden activar a las células ILC2, eosindfilos, basofilos y mastocitos. Tanto
las células ILC2 activadas, como las células Th2, producen IL-5 e IL-13. La IL-5
promueve la diferenciacion y supervivencia de eosindfilos. La IL-13, IL-4 y los
mediadores inflamatorios como las prostaglandinas, leucotrienos, citoquinas, e
histamina entre otras, tienen efectos sobre la hiperreactividad de las vias respiratorias,
la hipertrofiadel musculolisoy laremodelacién de las vias respiratorias (32,33), siendo
esta Ultima, una caracteristica patolégica del asma crénico asociada con la pérdida
progresiva de la funcion pulmonar, pérdida de reversibilidad de la obstruccién y la

disminucién de larespuesta a la terapia antiinflamatoria (3).
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Figura 1. Via inflamatoria del perfil T2 alto en el asma. La interaccion
de virus, alérgenos o irritantes con el epitelio de las vias respiratorias da
como resultado la liberacion de los mediadores linfopoyetina estromal
timica (TSLP), IL-33 e IL-25 por parte de las células epiteliales dafiadas.
Este proceso conduce a la produccion de IL-4, IL-5 e IL-13, que pueden
inducir la atraccion y activacion de basofilos, eosindfilos y mastocitos;
secrecion de IgE por linfocitos B; y activacion de células innatas, lo que
resulta en hiperreactividad de la via aérea, hipertrofia del misculo liso y
remodelacién pulmonar. TSLP= linfopoyetina estromal timica; CysLT=
cisteinil leucotrienos; ECP= proteina cationica eosinéfila; EDN=
neurotoxina derivada de eosinoéfilos; EPx= peroxidasa de eosindfilos;
MBP= proteina basica principal; PGD2= prostaglandinaD2. Modificado de

(Kuruvillaetal., 2019). Figura creada con biorender.com.

6.1.6. Fisiopatologia de la remodelacion pulmonar

La remodelacion pulmonar se produce como resultado de intentos enddégenos
aberrantes de reparar el tejido dafiado en respuesta a una lesién, lo que lleva a
cambios patolégicos en la constitucion, distribucion, espesor, masa o volumen y/o

numero de componentes estructurales, causando la pérdida de la integridad del tejido
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pulmonar y homeostasis alterada de la matriz extracelular (MEC) (38,39), estos
cambios estan orquestados por la diafonia entre células estructurares y células
inmunes dentro de la pared y submucosade las vias respiratorias. La remodelacion
de la via aérea en el asma (Fig. 2) se caracteriza por presentar dafio epitelial y
disfuncidn ciliar; hiperplasiade las células caliciformes;incremento en la angiogénesis;
aumento en el numero de miofibroblastos subepiteliales y fibrocitos; activacion de
fibroblastos; incremento de la masa de musculo liso; asi como alteraciones en la

produccion y degradacion de MEC (19).

La MEC es unaestructuracompleja nocelular, tridimensional que esta presente
en todos los tejidos y es esencial para la vida. Las proteinas de la MEC desempefian
un papel importante en la regulacion de muchos procesos, incluido el crecimientoy la
migracion celular, la organizacion citoesqueléticay el desarrollo tisular (39,40).

La fibrosis subepitelial se define por cambios en la membrana basal y
deposicion exagerada de proteinas de la MEC, principalmente colageno tipo |, lll y V;
proteinas no colagenas, incluidas elastina, tenascina, fibronectinay laminina; que son

producidas predominantemente por fibroblastos y miofibroblastos (3).
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Figura 2. Representacion esquemaética de la remodelacién de la via
aérea. La remodelacion de la via aérea puede explicar la obstruccion
persistente del flujo de aire presente en algunos pacientes asmaticos, se
caracteriza por presentar fibrosis subepitelial debido al aumento en la
deposicion de colageno, hiperplasia de células caliciformes, disminucién
de la integridad de las células epiteliales que conlleva a una
hiperreactividad y produccion de moco, aumento en la proliferacion de
fibrocitos y fibroblastos, incremento en la angiogénesis e
hipercontractilidad, hiperreactividad, hipertrofia e hiperplasia del musculo
liso. Modificada de (Israel E et al., 2017). Figura creada con
biorender.com.

6.1.7. Fibroblastos y remodelacién pulmonar

Los fibroblastos son células mesenquimales ubicuas de morfologiaheterogénea
gue normalmente se encuentran dispersas por la lamina propiay en la adventicia de
los tejidos conectivos de las vias respiratorias, tienen funciones importantes en la
reparacion tisular siendo estos la principal fuente de produccion de MEC (39,41,42).
Durante la remodelacion pulmonar los fibroblastos se activan y se convierten en
miofibroblastos (Fig. 3) (39,43), los miofibroblastos son células mesenquimales, que
debido a su fenotipo a menudo se describen como una combinacién entre fibroblastos
y células de musculo liso. Los miofibroblastos son capaces de sintetizar proteinas de
la MEC (como los fibroblastos) y poseen la isoforma alfa actina del masculo liso, que
es visible en las células como fibras de estrés. Estas caracteristicas le confieren
propiedades contractiles capaces de generar fuerzas de traccién y participar

activamente en la remodelacién pulmonar mediante la produccion y degradacion de la
MEC (43-45).
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Figura 3. Diferenciacion del fibroblasto pulmonar a miofibroblasto y
su contribucion a la remodelacion pulmonar. Los fibroblastos y los
fibrocitos son dos estados diferentes de la misma célula, siendo los
fibrocitos el estado menos activo. Los fibrocitos son reclutados de la
circulacion sanguinea paraconvertirse en fibroblastos, estos, juntocon los
fibroblastosresidentes unavez activados se diferencianamiofibroblastos,
células con un fenotipo con propiedades contractiles capaces de generar
fuerzas de traccion y participar activamente en la remodelacién pulmonar
mediante la produccion y degradacion de MEC, asi mismo, estos
miofibroblastos pueden diferenciarse en células de musculo liso y
contribuira la hiperplasia del musculo liso de la via area. Modificada de
(Bara et al., 2010). Figura creada con biorender.com

Los fibroblastos pulmonares desempefian un papel fundamental en la
remodelacién de las vias aéreas, las funciones celulares que realiza el fibroblasto
implicadas en este proceso patoldgico como la secrecion, el metabolismo, la
produccion de MEC, la diferenciaciény la proliferaciéon dependen de la sefializacion

del Ca2*intracelular (46).
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6.1.8. Regulacion del Ca?*intracelular en fibroblastos
El Ca?*, es un elemento que impacta en casi todos los aspectos de la vida y
muerte de unacélula, es uno delos iones mas importantes y participa como segundo

mensajero en la transduccion de sefiales (47).

En la mayor parte de las células en reposo, es decir células no estimuladas, la
concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?']i) se mantiene en niveles muy bajos (~100 -
200 nM) mientras que la concentracion de Ca?* extracelular se mantiene en niveles
altos (~2 mM). Sin embargo, cuandolas célulasson expuestasa algun tipode estimulo
fisico o quimico, como la activacion de mecano-receptores o la estimulacion con un
agonista, la ([Ca?']) se incrementa (de aproximadamente 100 nM a 0.1 mM). La
([Ca?*]) puede incrementarse de dos formas, la primera es través de la salida de Ca?*
de los depdsitos intracelularesy la segunda a través de la entrada de Ca?* del medio
extracelular. Para que este gradiente, 20.000 veces menor se mantenga, la célula
dispone de mecanismos que se encargan de la extrusion de Ca?* del citosol, los
principales son: la bomba ATP-asa de Ca?* del reticulo endoplasmico (SERCA), la
bomba ATP-asa de Ca?* de la membrana plasmatica (PMCA) y el intercambiador
Na*/Ca?* (NCX) (Fig. 4A) (47,48). Las célulasinvierten gran parte de su energia en
mantener los niveles de la [Ca?*]i, bajos, de modo que, pequefios aumentos en la
entrada o salida de Ca?* de la membrana plasmatica, asi como desde la reserva
interna pueden desencadenar aumentos rapidos y marcados en la [Ca?*]i. Son estos

aumentos en la [Ca?']i los que son unasefial clave en las respuestas celulares (46).

Dependiendo del tipo de célula, existen dos vias principales de liberacién de
Ca?* de los depdsitos intracelulares, uno es a través de la activaciéon del receptor de
rianodina (RyR) y el segundo a través del receptor de inositol trifosfato (IP3R). La
expresion de RyR no se ha detectado en fibroblastos cardiacos humanos o de rata y
las oscilaciones de Ca?* observadas no fueron influenciadas por rianodina (49,50), lo
gueindicaque RyR puede no tener un papel directo en los fibroblastos en condiciones
fisiolégicas y patologicas. En contraste, un estudio realizado en fibroblastos
pulmonares conducido por Mukherjee y colaboradores demostré la participacién de los
RyR en las oscilaciones de Ca?* mediada por el factor de crecimiento transformante

beta (TGF-B) (51), sin embargo, la activacion de IP3R parece ser la via principal de
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liberacion de Ca?* en fibroblastos (46), esta liberacion ocurre tras la estimulacién de
un receptor de membrana acoplado a proteina G (GPCR), que activa a la fosfolipasa
C (PLC) y esta a su vez hidroliza un fosfolipido de membrana, el fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2) para generar dos segundos mensajeros, el IP3 y el diacilglicerol (DAG),
el IP3 se une a su receptor localizado en la membrana del reticulo endoplasmico (RE)

produciendo unaliberacién de Ca?* hacia el citoplasma (Fig.4B) (47).

Por otra parte, el Ca?* extracelular puede ingresar a la célula por medio de una
gran variedad de canalesidnicos, entre ellos los canales operados por voltaje (VOC)
(52) y los canales operados por agonista que a su vez comprenden 3 tipos de canales,
1) los canales operados por receptores (ROC) (53) que son receptores ionotropicos
estimulados por la union directa del ligando, 2) los canales operados por segundos
mensajeros (SMOC), activados por mediadores generados intracelularmente como
nucledtidos ciclicos, DAG (54), acido araquidodnico, entre otros y 3) los canales
operados por almacenes intracelulares de Ca?* (SOC) que son la via principal de
entrada de Ca?* en célulasno excitables; en el reticulo endoplasmicolas moléculasde
interaccion estromal (STIM1,2) actan como sensores que despuésde detectar niveles
reducidos de Ca?* tras el agotamiento del almacenamiento se multimerizan hasta
interactuar funcionalmente con Orai localizada en la membrana plasméatica para
permitir la entrada de Ca?* a través de los canales operados por almacenes
intracelulares de Ca?* (SOCE) (Fig. 4C) (55). Para cada uno de estos mecanismos
encargados de la homeostasis del Ca?* se han creado herramientas farmacoldgicas
(agonistasy bloqueadores) que ayudan a evaluar la participacion de estos actores en

la sefializacion de Ca?*.

Existe una gran variedad de colorantes fluorimétricos, cuyas propiedades de
excitacion y emision cambian drasticamente al unirse al Ca2*. Estos colorantes pueden
introducirse a las células vivas y por lo tanto permitir la medicién de la [Ca?*]i con alta
fidelidad (56).
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Figura 4. Representacion de los posibles mecanismos queregulan la
sefial de Ca?* en fibroblastos pulmonares. (A) Se presentan los
mecanismos de extrusion de Ca2* del citosol; la PMCAy el intercambiador
Na*/Ca?* (NCX) presentes en la membrana plasmatica transportan
activamente el Ca?* hacia el espacio extracelular, y la bomba ATP-asa de
Ca?* de lamembrana plasmatica (SERCA) hacia el reticulo endoplasmico
(RE). (B) Liberaciéon de Ca?* de almacenes intracelulares a través de la
via del inositol trifosfato (IP3); La estimulacion delos receptores acoplados
a proteina G (GPCR) produce la hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e IP3 por medio de la fosfolipasa
C (PCL). EI IP3 difunde hacia la membrana del RE donde se une a su
receptor (IPsR) e induce la salida de Ca?* del RE. (C) Entrada de Ca?*
desde el espacio extracelular; La entrada de Ca?* en fibroblastos puede
estar mediada por canales de Ca2* operados por voltaje (VOC), por
canales de Ca?" operados por receptor (ROC), por canales de Ca?
operados por segundos mensajeros (SMOC) y canales de Ca?* operados
por almacenes intracelulares de Ca?* (SOC) principalmente. Figura
creada con biorender.com.

Diversos estudios han reportado respuestas de Ca?* en poblaciones enteras de
fibroblastos pulmonares aunalarga lista de agonistas, en los que se incluyen factores
de crecimiento como el TGF-B (51,57) y autacoides como bradicinina (58), ATP (59),

entre otras (60).

El papel de la sefializacion de Ca?* en la fisiologia de los fibroblastos es de gran
interés, particularmente en la fibrosis tisular, donde a menudo faltan tratamientos

efectivos (46).

6.1.9. Histamina
La histamina o B-amino-etil-imidazol, producto de la descarboxilacion del

aminodcido histidina, es un autacoide de corta duracién, presente de manera ubicua
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en los tejidos de mamiferos a diferentes niveles. Debido a su relevancia médica, la
histamina ha sido unade las sustancias mas estudiadas de la historia, la mayoria de
los avances en el campo se han logrado gracias a grupos de investigacion dirigidos
por cientificos destacados, entre ellos 6 premios Nobel (61). Desde su descubrimiento,
hace més de 100 afios, se han descrito roles que involucran funciones pleiotrépicas

en la saludy en laenfermedad.

Los mastocitos y los baséfilos son la fuente principal de histamina, sin embargo,
otras células como neuronas, leucocitos, plaquetas, células epiteliales, condrocitos,
células tumorales, células parecidas a las enterocromafines, entre otras, también
pueden producir histamina; se pueden encontrar concentraciones mucho mas altas de
histaminaen lamucosaintestinal,lapiely los tejidos bronquiales (61-63). La histamina
ejerce su actividad a través de 4 receptores, miembros de la superfamiliade receptores
GPCR que fueron nombrados cronolégicamente en orden de su descubrimiento como
receptores de histamina (HiR-H4R) (61,64).

El HiIR se expresa ubicuamente en el organismo, en células endoteliales,
células nerviosas, células epiteliales, neutrofilos, eosinéfilos, monocitos, macrofagos,
DCs y células T y B, esta implicado en la inflamacién alérgica (por ejemplo, rinitis,
asma y enfermedades autoinmunes) (Fig. 5) (64), impulsa la migracion celular, la
nocicepcion, la vasodilatacion y la broncoconstriccion (62,65). La sefializacion
canonicadel HiR involucra el acoplamiento a la proteina Gag/11 desencadenando una
cascada de sefializaciébn que como se menciond en el capitulo anterior, implica la
activacion de laPLC, que escinde el PIP2en DAG e IP3, y resultaen una elevacion de
la [Ca2*]i, ademas, el DAG activa la proteina quinasa C, que puede fosforilar otras
moléculas, alterando asi su actividad (Fig. 6) (62). Alternativamente se ha descrito la
sefalizacion de HiR a través de la proteina Gino, activacion de la fosfolipasa A2 y
produccion de guanosin monofosfato ciclico (66), también se ha implicado en la
sefalizacion de proteina cinasas activadas por mitdgenos y la acumulaciéon de
adenosin monofosfato ciclico (CAMP), lo que conduce a unamayor expresion de genes
proinflamatorios (64).
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El receptor de histaminatipo 2 (H2R) se expresa en gran medida en diversas
células y tejidos, como las células B, células T, DCs, células parietales gastricas,
células del muasculo liso, células endoteliales, epiteliales y hepatocitos (62,64); la
activacion del receptor puede inducirla produccion de moco en las vias respiratorias,
la permeabilidad vasculary la secrecion de acido géstrico (Fig. 5) (62). La histamina
actla sobre el H2R a través del acoplamientoa la proteina Gas que activa a la proteina
quinasa dependiente de cAMP (PKA), la activacién resultante de la PKA produce la
fosforilacion de algunas proteinas (Fig. 6) (62,65). Se ha descrito que en algunas
células el H2R no solo se acopla a las proteinas Gas sino que también a las proteinas

Gagni lo que produce una elevacion de la [Ca?*]i tras su estimulacion (65).

El receptor de histaminatipo 3 (H3R) se expresa principalmente, en neuronas
histaminérgicas, monocitosy eosinofilos, se ha descrito que juega un papel importante
en las enfermedades neuroinflamatorias ya que participa en la liberacion de histamina
y otros neurotransmisores, tiene un rol importante en la regulacion homeostatica de

los nivelesde energia, el ciclode suefio-vigilia,cognicion e inflamacion (Fig. 5) (62,64).

El receptor de histaminatipo 4 (H4R), es el receptor de histamina descubierto
mas recientemente, se expresa preferentemente en eosinéfilos, DCs, células de
Langerhans, células T, basofilos, y mastocitos, participa en la inmunomodulacién
mediante la migracion celulary la respuesta alérgica de las célulasinmunes (Fig. 5)
(64,67,68). Tanto el HaR como el H4R se encuentran acoplados a una proteina Gai
cuya funcion es inhibirla formacion de cAMP y disminuirla actividad de la PKA (Fig.
6). El H4R y HsR movilizan Ca?* citosélico a través de un mecanismo que implica la
activacion de la PLC por las subunidades By de la proteina Gai (64,65), un estudio
publicado recientemente demostré que paradigmaticamente para que este mecanismo

ocurra, es necesaria la activacion de la proteina Gag (69).

23



Inflamacion alérgica Secrecion acido

Alteracion de la gastrico
permeabilidad vascular H1 R HzR
- extravasacion — . Regulacién de la
edema —adhesién de Receptores de baja secrecion del acido

moléculas - migracion afinidad gastrico

de células inflamatorias ¢

/77

G@\\o
Neurotransmision
Regulacién del Receptores de alta
recambio de histamina afinidad Quimiotaxis de las
neuronal células inmunes,
Funciones neuronales H:R respuesta inmune,
cognitivas inflamacion

Figura 5. Panorama general de las funciones principales de los
receptores de histamina. La interaccion de la histamina con sus
receptores provoca una gran variedad de efectos biolégicos, el HIR y H2R
son receptores de baja afinidad, el HiR participa en la inflamacion
alérgica, el H2R tiene una participacion importante en la secrecion de
acido gastrico, produccion de moco y permeabilidad vascular. El H3R y
H4R, receptores de alta afinidad, tienen un papel importante en la
neurotransmision einmunomodulacion. Figura creada con biorender.com.
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Figura 6. Cascada de sefializacion candOnica para cada receptor
histaminérgico. Los efectos pleiotropicos de la histamina estan mediados
por cuatro receptores de histamina acoplados a proteinas G. La
sefalizacion de H1R a través de Gaga1conduce ala activacion de la PLC,
produccién de IP3 y DAG, liberacion de Ca?* de almacenes intracelulares
y activacién de la proteina quinasa C. La sefializacion del H2R acoplado a
la proteina Gas actia mediante la activacion del adenilato ciclasa, que
aumenta los niveles de cAMP y activa la PKA, mientras que H3R y H4R
ambos acoplados a proteinas Gai inhiben esta cascada. Esas vias de
sefializacion intracelular culminan en la fosforilacion de diversas
proteinas. Figura creada con biorender.com.

7. Antecedentes especificos

La histamina, ha sido un mediador bioguimico ampliamente reconocido,
liberado por los mastocitos y se ha pensado que tiene un papel fundamental en la
fisiopatologia del asma (7). Tomioka y colaboradores estimaron que el nimero de
mastocitos y la concentracion de histamina en liquido de lavado broncoalveolar de
pacientes asmaticos era mayor que el de los sujetos sanos (70), en adicion, Carroll y
colaboradores demostraron que la desgranulacién de los mastocitos esta relacionada
con la gravedad del asma (71). Salomonsson y colaboradores recientemente
reportaron que los niveles elevados de progenitores de mastocitos circulantes estan

relacionados con la funcién pulmonar reducida en pacientes asmaticos (72).

25



Por otra parte, Jordanay colaboradores reportaron que la histamina aumento la
proliferacion de fibroblastos pulmonares de una manera dependiente de la
concentracion (73), asi mismo, un estudio conducido por Kohyama y colaboradores
demostrdé que la histaminatiene el potencial de estimular la migracién de fibroblastos
pulmonares humanos através de H4R y, por lo tanto, puede contribuir al desarrollo de

trastornos fibroticos del pulmoén (74).

Experimentos realizados por Bernabé Romano en 2012 en nuestro laboratorio
demostraron que la histamina genera una sefial de Ca2* de manera concentracion
dependiente, mediante la activacion de HiR en fibroblastos de pulmén humano
extraidos de donantes cadavéricos (8). En 2014 Horie y colaboradores demostraron el
efecto contractil, concentracion-dependiente, de la histamina en fibroblastos de
pulmon humano. Sus hallazgos sugieren que la histamina podria estar involucrada en
la remodelacion de las vias respiratorias en el asma a través de su accion sobre
receptores HiR (9). Mientras que varios estudios se enfocan en el efecto de la
histamina en la sefializaciéon de Ca?* sobre las células del muisculo liso y
miofibroblastos como determinante importante de contractilidad e hiperreactividad
bronquial en el asma (75-80). A pesar de la evidente relacién entre histamina, [Ca?],
fibroblastos y remodelacién pulmonar, a la fecha, hasta donde nosotros conocemos,
Unicamente existe esa informaciéon acerca del efecto que genera la histamina en la
sefializacion de [Ca?'] sobre fibroblastos de pulmén humano, ain continGan sin
dilucidarse los mecanismos moleculares que dan inicio al aumento de la [Ca?];, asi
como el papel de otros canales que participan en la homeostasis del Ca?*, por lo que,

se necesitan mas experimentos para corroborar y ampliar el conocimiento.

8. Justificacion

El asma es unade las enfermedades cronicas no transmisibles mas comunes,
que afecta tanto a nifios como adultos, su etiologia se atribuye a factores genéticos,
susceptibilidad del huésped y exposiciones ambientales. A pesar del creciente campo
de investigacién en la comprension de la patogénesis de esta enfermedad y el
conocimiento de la relacién que existe entre asma, histamina y remodelacion

pulmonar, ain contindian sin resolverse los mecanismos moleculares subyacentes. Se
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ha descrito en la literatura que el fibroblasto es un elemento clave para la comprension
de lafisiopatologiadel asma. Los resultados obtenidos en lapresente tesis contribuyen
a la caracterizacién de la sefial de Ca?* evocada por histamina en fibroblastos de
pulmén humano con el fin de aportar al conocimiento y posteriormente impactar a largo

plazo en el desarrollo de nuevos posibles abordajes terapéuticos.

9. Planteamiento del problema

El asma es un problema importante de salud publica presenta una alta
morbilidad teniendoun alto impacto en la calidad de vida de los que la padecen, afecta
a mas de 300 millones de personas alrededor del mundo, se especulaque en el 2025
afectara a 400 millones de personas. Datos epidemiologicos indican que en México la
prevalencia de asma diagnosticada en adultos oscila cerca del 3-6%, y en nifios del 8-
12.7%. Existen trabajos que han demostrado que la histamina ejerce un rol
fundamental en la activacion de fibroblastos, asi como el aumento de la deposicion de
la matriz extracelular, procesos implicados en la fisiopatologia del asma. Sin embargo,
hasta ahora se desconocen los mecanismos moleculares por los cualesla histamina
ejerce sus efectos sobre los fibroblastos. Los resultados obtenidos podrian ayudar a
dilucidardichos procesos moleculares.Porlo que nosgeneramos la siguiente pregunta
de investigacion.

¢ Cudles son los efectos que causa la histamina en la sefializaciéon de Ca?* en

fibroblastos de pulmén humano?

10. Hipotesis Cientifica

La histaminageneraunasefial de Ca?*a través de la estimulacién de receptores
histaminérgicos, posteriormente promueve la liberacion de Ca?* del reticulo
endoplasmico, asi como la entrada capacitativa de Ca?* del medio extracelular en

fibroblastos de pulmén humano.

11. Objetivos
11.1. Objetivo General

Caracterizar la sefial de Ca2* evocada por histamina en fibroblastos de pulmén

humano de lalinea celular WI-38.
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11.2. Objetivos Particulares
I.  Examinar el efecto concentracion dependiente de la histamina sobre la sefial
de Ca?* en fibroblastos de pulmén humano de la linea celular WI-38.
ll.  Evaluarla participaciéon del Ca?* extracelular sobre la sefial de Ca?* evocada
por histamina.
ll.  Evaluarla sefial de Ca?* evocada por histamina sobre los diferentes tipos de
receptores histaminérgicos.
IV. Evaluarel papel de los depésitos intracelulares de Ca?* sobre la sefial de Ca2*
evocada por histamina.
V. Evaluarel papel de los canales de Ca%*operados por almacenes intracelulares
de Ca?* (SOC) en la sefial de Ca?* evocada por histamina
VI. Evaluarel efecto de la histamina sobre los canales de Ca2* operados por
voltaje (VOC).

12. Materialy métodos

12.1. Disefio del estudio
Por su Por su Por su Por la Por la
objetivo asignacion temporalidad recoleccion de | conformacion
datos de grupos
Comparativo Experimental | Transversal Prolectivo Homodémico

Tabla l. Disefio del estudio.
12.2. Ubicacién espaciotemporal

El presente proyecto se realizo en el laboratorio de fisiologia cardiovascular de

la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

12.3. Muestreo
12.3.1. Definicién de la unidad de poblacion
En esta tesis se emplearon fibroblastos de pulmén fetal humano de la linea
celular WI-38.
12.3.2. Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

12.3.2.1. Criterios deinclusién

Se consideraron células viables a fibroblastos de pasajes 5-10.
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12.3.2.2. Criterios de exclusion
Se excluyeron aquellosfibroblastos que no alcanzaron el 75% de su confluencia

en el tiempo estipulado.

12.3.2.3. Criterios de eliminacion

Se eliminaron las células que en reposo (células no estimuladas) presentaron

variaciones considerables en la [Ca2].

12.4.

Definicién de las variables y escalas de medicién

Las variables estudiadas en este trabajo de investigacion se describen en la

tabla 2 y se ejemplifican en lafigura 7.

Variables dependientes: concentracion de Ca?*

Amplitud del pico, Meseta, Oscilaciones.

Variable independiente: Histamina

intracelular ([Ca2']), Basal,

Variable Definicion Definicion Escalade | Instrumento de Unidad de
conceptual Operacional medicion medicion medicion

Concentracion de | El CaZ* es un Intensidad de | Cuantitativa | Microscopio Intensidad de

Ca?* intracelular catién con fluorescencia | continua de fluorescencia

([Ca2*i) capacidad por area fluorescenciay | (Unidades
multifuncional software arbitrarias)
como segundo especializado
mensajero

Basal de [Ca?]i Es el nivel de Niveles de Cuantitativa | Microscopio Intensidad de
[Ca2*)i en fluorescencia | continua de fluorescencia
células no iniciales, fluorescenciay | (Unidades
estimuladas previos a la software arbitrarias)

estimulacién especializado
del agonista.

Amplitud del pico | Esla Diferencia Cuantitativa | Microscopio Intensidad de
diferencia entre el continua de fluorescencia
entre el punto | punto mas fluorescenciay | (Unidades
mas alejado y | alto de software arbitrarias)
el punto medio | fluorescencia especializado
o de equilibrio. | y el valor

basal de
Ca?* que se
obtiene al
estimular a
los
fibroblastos
con
agonistas
histaminérgic
0s

Meseta Fase donde el | Incremento Cuantitativa | Microscopio Intensidad de
valor se en la continua de fluorescencia
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mantiene fluorescencia fluorescenciay | (Unidades
constante por | por software arbitrarias)
un periodo de | arriba delos especializado
tiempo niveles
definido. basales de

Ca?* que se

mantiene

constante

después del

pico inicial

de Ca?*

generado por

el agonista

Oscilaciones Se conoce Incremento Cuantitativa | Microscopio Intensidad de
como en la continua de fluorescencia
oscilacion, a fluorescencia fluorescenciay | (Unidades
un movimiento | porencima software arbitrarias)
periddico entre | de los especializado
dos puntos. niveles

basales de
Ca?* de
manera
ciclica.

Histamina Amina Logaritmo de | Cuantitativa | La histamina Fraccion
imidazolica la continua se pesaen molar
involucrada en | concentracio una balanza
procesos n molar analitica y se
fisiolégicosy realizan las
fisiopatoldgico soluciones

s como el
asma.

correspondient
es

Tabla 2. Definicion de las variables y escalas de medicion.
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Figura 7. Variables de medicién de los registros de Ca?* intracelular
en fibroblastos WI-38. Se presentan las variables evaluadas para cada
registro de Ca2* obtenido en cada uno de los objetivos planteados. a)
Basal, valor que corresponde a los niveles de Ca?' previos a la
estimulacion. b) Amplitud del pico, valor maximo de la fluorescencia con
respecto al nivel basal inicial que se obtiene al estimular a las células con
histamina. ¢) Amplitud de la meseta, definido como el valor de
fluorescenciaque continlaal picoy se mantiene de maneraconstante con
respecto al Ca?* basal. Finalmente se evalué d) la presencia de
oscilaciones que son incrementos de fluorescencia por arriba de la linea

basal de manera periédica.
12.5. Técnicasy procedimientos

12.5.1. Cultivo celular

Las lineas celulares de fibroblastos de pulmon fetal humano se adquirieron de
la empresa American Type Culture Collection, Coleccién WI-38 (ATCC® CCL-75™)y
se cultivaron hasta lograr una confluencia del 75% en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con suero bovino fetal al 10% y
penicilina-estreptomicinaal 1% a 37°C en una atmosfera de O2 al 95% y CO:2 al 5%.

Los fibroblastos de los pasajes de 5-10 se sembraron en cubreobjetos durante 24
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horas y luego se incubaron durante 48 horas en medio desprovisto de suero. Los
procedimientos se realizaron de acuerdo a la norma oficial mexicana descrita en
“Leyes y Codigos de México, de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién”,
a la norma oficial mexicana NOM-065-SSA1-1993, que establece las especificaciones
sanitarias de los medios de cultivo, asi como a las directrices internacionales para el

uso de lineas celulares en lainvestigacion biomédica (81).

12.5.2. Soluciones fisiolégicas

Para este estudio se empled la solucién salinafisiol6gicaporsussiglasen inglés
(PSS) con la siguiente composicion (en mM) 150 NaCl, 6 KCL, 1.5 CaClz2,1 MgClz, 10
glucosa, 10 HEPES.

Para obtener solucién salina fisiol6gica libre de Ca?* (gCa?*) se sustituyé Ca?*

con NaCl2 mM y se afiadié EGTA 0.5 mM, como quelante de Ca?".

La osmolaridad se midié con un osmoémetro (Wescor 5500, Logan,UT, EE. UU.)

las soluciones se ajustaron a un pH de 7.4 con NaOH.

12.5.3. Medicién de la [Ca?*];
La técnicade medicién de Ca?* en fibroblastos ha sido descrita previamente por

Berra-Romaniy Cols. (Fig. 8) (82), y se explica detalladamente a continuacion.

Los fibroblastos adheridos a los cubreobjetos se lavaron dos veces PSS y se
incubaron con 3 pM de Fura-2 acetoximetil éster (Fura 2-AM) en PSS durante 30
minutos a temperatura ambiente (21-23°C). Las células se incubaron durante 30
minutos en PSS libre de Fura 2-AM. Los cubreobjetos se lavaron y se fijaron al fondo
de unaplaca Petri usando una gota de silicon. La placa Petri se monto en una platina
del microscopio Axiolab de epifluorescencia vertical (Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemania), provisto de una lampara de mercurio de 100 W (OSRAM HBO 50). Para
visualizara los fibroblastos se utilizdé un objetivo Zeiss X63 Achroplan (de inmersién en
agua, distancia de trabajo de 2,0 mm, apertura numeérica de 0,9). Las células se
excitaron alternadamente a 340 y 380 nm, para ello se emple6 una rueda gira filtros
provista de un obturador (Lambda 10, Sutter Instrument, Novato, CA, EE. UU.) la luz
emitida se detect6 a 510 nm. La sefial de Ca?* fue medida en fibroblastos individuales,

utilizando un software que permite delimitar a cada célula dibujando sobre las
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imagenes adquiridas unaregién de interés. Para controlar la camara (Extended-ISIS
Camera, Photonic Science, Millham, Reino Unido), la rueda gira filtros, asi como trazar
las regiones de interés de la sefial fluorescente a medir, se empled un software
personalizado, previamente validado, que funciona en entorno LINUX. La medicién de
la sefial se capté cada 3 segundosy las imagenes obtenidas se almacenaron en un
disco duro para posteriormente convertirse en imagenes de ratio 340/380 mediante el
software ImageJ (National Institutes of Health, USA, https://imagej.nih.gov/ij/). Los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (21-23°C). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado utilizando 3 pases diferentes de fibroblastos

para cada unade las condiciones.

Camara
— @

Filtro de @ @
excitacion Filtro de
C— =

i , emision
i AN ®

i \% Espejo
) dicroico
Lampara Rueda ==
Microscopio de girafiltros {1 . Objetivo
de mercurio = 1l
fluorescencia v Fibroblastos

A=

S

Figura 8. Esquematizacion de la medicién de Ca?*intracelular. (1) Se
colocé a los fibroblastos bajo el objetivo de inmersion en solucién PSS.
(2) El suministro de luz, es unalampara de mercurio que emite un haz de
luz atravesando los filtros 340 y 380 nm de manera alternada, los cuales
se encuentran acoplados a (3) una rueda gira-filtros conducido por una
computadora. (4). La luz que se filtra se dirige a un filtro de excitacion,
choca sobre (5) un espejo dicroico que conduce el haz de luz hacia las
células. (4). La luz emitida por los fibroblastos atraviesa el espejo dicroico
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hastallegar al (6) filtro de emisién (510 nm) donde nuevamente se filtra la

luz para enviarla a la camara de alta sensibilidad (7). La imagen es

capturada cada tres segundos para cada filtro por la camara (8) Las

imagenesobtenidas se almacenan para su posterior anélisis. ROI= region

de interés. Figura creada con biorender.com.

12.6. Procedimiento experimental por objetivos

El intercambio de medio y la administracion de agonistas, antagonistas y

antihistaminicos se llevo a cabo retirando el medio de bafio (2 ml) mediante una

bomba de succién y posteriormente afiadiendo la solucion deseada.

Objetivo 1. Se aplico a los fibroblastos de pulmén humano concentraciones
crecientes de histamina, seguidas cada una de las aplicaciones por un periodo de
lavado con PSS. Se registraron los niveles de [Ca?*] en condiciones basales, (control
negativo) y se cuantificdlaamplitud de la sefial de Ca?* evocada por histamina (control
positivo). Se graficd en funcién del logaritmo natural de la concentracién de histamina
aplicada.

Objetivo 2. Se aplicé a los fibroblastos de pulmén humano histamina (300 uM),
en @gCa?*. Se comparé la amplitud de la sefial de Ca?* evocada por histamina en

ausencia (control negativo) y presencia de Ca?* extracelular (control positivo).

Objetivo 3. Los fibroblastos fueron preincubaron durante 10 minutos con los
antihistaminicos de los H1IR-H4R y en la continua presencia de los antihistaminicos se
aplico la concentracion maxima de histamina. Se empled Pyrilamine (10 uM) como
antihistaminico de los H1R, para el H2R Ranitidine (50 uM), para el H3sR Clobenpropit
(10 uM) y para el H4R INJ7777120 (10 uM). Se compar6 la sefial de Ca?* evocada por
histamina en presencia de los antihistaminicos (control positivo) y la sefial de Ca2*

evocada por histaminaen PSS (control negativo).

Objetivo 4. Los almacenes de Ca?* se vaciaron con un inhibidor selectivo de la
SERCA, el &cido ciclopiazénico (10 uM), en gCa?*. Se compardé la amplitud de la sefial
de Ca?* evocada por histamina en condiciones normales (control negativo) con la

obtenida después de vaciar los almacenes intracelulares de Ca2* (control positivo).

Objetivo 5. Para evaluar la participaciéon de los SOC se empleé dos

bloqueadores inespecificos, lantano (La3*) (10uM) y gadolinio (Gd3*) (10uM). La
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amplitud de la histamina en condiciones normales (control negativo) se compard con

la obtenida en presencia de los bloqueadores (control positivo).

Objetivo 6 Para estudiar el papel que juegan los VOC se utiliz el bloqueador
especifico, nifedipina (1uM), y el bloqueador no especifico Ni%* (100uM), los cuales se
incubaron durante 10 minutos antes de la aplicacién de la concentracion maxima de
histamina. Se compar6 la amplitud de la sefial de Ca2* evocada por histamina en
ausencia (control negativo) y presencia de los bloqueadores especificos de los VOC

(control positivo).

12.7. Analisis de datos
Para la adquisicion de los valores de fluorescencia, se empled el programa
ImageJ, para graficar y realizar el analisis estadistico de resultados se utilizaron los

programas Origin Pro 2021 y GraphPad Prism 8.0.

12.8. Disefio estadistico

Los datos se expresaron como media + error estdndar (EE). Los datos no
gaussianos, identificados mediante la prueba de normalidad émnibus de D’Agostinoy
Pearson (p< 0.05) se analizaron estadisticamente mediante la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney para dos grupos y Kruskal-Wallis para mas de dos grupos. Para
datos normales se utiliz6 una prueba t de Student no apareada para dos gruposy
ANOVA para mas de dos grupos. Se consideré estadisticamente significativo un valor
de p=< 0.05.

Los datos de concentracion-respuesta a histamina se ajustaron mediante la

siguiente ecuacion:

100
Y= EGo (1)

[Histamina]

donde Y es la respuesta (relativa a la amplitud transitoria de Ca?*), [Histamina]
es la concentracién de histaminay la concentracion efectiva media maxima (EC50) es

la [Histamina] que indujo el 50% de la respuesta maxima.
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13. Logistica

13.1. Recursos humanos
El siguiente proyecto se llevo a cabo por la tesista Veronica Ajelet Vargaz
Guadarrama bajo la mentoria del D.C. Roberto Berra Romani y la codireccién del D.C.
Mario Garcia Carrasco.

13.2. Recursos materiales y financieros
Se llevé a cabo en el laboratorio de Fisiologia Cardiovascular de la Facultad
de Medicina de la BUAP bajo el financiamiento de la BUAP.

14. Resultados

14.1. La histamina causa una sefial de Ca?* heterogénea en fibroblastos
de pulmdén humano de la linea celular WI-38.

Mediante el uso de imagenes digitales de fluorescencia con Fura-2 AM, se
monitored la [Ca?']i de manera simultdnea en varios fibroblastos individuales de la
misma poblacién. La aplicacién de histamina (300 uM), incluso en células del mismo
campo microscopico, provocé sefiales de Ca?* de morfologia heterogénea, que se
clasificaron en 4 patrones diferentes: el primero consistié en un aumento rapido y
transitorio de la [Ca?*]i, lamado pico (59/306 células, 19.28%, Fig. 9A), el segundo en
un pico seguido de incrementos y disminuciones ciclicas de la [Ca2*] denominado
pico-oscilaciones (198/306 células, 64.70%, Fig. 9B), el tercero en un pico con
oscilaciones y un aumento sostenido de la [Ca?']i denominado pico-meseta-
oscilaciones (41/306 células, 13.39%, Fig. 9C) y por ultimo, el cuarto patron que fue
el menos frecuente, consistié en un pico acompafado de una meseta, al cual se le
denomind pico-meseta (2/306 células, 0.65 %, Fig. 9D). Unicamente el 1.96% (6/306

células) de los fibroblastos no respondio6 a histamina 300 uM.
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Figura 9. Heterogeneidad en la respuesta de Ca2* provocada por
histamina en fibroblastos WI-38. La aplicacién de histamina (300 pM)
provoco diferentes patrones de sefiales de Ca?* en fibroblastos de pulmén
cargados con Fura-2 AM. La sefial de Ca?* intracelular consistié en A)un
pico rapido de Ca?* (pico) (19.28 % de las células analizadas) que podria
ser seguidopor B) oscilacionesde Ca?* (64.70%) (pico-oscilaciones), C)
meseta sostenida, superpuesta por oscilaciones de Ca?* (13.39%) (pico-
meseta-oscilaciones) o D) Unicamente una meseta (0.65 %) (pico-
meseta). En esta y en las siguientesfiguras, se afiadié histamina en el
momento indicado por la barra horizontal dibujada sobre los registros de

la sefial de Ca?*.

Con la finalidad de saber si el patron de la sefial de Ca?* y el nimero de

oscilaciones presentes, son dependientes de la concentracion de histamina

utilizada, se cuantifico la frecuencia de cada unade las distintas morfologias de

los transientes de Ca2* (Fig. 10A) y el nimero de oscilaciones presentes en los

primeros 400 segundos de la sefial de Ca?* (Fig. 10B) para cada concentracion

de histamina utilizada (100 nM — 1mM). Los datos indican que el patrén de pico

(Fig. 9A) se visualiza principalmente cuando los fibroblastos son estimulados
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con concentraciones de histamina bajas (100 y 300 nM), mientras que el patron
pico-oscilaciones (Fig. 9B) se observan con mayor frecuencia, a medida que se

aumenta la concentracion de histamina (1uM-1mM).

A

1001 Pico, meseta y oscilaciones
o B Pico y meseta

Pico y oscilaciones
B Pico

l Sin respuesta

% de células

Qv Y 2 %Q@Q%QQ@QQ
[Histamina] pM

5

n=21
4- n=30
3
2

N° Oscilaciones/400s

n=31

0.10.3 1 3 10 30100 300 1000
[Histamina] uM

Figura 10. La histamina a distintas concentraciones provoco
diferentes patrones y numero de oscilaciones en la sefial de Ca?* en
fibroblastos pulmonares WI-38. A) Porcentaje de células para cada
patron de respuesta evocada por las diferentes concentraciones de
histamina (100 nM-1 mM). B) Media + EE del numero de oscilaciones
presentes en los primeros 400 segundos para cada una de las

concentraciones de histamina (100 nM-1 mM). La “n” representa el
numero de células estudiadas.

14.2. La histamina genera una sefial de Ca?* de manera concentraciéon-
dependiente en fibroblastos WI-38.
La aplicacion no acumulativa de concentraciones crecientes de histamina (100

nM-1 mM) en fibroblastos cargados con Fura-2 AM se representd como una curva
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concentracion-respuesta, al analizar la curva, se observa que presenta una forma
sigmoidea, en donde el incremento de la concentracion de histamina produce un
aumento en la amplitud de la respuesta inicial (pico) de la sefial de Ca?* (Fig. 11A,
circulos negros), esto permitio determinar la concentraciéon umbral (100 nM), la
concentracion maxima (300uM) y la EC50=5.494 uM. Asi mismo, en las células que
presentaron un patrén de sefial de Ca2* con meseta, la amplitud de la meseta también
presentd unarelacién concentracion-respuesta (Fig. 11A, tridngulosazules). Paraeste
parametro la EC50=5.494 uM. En la Fig. 11B se presentan los registros tipicos para

cada concentracion de histamina empleada en la curva concentracion-respuesta.
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Figura 11. Efecto concentracion-dependiente de la histamina sobre
la sefial de Ca?* en fibroblastos de pulmén humano WI-38. A) Curva
concentracion-respuesta no acumulativa de la media + EE de la amplitud
del pico (circulos negros) y meseta (triangulos azules) de la sefial de Ca?*
en funcion de la concentracion de histamina en fibroblastos WI-38.
Coeficiente de determinacién, R?=0.9573 para la curva de amplitud del
pico y R?= 0.7764 para la curva de amplitud de la meseta. Los datos
experimentales de amplitud del pico y amplitud de la meseta fueron
ajustados a una curva concentracion-respuesta (linea negra y azul
respectivamente), utilizando la ecuacion matematica (1) descrita en la
seccion 12.8. Cada punto representa la media + EE de al menos 19
células B) Registros tipicos para cada concentracion de histamina
utilizada en la curva concentracion-respuesta. La linea basal de los
registros de Ca?* se modifico con fines de representacion para evitar su
sobreposicion.
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14.3. Desensibilizaciéon de la sefial de Ca?*, por la repetida estimulacién
de los fibroblastos de pulmén humano con histamina.

En la Figura 12A, se muestra que la aplicacion consecutiva de la misma
concentracion de histamina (300 uM) después de un lavado con PSS en una misma
célula provocé unarespuesta similar a la anterior con una disminucién en la amplitud
del pico, amplitud de la meseta (Fig. 12B) y namero de oscilaciones en la sefial de
Ca?* (Fig. 12C). Estos datos sugieren que la aplicaciéon de concentraciones maximas
de histamina (300 uM) en un mismo fibroblasto genera desensibilizacion del receptor.

La desensibilizacion homéloga es una caracteristica de los GPCR.
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Figura 12. Efecto de la aplicacién consecutiva de histamina 300uM
sobre la sefial de Ca?* en fibroblastos de pulmén humano WI-38. A)
Registro representativo de la triple aplicacion de histamina (300 uM) en
una célula, antecedidas por un lavado con PSS. B) Media + EE de
amplitud del pico y amplitud de la meseta del transiente de Ca?* evocado
por 3 aplicaciones consecutivas de histamina. C) Media + EE del namero
de oscilaciones presentadas en los primeros 400 segundos para cada una
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de las aplicaciones.La “n” representa el numerode célulasestudiadas. La
comparacion entre grupos se realiz6 empleando la prueba Kruskal-Walllis
(* = p<0.05), (ns= no significativo).

14.4. La elevacién de la [Ca?']i evocada por histamina en fibroblastos
pulmonares es mediada principalmente mediante la activacion del HiRy
en menor medida a través del HzR.

Una vez realizada la curva concentracion-respuestay la determinacion de la
concentracion maxima a la cual los fibroblastos responden a histamina, se procedio a
identificar el receptor por medio del cual la histamina ejerce su via de sefalizacion,
para ello, se emplearon antagonistas especificos de los receptores histaminérgicos,
para el HiR se empled Pirilamina (100 uM), para el H2R ranitidina (50 uM), para el HaR
Clobenpropit (50 uM) y finalmente para el receptor H4R el farmaco JNJ7777120 (10
KMM). La manipulacion farmacoldgica de los receptores histaminérgicos revel6 que, el
bloqueo de los HiR aboli6é por completo la sefial de Ca?* evocada por histamina en
fibroblastos pulmonares (Fig. 13A), el bloqueodelos H2R disminuyd significativamente
la amplitud de la sefial de Ca?* (Fig. 13B), mientras que el blogueo de H3R y H4R no
tuvo una diferencia significativa en la sefial de Ca?* respecto a la aplicacién de
histamina sin la presencia de los agonistasinversos (Fig. 13C y D). En la Fig. 13E, se
resumen los resultados estadisticos de la media + EE de la amplitud del pico del
transiente de Ca?* evocado por histamina 300 uM en ausencia (Ctrl) y presencia de
los diferentes antihistaminicos. Estos resultados podrian indicarque, para que se lleve
a cabo la elevacion de la [Ca?']i, es necesaria la activacion del HiR principalmentey
en menor medida H2R, mientras que los H3sR y H4R parecen tener una nula
participacion en el transiente de Ca?' evocado por histamina en fibroblastos

pulmonares de la linea celular WI-38 (Fig. 13E).
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Figura 13. Participacion de los receptores histaminérgicos en la
sefial de Ca?* evocadapor histamina en fibroblastos pulmonares WiI-
38. A) Registro tipico de la sefial de Ca2* evocada por histamina en
presencia del antihistaminico del HiR, pirilamina 100 pM. B) Registro
tipico de la sefial de Ca?* evocada por histamina en presencia del
antihistaminico del H2R, ranitidina50 pM. C) Registro tipico de la sefial de
Ca?* evocada por histamina en presencia del antihistaminico del HsR,
clobenpropit 50 uM. D) Registro tipico de la sefial de Ca?* evocada por
histamina en presencia del antihistaminico del H4R, JNJ-7777120 10 uM.
Todos los antihistaminicos se preincubaron durante 30 minutos previos a
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la aplicacion de histamina (no se muestra el tiempo de incubacion). Para
los experimentos By C se aplico Acido araquiddénico (AA 50 puM) posterior
a laaplicacion de histamina para corroborar la viabilidad de las células. D)
Media + EE de la amplitud del pico del transiente de Ca?* evocado por
histamina 300 uM en ausencia (Ctrl) y presencia de los antihistaminicos:
Pirilamina 100 uM (H1), Ranitidina 50 uM (H2), Clobenpropit50 pM (H3)
y JNJ-7777120 10 pM (H4). La “n” representa el numero de células
estudiadas. La comparacion entre grupos se realizé empleando la prueba
Kruskal-Wallis (* = p<0.05), (ns= no significativo).

14.5. La sefial de Ca2* evocadapor histamina en fibroblastos pulmonares

WI-38 no implica la activacion de la subunidad ai de la proteina G.

Los resultados mostrados en las Figuras 13C-13E, demuestran que los
receptores H3sR y H4R no participan en la sefial de Ca?* activada por la histamina. En
los capitulos anteriores se describi6 que los H3R y H4R estdn acoplados
candnicamente a proteinas Gai, por lo tanto, una forma de corroborar la no
participacidon de los HaR y H4R en la respuesta de histamina seria demostrar que la
inhibiciéon de la subunidad Gai, tampoco modifica la sefial de Ca?* activada por
histamina. En efecto, la preincubacién (30 min) de los fibroblastos con la toxina
pertussis (100 ng/mL), un inhibidor selectivo de la subunidad ai de la proteina G,
confirman que el incremento de la [Ca?*] evocado por histamina en fibroblastos de
pulmén humano de la linea celular WI-38 es insensible a la inhibicion de la subunidad

ai de la proteina G por la toxina pertussis (Fig. 14A-B).
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Figura 14. El pretratamiento de fibroblastos pulmonares WI-38 con la
toxina pertussis, inhibidor selectivo de la subunidad ai de la proteina
G, no inhibe la sefial de Ca?*intracelular evocada por histamina. A)
Registro tipico de la sefial de Ca?* evocada por histamina (300 uM) con la
preincubacion (30 min-no visible en el registro) de la toxina pertussis (100
ng/mL. B) Media + EE de la amplitud del pico del transiente de Ca?*
evocado por histamina en ausencia (barra azul) y presencia de la toxina
pertussis (barra gris). La “n” representa el numero de células estudiadas.
La comparacion entre grupos se realizo6 empleando la prueba t-Student
(ns=no significativo).

14.6. La histamina genera una sefial de Ca?* a través de la activacién de
la PLCYy laliberacion de Ca?* del RE.

Después de identificar que el HiIR y H2R son los receptores histaminérgicos
implicados en la sefial de Ca?* evocada por histamina, se procedi6 a diseccionarlos
fundamentos moleculares del transiente de Ca?*, para ello se emplearon los farmacos:
a) U73122 (10 puM), un inhibidor selectivo de la PLC, b) U73343 (10 uM), anéalogo
inactivo del U73122 y c¢) acido ciclopiazénico (CPA) (10 uM), un inhibidor selectivo de
la SERCA. Los resultados obtenidos demostraron que la inhibicién dela PLC con la
preincubacién de U73122 (15 min) suprime la sefial de Ca2* evocada por histamina
(Fig. 15A), pero no su anélogo inactivo (Fig. 15B). Asi mismo, el vaciamiento del RE
por medio de canales de fuga de Ca?* tras la inhibicién de la SERCA con CPA enun
ambiente libre de Ca?* extracelular previno la sefial de Ca?* evocada por histamina

(Fig. 15C). Estos resultados nos indican que el transiente de Ca?* que se genera tras
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la estimulacién con histamina en fibroblastos de pulmén humano WI-38 se debe a la
activacion de la PLCy a la salida de Ca?* del RE (Fig. 15D).
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Figura 15. Efecto dela inhibicidon selectiva de la PLCy el vaciamiento
del RE sobre la sefial de Ca?* evocadapor histamina en fibroblastos
de pulmén humano WI-38. A) Registro tipico de la sefial de Ca?*
evocada por histamina (300 uM) inhibida con la preincubacién (15 min)
del farmaco U73122 (10 uM), un inhibidor especifico de la PLC; B) pero
no por suanélogoinactivoU73343 (10 uM). EIU73122 al momento de ser
aplicadopresento unaelevacion variable en lafluorescenciague noafecto
el bloqueo ni la medicién de la sefial de Ca?* evocada por histamina. C)
Registro representativo de la sefial de Ca?* abolida por el agotamiento de
las reservas de Ca?* intracelularcon CPA (10 uM) en ausenciade Ca?*
extracelular (g Ca?*) D) Media + EE de la amplitud del pico del transiente
de Ca?* evocado por histamina 300 uM (barra azul), amplitud del pico de
histamina en presencia del inhibidor de la fosfolipasa C, U73122 10 uM
(barra negra) y amplitud del pico de histaminatras el vaciamiento de las
reservas intracelulares de Ca?* (barra blancano visible, sefialadacon una
fecha roja). La “n” representa el numero de células estudiadas. La
comparacion entre grupos se realiz6 empleando la prueba ANOVA (* =
p=<0.05).
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14.7. Los receptores de IP3 del RE tienen una participacion importante en
la sefial de Ca?* evocadapor histamina en fibroblastos de pulmén humano
WI-38.

Al demostrarse que el Ca?* intracelular que participa en la sefial de Ca?*
evocada por histamina proviene de la reserva intracelular del RE y se produce tras la
activacion de la PLC, se procedi6 a evaluar la participacion de los IP3R, ya que se ha
reportado que son la via principal de liberaciéon de Ca?* del RE en fibroblastos. Los
resultados obtenidos demuestran que tras la incubacion del 2-APB (50 uM-20 min),un
farmaco ampliamente utilizado como inhibidor del IP3R, la amplitud del transiente de
Ca?* evocado por histamina se ve reducida significativamente comparada con la
amplitud de aplicacion de histamina control, tanto en condiciones de concentracién de
Ca?* extracelular normal (Fig. 16A y C), como en ausenciade Ca?* extracelular (Fig.
16B y C), en adicién a estos resultados, se encontrd que el numero de oscilaciones
disminuyen significativamente al preincubar a los fibroblastos con 2-APB en Ca?*
normal (Fig. 16A y D)y se eliminan por completo en gCa?* (Fig. 16B y D). Aunado a
esto, la aplicacion de 2-APB a los 400 segundos del transiente de histamina, provoco
instantaneamente la eliminacién de oscilaciones y meseta, este efecto se presentd de
manera irreversible (Fig. 16E). En conjunto, estos resultados sugieren una fuerte
participacion por parte de los IP3R en el transiente de Ca2* evocado por histamina en

fibroblastos pulmonares de la linea celular WI-38.
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Figura 16. Participacién de los receptores de IP3 en la sefial de Ca?*
evocada por histamina en fibroblastos de pulmén humano WI-38. A)
Registro tipico de la sefial de Ca?* evocada por histamina tras la
preincubacion de 2-APB 50uM-20 min (trazado negro) y su control
(trazado azul oscuro). B) Registro tipico de la sefial de Ca?* evocada por
histamina en gCa?* tras la preincubacién de 2-APB 50uM-20 min (trazado
azul celeste) y su control (trazado gris). En Ay B las basales se alinearon
para fines comparativos. C) Media + EE de la amplitud del pico del
transiente de Ca2* evocado por histamina 300 uM (barra azul oscuro),
amplitud del pico de histamina en presencia del inhibidor del IP3R, 2-APB
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50 uM (barra negra); amplitud del pico del transiente de Ca2* evocado por
histamina 300 uM en gCa?* (barra azul celeste), amplitud del pico de
histamina en presencia del inhibidor del IPsR, 2-APB 50 uM en gCa?
(barra gris). La comparacion entre grupos se realizé empleando la prueba
de Mann-Whitney y t-Student respectivamente (* = p<0.05). D) Media +
EE del nimero de oscilaciones presentes en el transiente de Ca?*
evocado por histamina 300 puM (barra azul oscuro), numero de
oscilaciones evocadas por histamina en presencia del inhibidor del IP3R,
2-APB 50 uM (barra negra); numero de oscilaciones evocadas por
histaminaen gCa?* (barra azul celeste), nimero de oscilaciones evocadas
por histamina en presencia del inhibidor del IPsR, 2-APB 50 uM en gCa?
(barra gris novisible, sefialada con unafecharoja). La comparacion entre
grupos se realizé empleando la prueba de Mann-Whitney (* = p<0.05). E)
Registro tipico de la sefial de Ca2* evocada por histaminay el efecto de la
aplicacién de 2-APB a los 400 segundos.

14.8. Laentrada de Ca?* extracelular contribuye en la sefial intracelular de
Ca?*inducida por histamina en fibroblastos de pulmén humano WI-38.
Dentro de este marco, se procedié a evaluar la contribuciéon del Ca?*

extracelular, exponiendo a los fibroblastos a histamina en ausenciade Ca?* externo
para evitar la entrada de Ca?* a través de la membrana plasmatica. La histamina
provocd un aumento inmediato de la [Ca?*]i en ausencia de Ca?* extracelularen 66 de
69 células (Fig. 17A), sin embargo, se encontraron reducciones significativas en la
basal (Fig. 17B), amplitud del pico, meseta (Fig. 17C) y niamero de oscilaciones (Fig.
17D) en comparacién con el transiente de Ca?* evocado por histamina en presencia
de Ca?* extracelular. Estos resultados indican que la amplitud del pico, la amplitud de
la meseta y el nimero de oscilaciones en la sefial de Ca?* evocada por histamina se
debe tanto a laliberacién de Ca?* de almacenes intracelulares como al influjo de Ca2*
del medio extracelular. De un total de 1766 células 1114 presentaron una actividad
basal espontanea (63.08%), en los experimentos donde se retird el Ca2* extracelular

esta actividad espontanea ceso.
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Figura 17. Efecto de la remocién del Ca?*extracelular sobre la sefial
de Ca?* evocada por Histamina en fibroblastos WI-38. A) Registro
tipico de la sefial de Ca?* evocada por histamina en ausencia de Ca?*
extracelular. B) Media + EE de la [Ca?']i basal en fibroblastos al no ser
estimulados por un agonista en presencia (barra azul oscuro) y ausencia
(barra azul celeste) de Ca?* extracelular. La comparacién entre grupos se
realizé empleando la prueba t-Student (* = p<0.05). C) Media + EE de la
amplitud del pico y meseta en presencia (barra azul oscuro) y ausencia
(barra azul celeste) de Ca?* extracelular. La comparacién entre grupos se
realizé empleando la prueba t-Student para el pico y Mann-Whitney para
la meseta (* = p<0.05). D) Media + EE del numero de oscilaciones
presentadas en los primeros 400 segundos para cada una de las
aplicaciones en presencia (barra azul oscuro) y ausencia (barra azul
celeste) de Ca?* extracelular. La comparacién entre grupos se realizé
empleando la prueba Mann-Whitney (* = p<0.05).
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14.9. La entrada de Ca?* a través de los SOC juega un papel importante
en la meseta y oscilaciones del transiente de Ca?* evocado por histamina
en fibroblastos pulmonares WI-38.

Los resultados hasta ahora mencionados denotan unaimportante participacion
por parte del Ca?* extracelular tanto en la amplitud del pico y meseta como en el
naimero de oscilaciones del transiente de Ca?* al estimular a los fibroblastos con
histamina, debido a esto se procedi6é a analizar el papel que tiene la entrada de Ca?*
extracelulara través de los SOC. Para ello se emplearon los inhibidores inespecificos
de los SOC, La®* (10 uM) y Gd3* (10 uM). Los resultados mostraron que la aplicacién
tanto de La3* como Gd3* a los 400 segundos del transiente de histamina, eliminé
inmediatamente la presencia de oscilaciones y meseta, este efecto se presento de
manera reversible (Fig. 18 A-D). En resumen, estos resultados sugieren una fuerte
participacion por parte de la entrada de Ca?* a través de los SOC en el transiente de

Ca?* evocado por histamina en fibroblastos pulmonares de la linea celular WI-38.
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Figura 18. Efecto del bloqueo de la SOCE en la sefial de Ca2*evocada
por histamina en fibroblastos pulmonares. A) Registro tipico de la
sefial de Ca?* evocada por histaminay la aplicaciéon de La3* a los 400
segundos. B) Registro tipico de la sefial de Ca2* evocada por histaminay
la aplicacion de Gd®* a los 400 segundos. C) Media + EE de la amplitud
del pico y meseta del transiente de Ca2* evocado por histamina 300 uM
(barras azul oscuro), amplitud del pico y meseta inducido por histamina
tras la aplicacion de La3* (barras negras); amplitud del pico y meseta
inducido por histaminatras la aplicacion de Gd3* (barras grises). D) Media
+ EE del numero de oscilaciones presentadas en 400 segundos posterior
a la aplicacion de los inhibidores de la SOCE. Unicamente histamina
(barra azul oscuro), Gd3* (Barra negra) y La3* (Barra gris). La comparacion
entre grupos se realizé empleando la prueba Kruskal-Wallis (* = p<0.05).

14.10. El bloqueo de la entrada de Ca?*a través de los VOC no afecta la
sefial de Ca?*intracelular evocada por histamina.

Existe evidencia del papel clave que desempefian los VOC en la sefial de Ca?*
inducida por TGF-B en fibroblastos pulmonares humanos. Es por ello por lo que se
procedié a evaluar su participacion en la sefial de Ca?* intracelular inducida por
histamina. Para el analisis se emple6 un antagonista inespecifico (niquel 10 uM) y un
antagonista especifico (nifedipina 10 uM), los resultados muestran que no existen
diferencias significativas en la amplitud del pico y meseta (Fig. 19A-20A), asi como en
el nimero de oscilaciones (Fig. 19B-20B), del transiente de Ca?' evocado por
histamina al inhibir la entrada de Ca2* a través de los VOC (Fig. 19C-20C).
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Figura 19. Efecto del bloqueo inespecifico de los VOC por niquel en
la sefial de Ca?* evocada por histamina en fibroblastos de pulmén
humano WI-38. A) Registro tipico de la sefial de Ca?* evocada por
histamina en presencia de Niquel (10uM). La comparacion entre grupos
se realiz6 empleando la prueba de Mann-Whitney (ns = no significativo).
B) Media + EE de la amplitud del pico y meseta del transiente de Ca?*
evocado por histamina 300 uM (barra azul oscuro), amplitud del pico de
histaminaen presenciadel inhibidorinespecificode losVOC, Niquel 10uM
(barra negra). C) Media £ EE del nUmero de oscilaciones presentes a los
400 segundosdel transiente de Ca2* posterior a la aplicacion de histamina
300 pM (barra azul oscuro), numero de oscilaciones evocadas por
histaminaen presenciadelinhibidorinespecificodelosVOC, Niquel 10uM
(barra negra).
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Figura 20. Efecto del bloqueo especifico de los VOC por nifedipina
en la sefial de Ca%*evocada por histamina en fibroblastos de pulmén
humano WI-38. A) Registro tipico de la sefial de Ca2* evocada por
histamina en presencia de Nifedipina (10uM). La comparacion entre
grupos se realiz6 empleando la prueba de Mann-Whitney (ns = no
significativo). La Nifedipina, en algunos casos, al momento de ser aplicada
presentd una elevacion variable en la fluorescencia que no afecto el
blogueo ni la medicién de la sefial de Ca?* evocada por histamina. B)
Media + EE de la amplitud del pico y meseta del transiente de Ca?*
evocado por histamina 300 uM (barra azul oscuro), amplitud del pico de
histamina en presencia del inhibidor especifico de los VOC, Nifedipina
10uM (barra negra). C) Media + EE del numero de oscilaciones presentes
a los 400 segundos del transiente de Ca2* posterior a la aplicacion de
histamina 300 uM (barra azul oscuro), namero de oscilaciones evocadas
por histamina en presencia del inhibidor especifico de los VOC,
NifedipinalOuM (barra negra).
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15. Discusioén

La remodelacion pulmonar es la principal complicacién a largo plazo del asma,
esta se presenta cuando existe un estado inflamatorio persistente en el epitelio de las
vias respiratorias, en respuesta a este estimulo nocivo, en unintento de adaptacion se
producen cambios en la arquitectura pulmonar, como resultado de este proceso de
“cicatrizacion” se produce unarestriccion en el flujo del aire de manerairreversible. Se
ha descrito la presencia de altas concentraciones de mastocitos e histamina en la
remodelacion pulmonar y al fibroblasto como un elemento clave para el desarrollo de
esta complicacién, sin embargo, hasta ahorano se han empleado dianas terapéuticas
ni se tiene un panorama claro del efecto de la histamina en la sefializacion de Ca?* en
fibroblastos pulmonares. El papel que juega el Ca?* libre intracelular como segundo
mensajero, ha sido ampliamente estudiado en diferentestipos de células. La elevacion
de la[Ca?*]) ocurre através de distintas vias de sefalizacion yregulaunagran cantidad
de funciones celulares, en las células no excitables (como los fibroblastos), regula la
transcripcion de genes, migracién, proliferacién, expresion de proteinas, por
mencionaralgunos ejemplos. En este contexto, nuestrosresultados proveen la primera
caracterizacion detallada del efecto que genera la histaminaen la sefial de Ca?* en

fibroblastos pulmonares normales de la linea celular WI-38.

En el campo de la sefializacién de Ca?* existe una pregunta clave ¢De qué
manera un simple ion puede regular un espectro tan amplio de procesos celulares? La
respuesta radica en la enorme diversidad espacial y temporal de la sefial, ya que una
respuesta de Ca2* puede exhibir patrones infinitos (83). La introduccion de la
microfluorimetria y las técnicas de analisis de imagen han permitido a los
investigadores monitorear los cambios en la [Ca?']i en células individuales
simultaneamente, el uso de estas técnicas ha revelado un sorprendente grado de
heterogeneidad de respuestas en poblaciones de células. En nuestros resultados la
histamina evoc6 una serie de patrones complejos en la elevacién de la [Ca?']i que
mostrd al menos 4 tipos de respuesta tras la estimulacidn del agonista, los patrones
encontrados fueron 1) Un aumento transitorio de la [Ca?*] que rapidamente decayd a
la linea basal, denominado pico, 2) Una sefial bifdsica que comprendia un aumento

transitorio de la [Ca?']i seguido de aumentos periddicos en la [Ca?*]i, denominado pico
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y oscilaciones, 3) Una sefial que comprendia un aumento transitorio de la [Ca?!]i
seguido de un aumento sostenido de amplitud intermedia aunada a aumentos
periédicos en la [Ca?*], denominado pico meseta y oscilaciones, y 4) un aumento
transitorio de la [Ca?']i seguido Gnicamente de un aumento sostenido de amplitud
variable en la [Ca?']i, denominado pico y meseta. La heterogeneidad de la sefial de
Ca?* en unamisma poblacién de células se ha discutido ampliamente, la asincronia
del ciclo celulares unaexplicacién poco probable debido a que nuestros experimentos
se realizaron en fibroblastos desprovistos de suero durante 48 horas, lo que produce
un detenimiento en la fase del ciclo celular a la fase Go (84), de la misma manera,
estudios en fibroblastos y otros tipos de células han reportado que esta variabilidad no
se debe a la asincroniadel ciclo celular (82,85,86). Por otra parte, se han propuesto
como responsables de la heterogeneidad en la sefial de Ca?* a factores intrinsecos de
cada célula como variaciones en los patrones de expresion o distribucion subcelular
de los componentes que participan en lasefializaciéon de Ca?*,como lo son las diversas
isoformas de los IP3Rs (82,87—-89) o componentes de la entrada de Ca?* operada por
almacenamiento como STIM y ORAI (88). También se hareportado que la frecuencia
de oscilaciones presentes en la sefial de Ca?* depende de la concentracion del
agonista (90), asi mismo, nosotros encontramos que el namero de oscilacionesy los
patrones en la dindmica del Ca2* dependen de la concentracién de histamina, ya que
a menor concentracion predomina el patron de pico y a mayor concentracion
predomina el patron de pico, meseta y oscilaciones. Existen otros factores
mutualmente no excluyentes que podrian explicar la heterogeneidad en la respuesta
de Ca?* a histamina como lo son la concentraciéon basal de Ca?* intracelular, y la
relacion de cada célula con otras células debido a su interaccion a través de uniones
comunicantes, es importante tener en cuenta estos factores para futuras
investigaciones, asi como también, se requerirdn mas estudios para establecer la
funcion fisiolégica de la heterogeneidad de las respuestas de Ca?* en una misma

poblacion de células.

La realizacién de la curva concentracién-respuesta no acumulativa inducida por
histamina permitio determinar la ECs0(5.49 uM), la concentracion maxima (300 uM) y

la concentracién umbral (100 nM) de la elevacion de la [Ca?*)i. En 2014 Horie y
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colaboradores, demostraron que la histamina ejerce una contraccion de gel de
colageno en fibroblastos pulmonares a una concentracién de 100 nM a 100 uM (9), del
mismo modo estudios preliminares en nuestro laboratorio conducidos por Romano-
Bernabé y colaboradores demostraron que el efecto maximo que ejerce la histamina
sobre la sefial de Ca?* en fibroblastos pulmonares extraidos de donantes cadavéricos
se da a unaconcentracion de 100 uM, sin embargo, nuestros resultados demostraron
que el efecto maximo que ejerce la histamina en fibroblastos pulmonares de la linea
celular WI-38 se produce a una concentracion de 300 pM, ademas, es a esta
concentracion en la que se producen los 4 tipos de patrones en la dindmica de Ca?*,
es por ello que decidimos continuar los siguientes experimentos a una concentracion
de 300 pM.

La aplicacion consecutiva de histamina a la misma concentraciéon (300 puM)
después de realizar un lavado con PSS en un mismo fibroblasto, provocdé una
disminucion en la respuesta, este fendmeno es conocido como desensibilizacion
homéloga. La desensibilizaciéon se considera uno de los principales mecanismos de
regulacion de los GPCR; este proceso se caracteriza por una pérdida de la capacidad
de respuesta del receptor, a pesar de la presencia continua de una alta concentracion
de un estimulo. Se ha informado que la desensibilizacion homdéloga de los receptores
histaminérgicos ocurre en preparaciones de masculo liso (91,92), células HeLa (93), y

varios sistemas de células aisladas, incluidos los fibroblastos (8,94).

La histamina ejerce su actividad a través de 4 receptores acoplados a proteinas
G, los GPCR pueden verse como "interruptores celulares” que se encuentran en un
equilibrio entre el estado inactivo o "apagado" y el estado activo o "encendido”, los
antihistaminicos que no estan relacionados estructuralmente con la histamina no
antagonizan launién de la histamina, en cambio, actian como agonistas inversos, en
este sentido producen el efecto opuesto de la histamina sobre el receptor, en
consecuencia, el término preferido para definir a estos farmacos es "antihistaminicos"
en lugar de "antagonistas de la histamina” (95). En este trabajo utilizamos
antihistaminicos especificos para los 4 diferentes tipos de receptores a histamina, los
resultados mostraron que la histamina genera un aumento en la [Ca?*]i principalmente

a través del HiR y en menor medida a través del H2R, por otro lado los H3R y H4R
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parecen no jugar un papel fundamental, estos resultados se vieron apoyados debido
a que el transiente de Ca?* evocado por histaminano se vio alterado a pesar de la
ribosilacién de la subunidad ai de la proteina G por la toxina pertussis, tanto el HsR
como el H4R se encuentran acoplados a una proteina Gai, mientras que los HiR se
encuentran acoplados a una proteina Gaq y los H2R a una proteina Gas. Nuestros
resultados son consistentes con los reportados por Romano-Bernabé et al., 2012 y
Veerappan et al., 2013 en fibroblastos de pulmén humano (8,96). En contraste con
nuestros resultados, Horie y colaboradores reportaron la participacién tnicamente del
HiR en la contraccién de gel de colageno inducida por histamina en fibroblastos
pulmonares, pero noahondaron en laposible participacion del H2R a pesar de observar
unapequefiarespuesta en la sefial de Ca?* evocada por histaminaen presencia de

difenhidramina, un antihistaminico del HiR (9).

Por otra parte, Jordanay colaboradores en 1988 reportaron que la proliferacion
inducida por histamina en fibroblastos de pulmén humano normal se da Gnicamente a
través de los H2R (73). Estas discordancias en los resultados pueden deberse a la
diafonia que existe entre los HiR y H2R, la diafonia bioldgica se refiere a situaciones
en las que uno 0 mas componentes de unavia de transduccion de sefiales afectan a
la otra. Experimentos realizados por Alonsoy colaboradores en 2013 demostraron que
los HIR y H2R se desensibilizan mutuamente y se internalizan de forma cruzada
formando heterodimeros en célulasU937y célulastransfectadas de ovario de hamster
chino (97). Se puede especular que en tejidos donde coexisten ambos receptores, el
mecanismo regulador descrito anteriormente podria tener profundas consecuencias
sobre la respuesta a histamina. Otra posible explicacion es la falta de conocimiento
que existe sobre los mecanismos por los cuales los antihistaminicos bloquean la
sefalizacion de los receptores histaminérgicos. Varios estudios han sugerido que la
interaccion de la proteina G con el receptor es mas complicado de lo que se habia
previsto anteriormente (98). Es importante considerarla expresiony funcién delosHi1R
y H2R en el efecto que causa la histamina en fibroblastos de pulmén humano para
futuras investigaciones ya que en la actualidad los antihistaminicos de los HiRs se
emplean Unicamente para enfermedades alérgicas como el prurito y la rinitis alérgica,

y en el caso de los antihistaminicos de los H2Rs se emplean para enfermedades
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relacionadas con la secrecion del &cido gastrico, mientras que para el tratamiento del
asma unicamente se han empleado antihistaminicos de los H4Rs como reguladores
de la respuesta inmune. Estas futuras investigaciones podrian abrir paso a usos
terapéuticos no tradicionales de los HiR y H2R en la prevencidén de complicaciones
irreversibles del asma como la remodelacion pulmonar, donde hasta ahora no existe

un tratamiento o prevencion eficaz.

Los mecanismos que controlan lamovilizacién del Ca?* citosélico son clave para
la regulacién de numerosas funciones de las células eucariotas (47), es por ello que
después de identificara los receptores histaminérgicos responsables de la sefal de
Ca?* evocada por histamina nos dispusimos a diseccionar los fundamentos
moleculares del transiente de Ca?*. Los resultados que presentamos en este trabajo
mostraron que la inhibicion de la actividad de la PCL, asi como la deplecion de los
almacenes intracelulares de Ca?* previnieron el transiente de Ca2* evocado por
histamina. La liberacion de Ca?* de las reservas intracelulares esta mediada por una
variedad de mensajeros y canales intracelulares, una de las vias ampliamente
expresadas en las células es la via de sefializacion PLC/IP3. La union del agonista a
los GPCR resulta en la activacion de la PLC a través de las subunidades Gaq o Gpy,
esto conduce a la generacién de IP3 que llega al RE, provocando la apertura de los
canales de Ca?* sensiblesa IP3 y a la liberacién del Ca?* almacenado en el RE hacia
el citosol (99). Para evaluar la participacion de los almacenes intracelulares
empleamos el 2-ABP, un farmaco ampliamente utilizado para probar la contribucion
del IPsR en la generacién de la sefial de Ca?* intracelular. Nuestros resultados
demostraron que existe una fuerte participacién por parte de los IP3Rs en el transiente
de Ca?* evocado por histamina en fibroblastos pulmonares WI-38, pues al inhibir al
IP3R la amplitud del transiente de Ca?* se vio reducida significativamente comparada
con laamplitud de la aplicacion de histamina control, esto sucediotanto en condiciones
de concentracion de Ca?* extracelular normal, como en ausencia de Ca?* extracelular,
ademas, el nimero de oscilaciones disminuyd significativamente en Ca2* normal y se
eliminaron por completo en @Ca?". Algo que debemos recalcar en los resultados
anteriormente planteados, es que la inhibicion de los IP3Rs por el farmaco 2-APB a

pesar de disminuirla amplitud del transiente no eliminé por completo la sefial de Ca?*
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inducida por histamina como era de esperarse y como se ha reportado en otros
estudios en fibroblastos (8,9) en otros tipos de células (90), o con la aplicacion de
agonistasdiferentesa la histamina (82). Este fendmeno puede ser explicado por varias
razones, en principiola capacidad del 2-APB de penetrar en diferentestipos de células
parece variar significativamente, esto podria explicar la alta sensibilidad en algunos
tipos de célulasy la falta de efecto en otros (100). Una segunda explicacion es que el
grado de inhibicién del 2-APB depende de la concentraciéon de histamina, un trabajo
realizado en células HelLa por Peppiat y colaboradores demostré que el 2-APB fue
capaz de inhibir completamente la respuesta de Ca?' evocada por ATP a
concentraciones maximas, en contraste con las respuestas evocadas por histamina
dondeel 2-APB redujo con mayor eficacialarespuesta de histaminaa concentraciones
menores, mientras que a concentraciones submaximas de histamina ain podia verse
unasefial de Ca?* (101). Es probable que se requiera una concentracion mayor de 2-
APB para bloqueara los IP3Rs en nuestros experimentos, el problema radica en que
a pesar de ser el farmaco mas eficaz para la inhibicién de los IP3Rs, el 2-APB posee
efectos adicionales de acuerdo a su concentracion, es decir, un aumento de la
concentracion podria influir en la modulacion de la SOCE y unadisminucion de la
concentracion podria influir en la actividad de la SERCA (102). En futuras
investigaciones para conocer los efectos de la inhibicion del IP3R es necesario utilizar
al menos dos inhibidores diferentes, por ejemplo, xestosponginay 2-APB tal y como
nos aconsejan Gambarella y colaboradores en su reciente revision sobre los
moduladores de los IP3Rs (102). Se hace necesario resaltar que, aunque se ha
reportado que los almacenes intracelulares mediados por RyR no tienen una
importancia preponderante en la sefial de Ca?* evocada por histamina en fibroblastos,

habra que descartar su posible participacion en proximas investigaciones.

Si bien es cierto que los almacenes intracelulares tienen una gran participacion
en lasefialde Ca?* inducidaporhistamina, el Ca?* extracelular también juega un papel
fundamental, estas afirmaciones son apoyadas por nuestros resultados, debido a que
la aplicacion de histamina en un medio ausente de Ca2* extracelular produjo una serie
de hallazgosinteresantes, entre los que detallamos: la disminucidon dela concentracion

basal de Ca?* citoplasmatico y la disminucién de la amplitud del pico, de la amplitud
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de la meseta y el nUmero de oscilaciones. Asi mismo, observamos que la actividad
espontanea (presente en un 63.08% de un total de 1766 fibroblastos) ceso al retirarse
el Ca?* extracelular, estos hallazgos sugieren que la actividad espontanea en
fibroblastos pulmonares desprovistos de suero se debe ala entrada de Ca?* del medio
extracelular, algo similar fue reportado en un trabajo publicado por Jing-Bo Cheny
colaboradores donde describen que la presencia de oscilaciones espontaneas en
fibroblastos cardiacos humanos desprovistos se suero, se debe a la entrada de Ca?*
del medio extracelulara través de la SOCE (50). Dados estos resultados, es necesario
explorar las posibles vias de entrada para determinar el mecanismo especifico que

produce la actividad espontanea en fibroblastos de pulmén humanao.

Como se menciond en parrafos anteriores existen varias vias de entrada de
Ca?* del medio extracelular, la via principal es através de la SOCE, la cual se produce
por la deplecién de los almacenes de Ca?* intracelulares, para evaluar esta via
utilizamos La%*y Gd3*, la aplicaciéon de ambos antagonistas de los SOC a los 400
segundos después de la aplicacion de histamina abolié por completo la presencia de
oscilacionesy meseta en el transiente de Ca2* evocado por histamina en fibroblastos

pulmonares.

Otro mecanismo de entrada de Ca?* un poco menos convencional en célulasno
excitables, pero que se ha reportado como la via de entrada de Ca?* responsable de
las oscilacionesen fibroblastos pulmonares evocadas por factores de crecimiento, son
los VOC (103), para evaluarlos usamos un inhibidor especificoy uno inespecifico, en
ambos casos los resultados mostraron que los VOC no juegan un papel importante en
la sefial de Ca2* evocada por histamina en fibroblastos de pulmén humano de la linea
celular WI-38, estos nuevos resultados coinciden con los encontrados previamente en

nuestro laboratorio en fibroblastos pulmonares extraidos de donantes cadavéricos (8).

Es importante enfatizar la importancia de estudiar los mecanismos que
producen las oscilaciones de Ca2* inducidas porhistaminaen fibroblastos pulmonares.
Las células utilizan varios métodos para manipularla [Ca?*] con el fin de obteneruna
respuesta especifica, el método mas eficaz utilizado por las células es la generacion

de oscilaciones de Ca?*, estas oscilaciones pueden ocurrir en respuesta a la
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estimulacion de una gran variedad de hormonas y agonistas, o pueden ocurrir de
manera espontanea, las oscilaciones permiten que el Ca?* pueda ser desplegado sin
acumularse en niveles toxicos, algunos investigadores han propuesto que las
oscilaciones no solo son una forma de proteccién contra la toxicidad del Ca?* sino una
forma de procesamiento de informacién que involucra la modulacion de la frecuencia

asi como la amplitud de respuesta (104).

Los resultados obtenidos confirman nuestra hipétesis que la histamina genera
unasefial de Ca2* en fibroblastos pulmonares a través de la activacion de receptores
histaminérgicos, la liberacion de Ca?* de almacenesintracelularesy la entrada de Ca?*
del medio extracelular. Aln faltamucho por investigary cada vez que se descubre algo
surgen nuevas interrogantes, el trabajo aqui presentado aporta informacién valiosa
para la comprension de los mecanismos que regulan la sefial de Ca2* evocada por
histamina en fibroblastos pulmonares. Una limitacién del presente estudio es que no
utilizamos fibroblastos pulmonares de un modelo asmatico o de pacientes con asma,
resulta pertinente hacer la comparacion del efecto que genera la histamina en
fibroblastos pulmonares de vias respiratorias normales y en fibroblastos pulmonares

de vias respiratorias con asma.

16. Conclusiones
I.  La aplicacién de histamina induce unarespuesta heterogéneaen la sefial de
Ca?* en fibroblastos pulmonares WI-38 y estos patrones fueron dependientes
de la concentracion de histamina.
ll.  La histaminageneraunasefial de Ca2* de manera concentraciéon-dependiente
conunaECsode 5.49 pM.
lll.  La aplicacién consecutiva de histamina en un mismo fibroblasto produce
desensibilizacion homologa en el receptor.
IV. La sefal de Ca?" inducida por histamina se produce a través del HiR
principalmente y en menor medida a través del H2R.
V. La sefial de Ca? evocada por histamina es insensible a la inhibicién de la

subunidad ai de la proteina G de los GPCRs.
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V1.

VII.

VIII.

La histamina ejerce su efecto en la sefial de Ca?* a través de la activacion de
la PLCy del vaciamiento del RE.

Los almacenes de Ca?* sensibles a IP3 participan en la sefial de Ca?* inducida
por histamina en fibroblastos pulmonares.

El Ca?* extracelular contribuye tanto en la sefial de Ca?* evocada por histamina
como en la actividad espontanea de los fibroblastos pulmonares.

La entrada de Ca?* a través de los SOC contribuye alas oscilaciones evocadas
por histamina.

La entrada de Ca?* a través de los VOC no contribuye al transiente de Ca?*

evocado por histamina.
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