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RESUMEN

Introducciéon: La histamina es una amina biogénica sintetizada principalmente por
mastocitos, tiene extensos efectos sobre diversos tipos de células; inicialmente fue atribuida
como una molécula responsable de enfermedades alérgicas o llamadas de hipersensibilidad
inmediata como el asma, en donde en casos severos presenta complicaciones relacionadas a
efectos fibroproliferativos y remodelacion de la via aérea. En el laboratorio se ha documentado
que la histamina induce una sefial de Ca?* intracelular, pero no se ha relacionado con algln

efecto fisiologico.

Objetivo: Determinar el efecto de la histamina sobre la proliferaciébn y expresiéon de
colagena en fibroblastos de pulmén humano normal y determinar, si estos efectos estan
mediados por la via de sefializacién de Ca?*.

Material y Métodos: Los fibroblastos fueron cultivados en medio Ham F-12 con SFB al
10%, posteriormente fueron transferidos de cajas T-25 en confluencia temprana a cajas de 48y 6
pozos. Se trabajé en dos lineas de cultivos primarios de fibroblastos NOVA y FN-4-12. Las
células se pre incubaron con los respectivos antagonistas de los receptores de histamina y con
los bloqueadores de los canales de Ca?" y en presencia de éstos blogueadores se aplico la dosis
maxima de histamina. La medicién de la proliferacién y extraccion de RNAm para la elaboracion
de RT-PCR se realiz6 a las 48 horas de incubadas las células con los reactivos. Los datos se
analizaron con estadistica paramétrica, reportando promedios + DE, se usé la prueba estadistica
t de Student para muestras independientes y ANOVA para diferencia entre grupos y p

significativa < 0.05.

Resultados: La histamina a dosis de 100 pM indujo disminucion de la proliferacion y
expresion del gen de colageno a las 48 horas, en fibroblastos de pulmén humano normal (FPHN).
La disminucion de la proliferacion estuvo mediada parcialmente por los receptores H1 y H2. La
expresion del gen de colageno solo estuvo mediada por los receptores H1. Con respecto a los
blogueadores de Ca?" y su efecto sobre la proliferacion y expresion de colageno en fibroblastos,
observamos que los bloqueadores de la PLC (U73122 y U73343) afectaron directamente la
viabilidad de las células, lo cual dificulto la interpretacion de los datos. El bloqueador de la bomba
del reticulo endoplasmico (SERCA), CPA disminuy6 por si mismo la proliferacion y expresion del
gen en los fibroblastos y el efecto de la histamina no se inhibié en presencia de este bloqueador.
El efecto de los bloqueadores de los SOC (2-APB, La*" y Gd®**) en la proliferaciéon de FPHN; se

observo que 2-APB revirtié en forma parcial el efecto de la histamina, mientras que en presencia
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de lantano y gadolinio la histamina no revirtid su efecto. Con lo que respecta al efecto de los
bloqueadores de los SOC sobre la expresion del gen de colageno, se observé que ninguno de
estos bloqueadores revirtio el efecto de la histamina.

Conclusiones: Con las condiciones experimentales empleadas, la histamina disminuyé la
proliferacién de los fibroblastos, asi como la expresion del gen de colageno. Se da evidencia que
la expresion del gen de colageno en nuestros cultivos de fibroblastos estd mediada
principalmente por los receptores H1 de la histamina. En base a los resultados de nuestros
experimentos, es dificil concluir que el efecto de la histamina sobre la proliferacion y expresion
del gen de colageno en nuestros fibroblastos de pulmén humano normal, este mediado por la via
de la sefializacion de Ca?*, ya que sélo 2-APB bloqued parcialmente el efecto de la histamina en

el fendmeno de proliferacion.
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INTRODUCCION

Hace mas de un siglo que la histamina fue descubierta como una molécula responsable
de enfermedades alérgicas. Sin embargo, recientes acontecimientos en una gran variedad de
campos de investigacion han comenzado a aclarar una funcion mucho mas compleja y diversa de
dicha molécula, de sus receptores y de su metabolismo. Se han realizado estudios
experimentales donde se ha observado el efecto de la histamina como un promotor de la
proliferacion de fibroblastos (Jordana y cols., 1988; Veerappan y cols., 2013) y que por lo tanto
pudiera participar en el proceso de fibrogénesis de enfermedades pulmonares crénicas como el

asma.

En el pulmon muchos tipos de agresiones pueden desencadenar una cascada de eventos
que conlleven al desarrollo de fibrosis pulmonar, comprometiendo completamente el
funcionamiento de la via aérea. Dependiendo del tipo de lesion la resolucion de la fibrosis podria
ser posible si la exposicion futura del agente dafino fuese evitada. Desafortunadamente hay
muchas casos en los cuales la etiologia de la enfermedad es desconocida resultando en un
sindrome clinicamente llamado “idiopatico” (Stramer y cols., 2007). Kawanami y cols., 1979;
demostraron que los pulmones de pacientes con diversos trastornos fibréticos existe un
incremento del nimero de mastocitos y que éstas células parecian sufrir un proceso de
degranulacion crénica (Kawanami y cols., 1979). La relacion entre inflamacion y fibrosis es
complicada, pero ya existe suficiente evidencia que sugiere que las células inflamatorias influyen
en la fibrosis por liberacion de mediadores fibrogénicos (Stramer y cols., 2007). EIl incremento
del nimero de mastocitos asociados con fibrosis pulmonar esta bien documentado, ya que
contribuyen en la respuesta inflamatoria pero su papel en el proceso de fibrogénesis no esta aln

esclarecido (Veerappan y cols., 2013).

En el Laboratorio de Medicina Experimental y en el laboratorio de Fisiologia de la Facultad
de Medicina de la BUAP se realizé un estudio en donde se observé que la aplicacion de
histamina a cultivos celulares de fibroblastos de pulmén humano normal (FPHN) caus6 una sefal
de Ca?* intracelular de forma dosis-dependiente (Romano Bernabe, 2012). Sin embargo, aiin no
se sabe si esta sefial de Ca?* intracelular inducida por histamina es directamente la responsable
del incremento en la proliferacion y produccion de colagena por los fibroblastos. Se han descrito
hasta la fecha 4 receptores de histamina por medio del cual esta molécula ejerce su efecto a
nivel celular. Existen en el mercado agonistas y antagonistas especificos para cada uno de éstos

receptores y a través de los cuales se puede reproducir una respuesta en modelos in vitro ya sea
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inhibiéndolos o estimulandolos. También se cuenta con bloqueadores especificos de cada uno de
las vias de la sefializacion de Ca?" . Este estudio tiene como objetivo investigar el efecto que
tienen los bloqueadores de la sefial de Ca?" sobre la proliferacion celular y la expresion de

colagena inducidas por histamina en fibroblastos de pulmén normal.
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ANTECEDENTES GENERALES

ASMA
El asma es una enfermedad heterogénea, caracterizada por inflamacion crénica de la via

aérea, sus principales manifestaciones clinicas son: sibilancias, dificultad para respirar, opresion
torécica y tos que varian con el tiempo y en intensidad, junto con una limitacién variable del flujo
espiratorio (GINA, 2015). Diversos estudios han descrito una red compleja de respuesta
inflamatoria que participa en la fisiopatologia del asma, la cual involucra la liberacion de
mediadores, como eicosanoides, citocinas, quimiocinas, proteasas e histamina (Horie y cols.,
2014).

INCIDENCIA Y PREVALENCIA
La prevalencia del asma se estd incrementando en todo el mundo, y especialmente en

nifios; afectando de 1 a 18% de la poblacion en diferentes paises (GINA, 2015); por lo cual es
ahora reconocida como un serio problema global de salud, se estima que existen
aproximadamente 300 millones de pacientes y en la actualidad es causa de muerte en todo el
mundo, estimando 250 000 muertes por esta causa al afio (Horie y cols., 2014).

El asma es la enfermedad cronica mas comun en la infancia, afectando alrededor de 1 de
cada 8 nifios alrededor del mundo, y el 9.1% (6.7 millones de nifios) en Estados Unidos (Lai y
cols., 2009). Es la principal causa de hospitalizacion y ausentismo escolar en nifios de todo el
mundo. Solo en Estados Unidos, causa mas de 10.5 millones de visitas médicas anualmente, y
proyecta un costo superior a los 20 millones de délares en gastos de salud y perdida de la
productividad. En el Reino Unido, 70% de los padres de nifios asmaticos piden tiempo en su
trabajo para el cuidado de sus hijos, y cerca del 13% abandonan su trabajo completamente. Es
mas comun en paises desarrollados, sin embargo cada vez es mas frecuente en los paises en
vias de desarrollo lo cual parece estar relacionado al incremento de la urbanizacién de las
comunidades. Desde 1950 al 2000, la prevalencia del asma en Europa incrementd
dramaticamente, y posteriormente disminuy6 durante la Ultima década. Esto varia a través de
Europa desde este a oeste, lo cual probablemente se debe a cambios simultaneos del estilo de
vida en Europa occidental. La prevalencia mas baja reportada es de 1.6% en Albania y la mayor
en el Reino Unido 20.7%. (Karimi y cols., 2015).

El estudio ISAAC (International Study of Asthma and Allergy in Childhood), demostr6 que
la prevalencia de asma en nifios y adolescentes es muy variable en el mundo, siendo menor al

2% en algunos paises y mayor a 25% en otros (Strachan y cols., 2015) . En México la
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prevalencia también es variable, por ejemplo en la ciudad de México es de aproximadamente 5%
mientras que en Mérida, Yucatan es de 12%. Esta variabilidad también se correlaciona de forma
inversa con la altitud de la region y de forma directa con su temperatura. Su frecuencia también
se ve incrementada en algunas épocas del afio siendo mas frecuente entre octubre y enero. La
mayor incidencia ocurre en nifios, disminuye en la adolescencia y adultez temprana, y aumenta
ligeramente en etapas subsecuentes. En los nifios es mas frecuente en varones, pero pasada la

adolescencia se vuelve mas comun en mujeres (Vargas Becerra, 2009).

En Guadalajara, Jalisco se realiz6 un estudio en nifios en edad escolar, para determinar
factores asociados a la enfermedad, reportando una prevalencia de 8.1% de asma, obesidad de
19.9%, antecedente de tabaquismo paterno del 6.7% y en la madre de 13.3%; concluyendo que
ni la obesidad, ni el tabaquismo pasivo son factores asociados con asma en nifios mexicanos

(Bedolla-Barajas y cols., 2013).

ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO
Falta mucho por saber acerca de la etiologia de ésta enfermedad. Sin embargo, la

predisposiciébn genética es claramente evidente, la interaccion genes-medio ambiente
probablemente explique mucho de la variacion internacional en los indices de prevalencia para
alergia y asma. Factores ambientales tales como infecciones y exposicién a endotoxinas pueden
ser protectores o pueden actuar como factores de riesgo, dependiendo del tiempo de exposicion
durante la lactancia y la nifiez. Algunos factores de riesgo prenatales, incluyendo el tabaquismo
materno, han sido firmemente establecidos, pero la dieta y la nutricién, el estrés, el uso
deliberado de antibidticos pueden también afectar el desarrollo temprano de alergias y asma.
Posteriormente en la nifiez, otros factores de riesgo incluyen exposicion a alérgenos,
alimentacién al seno materno (el cual puede inicialmente proteger y posteriormente incrementar
el riesgo de sensibilizacién), el tamafio y la estructura familiar, asi como el sexo (Subbarao y
cols., 2009).

FISIOPATOGENIA
Las enfermedades alérgicas estan caracterizadas por elevacion de los niveles séricos de

Inmunoglobulina E y por una hipersensibilidad a antigenos inocuos normales como los alérgenos.
Un alérgeno particular primero se encuentra directamente con las células presentadoras de
antigenos (CPA), como lo son las células dendriticas o macréfagos. El alérgeno capturado por
las CPA es procesado y presentado a los linfocitos T CD4+. Las células T CD4+ son polarizadas

en distintos tipos de células Th (cooperadoras). El principal grupo de células Thincluye a las Th1,



Bloqueadores de la sefial de Ca?*en FPHN

Th2 y Thl7 y mas recientemente fueron descubiertas las células Th9 y Tey. Cada grupo de
células Th expresa citocinas con un perfil caracteristico que genera una respuesta inflamatoria en
las enfermedades alérgicas, como el asma bronquial. Entre estas células Th, las células Th2
juegan un papel clave en la patogenia del proceso inflamatorio en las enfermedades alérgicas
(Akdis y cols., 2004).

Las células Th2 producen citocinas, interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13, pero
pueden ser producidas por otro tipo de células. La IL-4 y la IL-13 son las citocinas representativas
de los de linfocitos Th2 que juegan un rol importante en las enfermedades alérgicas en humanos.
La IL-4 promueve la diferenciacion y proliferacién de células Th2, mientras que la IL-13 media la
hiperreactividad bronquial y la produccién de moco. La IL-5 es una citocina que es altamente
especifica para la activacién y reclutamiento de eosinéfilos y contribuye a la inflamacion
eosindfilica, una de las principales caracteristicas del asma. Las citocinas de las células Th2
disparan la produccién de quimiocinas en los fibroblastos o células epiteliales como la
CCLit/eotaxina, CCL17//TARC y CCL22/quimocina derivada de macro6fago, también promueven la
infiltracién de células inflamatorias como eosindfilos y células Th2 en sitios expuestos a
alérgenos. La IL-4 y la IL-13 estimulan la produccién de IgE en mastocitos o basdfilos, que
conduce a la liberacién de citocinas inflamatorias y mediadores quimicos como histamina,
leucotrienos y prostaglandina D2 en mastocitos. La PGD2 causa broncoconstriccion,
vasodilatacién, incremento en la permeabilidad capilar y aumento en la produccién de moco en el
asma. Esto tal vez facilita la migracion transendotelial de células inflamatorias como eosindfilos,
mastocitos, linfocitos y monocitos durante el proceso inflamatorio alérgico (Arima y Fukuda,
2011).

REMODELACION PULMONAR
En sus fases crénicas los pacientes con asma presentan un proceso de remodelacion

pulmonar, que es un dafio producido sobre el epitelio de la via aérea que estimula la generacion
de factores de crecimiento fibrolinfoproliferativos; las caracteristicas patoldégicas de ésta
remodelacion de la via aérea incluyen incremento del volumen del musculo liso, activacion de
fibroblastos y fibrosis subepitelial (Bara y cols., 2010; Del-Rio-Navarro y cols., 2006). Los
fibroblastos de pulmén activados convierten su fenotipo en miofibroblastos para adquirir la
propiedad contractil la cual genera fuerza de contraccion, y ademas participa en la remodelacion
tisular a través de la degradacion / produccion de matriz extracelular. Se especula que los

fibroblastos activados participan en la broncoconstriccion, aumentando la accion de las células
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del musculo liso bronquial para causar una limitacion al flujo de aire. Estos fibroblastos son la
clave del objetivo terapéutico en el tratamiento del asma (Hinz y cols., 2012).

La fibrosis subepitelial es un rasgo caracteristico de la remodelacion de la via aérea. Este
cambio involucra el espacio subepitelial y el engrosamiento puede ser desde 7 hasta 23 mm en
sujetos con asma, contra 4 a 5 mm en sujetos controles. La membrana basal epitelial consta de 2
estratos: la lamina basal y la lamina reticular. El engrosamiento del espacio subepitelial
corresponde a un incremento en el depdsito de colageno tipo I, Ill, V asi como fibronectina,
laminina y tenascina, ademas de otras sustancias incluyendo elastina, proteoglicanos y cartilago
(Constantino y Mello Jr, 2009). El mecanismo de depdsito de matriz extracelular es debido a un
desequilibrio entre la sintesis y la degradacion. El depésito de coldgena en los tejidos esta
controlado por un equilibrio entre las metaloproteasas de la matriz colageno degradantes (MMPs)
y sus inhibidores, los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs). En asma, los miembros
mas importantes de esta familia son la MMP-9 y el TIMP-1. La expresion incrementada de TIMP-
1 causa depdsito de matriz extracelular (Al-Muhsen y cols., 2011). Los estudios en pacientes
asmaticos han revelado el incremento en la produccién de MMP-9 y el TIMP-1 en esputo y fluido
de lavado bronquial. La principal fuente de MMP-9 en la via aérea de pacientes asmaticos se
cree que son los eosindfilos (Tagaya y Tamaoki, 2007).

La visidn convencional del estrechamiento de la via aérea en los asmaticos implica una
respuesta de fase temprana a la inhalacion de alérgenos seguido por la reaccion de fase tardia
caracterizada por infiltracion de células inmunes e inflamacion celular. En este proceso, la
histamina es liberada desde células cebadas o basofilos sensibilizados por antigenos, y tienen
un papel importante en la inflamacion alérgica a través de su capacidad de producir contraccién

del musculo liso y promocion la permeabilidad vascular (O'Mahony y cols., 2011).

TRATAMIENTO
Los corticosteroides inhalados son los medicamentos antiinflamatorios mas eficaces para

el tratamiento del asma persistente, ya que han mejorado drasticamente su evolucién; sin
embargo, aproximadamente, el 10% de los pacientes con asma grave persistente, permanecen
mal controlados a pesar de un tratamiento Optimo y presentaran mayor mortalidad. En éstos
casos, la limitacion irreversible al flujo de aire y las alteraciones en la estructura de la via aérea,
secundarias al proceso inflamatorio crénico, que ya han sido descritas y se han denominado

‘remodelacion de la via aérea” (Al-Muhsen y cols., 2011).
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Los antagonistas de los H1R se utlizan ampliamente en el tratamiento del asma
especialmente en los casos complicados con enfermedades atdpicas, tales como rinitis alérgica,
urticaria y dermatitis atépica. En una revision reciente de ensayos clinicos, se ha demostrado que
estos antagonistas son benéficos para el alivio de los sintomas de asma en los pacientes con
rinitis alérgica, mientras que las guia GINA, no recomienda los antihistaminicos como
tratamiento de primera linea en el asma (GINA, 2011). Permanece la interrogante si, los
antihistaminicos pueden ser benéficos para los asmaticos con y sin enfermedades atdpicas
(Horie y cols., 2014). Por lo tanto, aclarar su efecto sobre la remodelacion de la via aérea puede

ayudar a esclarecer el papel de los antihistaminicos en el tratamiento del asma.

La evidencia de que la histamina tenia un papel activo en la fisiopatogenia de las
enfermedades alérgicas y anafilacticas, fue el estimulo para investigar componentes que

inhibieran sus efectos patolédgicos (Parsons y Ganellin, 2006a).

HISTAMINA
La histamina pertenece a la familia de las aminas biogénicas, al igual que la dopamina, la

noradrenalina y la serotonina, se distribuye ubicuamente en el cuerpo humano. Es un potente
mediador de la inflamacion y regulador de la respuesta inmune innata y adquirida (Saligrama y
cols., 2012). Atraviesa escasamente la barrera hematoencefalica, por lo cual la histamina
presente en el SNC proviene de las neuronas histaminérgicas y, en menor proporcion, de los
mastocitos, los cuerpos celulares de estas neuronas se localizan en el nicleo tubero-mamilar del
hipotalamo posterior (Wada y cols., 1991). A nivel periférico, la histamina es sintetizada
principalmente por los mastocitos, basdfilos, células enterocromafines gastricas, pero otro tipo de
células como las plaquetas, células dendriticas (CDs) y células T, también pueden expresar
histidina descarboxilasa (HDC) (Tanaka y cols., 2004).

Estructuralmente, la histamina [2-(4-imidazolil) etilamina] tiene un anillo imidazol y un
grupo etilamino como cadena lateral. Es el producto de la descarboxilacién del aminoacido L-
histidina, una reaccién catalizada por la HDC, que requiere fosfato de piridoxal como cofactor
(Parsons y Ganellin, 2006b)(figura 1). Su sintesis requiere de dos pasos: el transporte de L-
histidina al interior de la célula y su posterior descarboxilacién por la HDC. La HDC se ha logrado
purificar de varios tejidos periféricos, como higado, riidn y mucosa gastrica, su expresion es
influenciada por citocinas, incluyendo IL-1, IL-3, IL12, IL-18, factor estimulante de la colonia de

macréfagos y FNT-a (Tanaka y cols., 2004)
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Figura 1. Sintesis y catabolismo de la histamina. El aminoacido L-histidina es descarboxilasa a histamina,
reaccion catalizada por la enzima descarboxilasa de histidina. Catabolizada por N-metiltransferasa de
histamina, convirtiendola en un metabolito inactivo 3-(tele)-metil-histamina.

La histamina se almacena en granulos principalmente en mastocitos y baséfilos, es
liberada por exocitosis rapida y transitoria en respuesta a diversos estimulos (Jutel y cols., 2009).
Tiene extensos efectos sobre diversos tipos de células, tales como células presentadoras de
antigenos, células naturales asesinas, células epiteliales, linfocitos T y B (O'Mahony y cols.,
2011). Numerosos estudios han demostrado la funcion de la histamina como modulador de la
inflamacién y de la respuesta inmune, otras funcion relevante es la de actuar como
neuromodulador; ya que participa en la regulacién suefio-vigilia, ingestion de agua y alimento,
conducta motora y sexual, aprendizaje, memoria, entre otras muchas funciones (Haas y cols.,
2008; Parsons y Ganellin, 2006a).

Una vez liberada, su degradacion ocurre basicamente por metilacibn u oxidacion, la
primera es catalizada por la enzima N-metil transferasa de histamina, la cual utiliza S-adenosil-
metionina (SAM) como donador del grupo metilo; el producto de ésta reaccién es la 3-(tele)-metil-
histamina que es metabolizada por la monoamino oxidasa tipo B (MAQOg), produciendo el acido 3-
(tele)-metil-imidazol-acético (Ogasawara y cols., 2006). La oxidacién se lleva a cabo por la
enzima diamino-oxidasa, la cual transforma a la histamina en &cido imidazol-acético, que puede

conjugarse para formar un ribésido (O'Mahony vy cols., 2011).

RECEPTORES DE HISTAMINA (HR)
El efecto de la histamina es mediado a través de receptores que pertenecen a la familia

de receptores acoplados a proteina G (GPCR), de los cuales se han identificado 4 subtipos H1R,

H2R, H3R y H4R en base a sus caracteristicas farmacolégicas, moleculares y funcionales
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(Thurmond y cols., 2008). Los GPCR llamados asi por su interaccion con proteinas G, también
se conocen como receptores transmembrana de 7 dominios (7TM); ya que contienen 7 hélices
transmembrana a-helicoidal, unidas por asas (“bucles”); la terminacion amino permanece fuera
de la célula y la terminacion carboxilo dentro (Fredriksson y cols., 2003). La proteina G posee 3
subunidades polipeptidicas diferentes, llamadas a,B y y; que tienen la capacidad de unirse a

nucleotidos de guanina, ya sea GDP o GTP (Dy y Schneider, 2004).

El receptor H1 (H1R) es una proteina de 56Kd codificado por un gen sin intrones,
localizado en el cromosoma 3p25 y contiene 487 amino&cidos. El HIR es expresado por una
gran variedad de células, incluyendo neuronas, células de las vias aéreas y de musculo liso
vascular, hepatocitos, condrocitos, células epiteliales, CDs, monocitos, neutrofilos y células T y B.
La expresién de los H1R puede ser aumentada por IL-3, IL-4 e histamina, su activacion resulta en
contraccion de las células vasculares del musculo liso en via aérea, incrementando la
permeabilidad del endotelial vascular, sintesis de prostaciclinas, factor activador de plaquetas,
liberacion de factor de von Willebrand y éxido nitrico. La tipica respuesta de hipersensibilidad
inmediata de reacciones alérgicas, tales como enrojecimiento, conjuntivitis, rinorrea,

broncoconstriccion, urticaria son el resultado de la activaciéon de los H1R (Akdis y cols., 2004).

El receptor H2 (H2R) es una proteina de 40 Kd formada por 359 aminoacidos. Es
codificada por un gen sin intrones, localizada en el cromosoma 5g35.5; en humanos el receptor
H2R muestra una alta secuencia homologa (83 a 95% identidad) a otras especies (cobayos,
ratones, ratas y perros). El H2R es expresado por una gran variedad de tejidos y células
incluyendo cerebro, células parietales gastricas, células del musculo liso, células Ty B, CDs y
tejido cardiaco. En el SNC se encuentran en las neuronas del hipocampo, la amigdala, los
nucleos del rafe, la sustancia negra; con respecto a su localizacion celular, a diferencia de los
H1R, los H2R son eminentemente postsinapticos (Haas y cols., 2008). H2R puede antagonizar
ciertos efectos de los H1R. Por ejemplo, H2R es responsable de la relajacion de células
musculares lisas en los vasos sanguineos, Utero y via aérea. Ademas, puede modular un rango
de actividades del sistema inmune, tales como degranulacion de células cebadas, sintesis de
anticuerpos, produccion de citocina, Thl y proliferacion de células T (Jutel y cols., 2009; Meiler y
cols., 2008).

El receptor H3 (H3R) es una proteina de 70 Kd y 445 aminoacidos, contiene 4 exones,
localizado en el cromosoma 20q13.33. Inicialmente, este receptor fue identificado por su

habilidad para regular la liberaciébn de histamina y otros neurotransmisores y por ello fue
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clasificado como un autoreceptor presinaptico en el SNC y periférico (Tardivel-Lacombe y cols.,
2001). También se encuentra en endotelio y células enterocromafines. El H3R es importante en
el ciclo vigilia suefio, cognicion, niveles de energia y regulacion de la homeostasis e inflamacion
(O'Mahony y cols., 2011).

El receptor H4 (H4R), muestra una homologia cercana al 40% con el H3R, el gen que
codifica para el receptor se encuentra en el cromosoma 18g11.2, contiene 390 amino&cidos, 3
exones y dos intrones. Tiene propiedades farmacoldgicas y moleculares que son similares a los
H3R. Se encuentra principalmente en células de origen hematopoyético. Es un importante
receptor para la quimoatraccién de células relevantes inmunolégicamente, tales como eosinéfilos,
células cebadas, neutréfilos, células T, CDs, ademas de influir en la produccién de citocinas por
estas células. También ha mostrado que juega un papel importante en nocicepcion, desordenes

autoinmunes, cancer de colén y mama, asi como en alergias (Dunford y cols., 2006).

VIA DE SENALIZACION DE LOS RECEPTORES DE HISTAMINA
Los H1R se encuentran acoplados a proteinas Gagi1 (figura 2 A) y al ser activados,

inducen la hidrodlisis de fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2) por accion de la fosfolipasa C (PLCB),
generando inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros
(Esbenshade y cols., 2003). El IP; se une a receptores de IPs (IPsR) presentes en la membrana
del reticulo endoplasmico (RE) promoviendo la libracién de Ca?* de éste depdsito. Por otro lado
el DAG activa a las isoformas de la proteina cinasa C (PKC) que depende de Ca?" y fosfolipidos,
lo que resulta en la fosforilacion de receptores, enzimas, canales idnicos y otras proteinas,

desencadenando multiples respuestas celulares (Hough, 2001).

Los H2R se acoplan a proteinas Gas y su activacion estimula a varias isoformas de la
enzima adenilil-ciclasa (figura 2 B), produciendo un incremento en la formaciéon de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) la cual a su vez activa a la proteina cinasa A (PKA) dependiente de
AMPc (Esbenshade y coals., 2003). Al unirse el AMPc a las subunidades reguladoras de la PKA,
se liberan las subunidades cataliticas de esta cinasa, las cuales fosforilan residuos de serina y
treonina de diversas proteinas, como la proteina de union a CRE (CREB), una proteina nuclear
gue se une al AMPc dentro del promotor de genes que responden a éste, activando su

transcripcion (Notcovich y cols., 2010).

Los H3R se acoplan a proteinas Gaio que induce disminucion en las concentraciones
intracelulares de AMPc, lo que da como resultado una disminucién de toda la cascada

desencadenada por esta molécula, como la transcripcién de genes activada por CREB (figura 2
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C). Otro efecto es la inhibicién de la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo N y
P/Q; inducir liberacién de &cido araquiddnico (AA) por la activaciéon de la PLA; (Molina-Hernandez
y cols., 2001); inhibicién del intercambiador Na*/H*; activar la via de proteina cinasa activadas por
mitdgenos (MAPKS); activar a la proteina cinasa B (PKB o Akt) (Silver y cols., 2002).

Los H4R se acoplan al igual que los H3R a proteinas Gaio, inhibiendo por lo tanto la
formacion de AMPc (figura 2 D). Otras vias de sefalizacion son la activacion de MAPKs y

movilizacién de Ca?* en mastocitos y eosindfilos (Nakamura y cols., 2000).

Figura 2. Via de sefalizacién intracelular de cada uno de los receptores de histamina. A) Los H1R se
acoplan a proteinas Gag11 activando la via de la PLC. B) Los H2R se acoplan a proteinas Gas y su
activacion estimula a varias isoformas de la enzima adenilil-ciclasa (AC). C) y D) Los H3R y H4R se
acoplan a proteinas Gaino influyendo en la disminucion de las concentraciones intracelulares de AMPc.

El Ca?* es una sefial intracelular altamente versétil, su acciéon es simple: las células en

reposo tienen una concentracién de Ca?* de 100 nM pero se activan cuando este nivel se eleva
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aproximadamente a 1000 nM. Esta versatilidad surge del uso de un extenso repertorio molecular
y de componentes de sefalizacion (Berridge y cols., 2000).

EL Caz+ COMO SEGUNDO MENSAJERO
El Ca?* es ion mas abundante en el cuerpo humano, siendo primordial para mantener el

balance celular, reflejando la importancia del Ca?*como un segundo mensajero; ya que participa
en una gran variedad de procesos celulares como metabolismo, fosforilacion y desfosforilacion
proteica, proliferacion celular, division y diferenciacién celular, transcripcion genética, fertilizacion,
inmunidad, motilidad celular, excitaciébn-contraccibn muscular, apoptosis y neurotransmision
(Berridge, 2012). Mantener la homeostasis del Ca?" es un proceso altamente integrado, donde
participa un elaborado sistema de circuitos de retroalimentacién y un conjunto de componentes
para crear la sefializacién de Ca?, como transportadores, canales, intercambiadores, proteinas de
union, buffers y bombas (Krebs y cols., 2015)(Krebs y cols., 2015)(Krebs y cols., 2015). Cada tipo
de célula expresa un conjunto Unico de componentes para crear su sistema de sefializacion de
Ca?, con propiedades espaciales y temporales diferentes; sin embargo, casi todos los sistemas
de sefializacién tienen una cosa en comun, que funciona mediante la generacion de pulsos
breves de Ca?* (Berridge y cols., 2003). Ya que altas concentraciones de Ca? en la célula por
largos periodos de tiempo pueden desencadenar muerte celular (Krebs y cols., 2015).

VIA DE SENALIZACION DE Caz+
La via de sefalizacion de Ca? puede desencadenarse, ya sea por la entrada de Ca?

desde el espacio extracelular o a través de la liberacion de Ca?* de los compartimentos de
almacenamiento interno. El mecanismo mas importante de movilizacién de Ca?* intracelular es a
través de la via del IPs, que induce liberacion de Ca?* del RE (principal depésito de Ca?
intracelular) (Guzman-Silva y cols., 2015). La cascada de sefalizacion inicia tipicamente en la
membrana plasmatica, donde la interaccion de un ligando extracelular se une a un receptor
especifico acoplado a GPCR, activando a PLCB. La PLC es una proteina soluble que se
encuentra principalmente en el citosol, y al ser activada se dirige a la membrana plasmatica,
donde hidroliza al PIP; (un fosfolipido de membrana) dando lugar a la formacién de IP; y DAG
(Guerrero-Hernandez y cols., 2010). El IP; difunde rapidamente hasta la membrana del RE,
donde activa receptores inotrépicos sensibles a IPs, conocidos como receptores para IP3 (IP3RS)
(Krebs y cols., 2015) (figura 3 ); liberando Ca?* del RE al citosol, elevando de éste modo la [Ca?*].
El Ca?" liberado de los almacenes intracelulares algunas veces es insuficiente para la total
activacion de los procesos celulares, por lo cual la entrada de Ca?' extracelular permite un

incremento sustancial en la [Ca?']. La entrada de Ca?* es un proceso ubicuo que ocurre a través
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de diversos canales de membranas permeables a Ca?* (Berra-Romani y cols., 2008; Guzman-
Silva y cols., 2015).

Homdlogos a los IPsR son los receptores inotropicos permeables a Ca?*, llamados
receptores rianodinicos (RyR), los cuales reciben su nombre debido a su alta afinidad al alcaloide
rianodina (Berridge, 2012) . Estos receptores son activados también por cafeina, Ca%" y un
metabolito de la nicotidamida-adenin-dinucleétido (NAD+), el ADP ribosa ciclico. En células
musculares, los RyR estan principalmente localizados en el reticulo sarcoplasmico (RS) y en
células no musculares se expresan en el RE. Son homo-tetrameros y presentan sensibilidad al

Ca?"de manera bifasica (Van, 2012).

ENTRADA DE Caz+ DEL MEDIO EXTRACELULAR
La [Ca?*]ien una célula en reposo es de aproximadamente 100nM y esta determinada por

el complejo equilibrio entre los mecanismos de ingreso y egreso del ién (lino, 2010). El Ca?*
puede entrar a la célula a favor de su gradiente de concentracién a través de una variedad de
canales localizados en la membrana plasmética. Estos incluyen a canales voltaje dependientes
(VOC) en células excitables; canales operados por receptor o ligando (0 receptores inotrépicos
ROC) como el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), canales activados por un agonista
intracelular (SMOC), y canales de Ca?* operada por almacenes intracelulares (SOC) (Berridge,
2012; Krebs y cols., 2015). En FPHN se ha reportado que el ingreso de Ca?* extracelular
después de la estimulacion con histamina fue a través de los SOC (Romano Bernabe y cols.,
2012)

ENTRADA DE Caz+ OPERADA POR ALMACEN (SOCE)
El RE juega un papel primordial en la regulacién de la homeostasis del Ca?*. La entrada

de Ca?* del medio extracelular mediada por los SOC, es activada por la deplecién de Ca?* del
RE. Este mecanismo de entrada de Ca?" fue posteriormente caracterizada como canales
activados por la liberacién de Ca?" (CRAC) (Parekh y Putney, Jr., 2005), pero los detalles
moleculares de este mecanismo aun son desconocidos. Ahora se sabe que los participantes
moleculares del proceso SOCE han sido identificados como STIM (Moléculas de interaccién
estromal) y ORAI, un componente esencial de los CRAC (Smyth y cols., 2010). La interaccién
de estas dos proteinas de membrana es requerida para la activacién de los SOC. STIM1 se
localiza en la membrana del RE y ORAI en la membrana plasmatica (figura 3). STIM1 es una
proteina que esta constituida por un solo dominio transmembranal y contiene un dominio EF en el

extremo N-terminal que, a su vez, penetra en el lumen del RE. La disminucion de la
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concentracion de Ca?" en el RE, es censada por este dominio que favorece la migracién de
STIM1 hacia la porcion del RE que se encuentra en estrecho contacto con la membrana
plasmatica, interactuando fisicamente con ORAI, que se considera el canal que permite la

entrada de Ca?* del medio extracelular (Krebs y cols., 2015).

Ca?2* | O/\ —

[Ca®*] 10°M

ER/SR\
SERCA

-y

!cabl il o [ \

CaZ+

Ca2t Ca?2t+ Caz2+

Figura 3. Representacion esquematica de los sistemas de transporte y union del Ca2+ que contribuyen a
la homeostasis de este i6n en la célula. Incluyen canales, bombas, transportadores, proteinas de unién a
Ca2+. El sistema reticular es el deposito de Ca?* mas importante de la célula.

REMOCION DE Caz+ DEL CITOSOL

Tanto la membrana plasmética como la membrana del RE, estdn dotadas de bombas
ibnicas con la capacidad de remover Ca?* del citosol. La bomba SERCA es responsable de la
recaptura de éste ion al lumen del RE, pertenece a la clase de ATPasas tipo-P, ya que utiliza la
energia del ATP para conducir Ca?* a través de la membrana en contra de su gradiente de
concentracion, por formacion de un intermediario de alta-energia acilfosfato con una
estequiometria de 2:1 Ca?'/ATP (Krebs y cols., 2015). Basado en la teoria clasica E1/E2, donde
la alta afinidad de unién a Ca?* ocurre en estado E1, el lado del citoplasma; mientras que el sitio
de baja afinidad para el i6n representa el estado E2, que es el lumen del RS/RE (Bublitz y cols.,
2013)

La bomba de Ca?* ATPasa (PMCA) de la membrana plasmatica es la responsable del

ajuste fino del nivel del Ca?* en la célula. El Ca?" es bombeado a través de la membrana con una
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estequiometria 1:1 Ca?*/ATP. La actividad de la PMCA es regulada de muchas formas. El mas
importante regulador de PMCA es la calmodulina, la cual interactia directamente con PMCA. Al
igual que la bomba SERCA, PMCA también pertenece a la clase de las ATP asas tipo-P,
formando un intermediario acil-fosfato de alta energia, a expensas del consumo de ATP. Los
cambios conformacionales ocurren durante el ciclo de reaccién, distinguiéndose al menos dos
diferentes estados conformacionales, E1 y E2. Calmodulina es el mayor activador de PMCA, pero
en ausencia de calmodulina, el dominio de uniéon a calmodulina interactia con dos receptores
dentro del dominio catalitico de la bomba, el cual mantiene la enzima en un estado inhibido
(Strehler y cols., 2007).

En adicion la membrana plasmatica contiene un sistema de transporte activo secundario
Na* dependiente, conocido como intercambiador Na*/ Ca?* (NCX), con la capacidad de mover un
ion Ca?* hacia el exterior de la célula por 3 iones de Na+ que ingresan a al citosol; es un sistema
de transporte de baja afinidad por Ca?*, pero con alta capacidad de transporte. EI NCX puede
cambiar su direccion de transporte si el gradiente de Na* disminuye y/o el potencial de membrana
se vuelve menos negativo y en consecuencia introducir Ca?* a la célula. Esta constituido por
nueve segmentos transmembrana y se han descrito 3 isoformas NCX1, NCX2 y NCX3 (Kimura y
cols., 2009).

BUFFERS DE Caz+ Y SENSORES DE Caz+
En el lumen de las reservas intracelulares, grandes cantidades de Ca?* son neutralizadas

por la unién a proteinas tales como calsecuestrina o calreticulina, que son diferentes de las
unidas a proteinas en el citosol como son la parvalbumina, calbidina o también llamadas

proteinas S100 (Marenholz y cols., 2004).

COLAGENO
El colageno es la proteina individual mas abundante en el cuerpo humano (constituye el

30% de las proteinas). (Ricard-Blum y Ballut, 2011). La familia de las colagenas comprende 28
miembros ordenados por nimeros romanos (I-XXVIIl). Son las proteinas mas abundantes de la
matriz extracelular. Se compone de 3 cadenas polipeptidicas, llamadas cadenas a, numeradas
con numero ardbigo. Su diversidad se debe a la existencia de varias isoformas moleculares para
el mismo tipo de colageno (ejemplo colageno tipo IV y VI) y a la composicion de isoformas
hibridas de la cadena alfa pertenecientes a dos tipos de colageno diferente (moléculas tipo V / XI)
(Ricard-Blum y Ballut, 2011). Sus efectos se han descrito sobre la regulacion de la proliferacion,

diferenciacion, migracion y adhesion celular. Las células interactian con la matriz extracelular

17



Bloqueadores de la sefial de Ca?*en FPHN

tanto mecanica como quimicamente, lo que produce notables efectos sobre la arquitectura
tisular. La familia de las coldgenas se dividen en dos grupos principales: proteinas fibrosas que
son las més abundantes y conforman el elemento estructural en la piel, huesos y cartilago; a este
grupo pertenecen los tipos: I, Il, Ill, V' y XI. Por otro lado, las proteinas no fibrosas que participan
en la formacién de la membrana basal, miofibrillas, a este grupo pertenecen los tipos: IV, VII, VIII,
X, X'y XVIII (Gistelinck y cols., 2016).

Los colagenos fibrilares son los colagenos mas abundantes en vertebrados donde juegan
un papel estructural contribuyendo a la arquitectura molecular, de forma, y propiedades
mecanicas de tejidos tales como la resistencia a la traccién en la piel y la resistencia a la traccion
en los ligamentos (Kadler, 1995). Varios colagenos, una vez que se conoce como colagenos
"menores”, son cruciales para la integridad de los tejidos a pesar de que estan presentes en
cantidades muy pequefias. El colageno IX comprende 1% del colageno de cartilago articular
adulto y el colageno tipo VII, crucial para la integridad de la piel, constituye sé6lo alrededor de
0.001% de colagenos totales (Martel-Pelletier y cols., 2008). El colageno interactla con células a
través de varios receptores, y su funcién en la regulacion del crecimiento celular, diferenciacion, y
migracion a través de la unién de sus receptores esta bien documentada (Ricard-Blum y Ballut,
2011).

El coldgeno tipo | es la proteina més abundante en mamiferos. Tiene excelentes
propiedades mecanicas y esta presente en practicamente todos los tejidos extracelulares con
funcibn mecanica. La unidad basica del colagena tipo | es el tropocolageno. Una triple hélice
formada a partir de tres cadenas polipeptidicas, producto de dos genes que codifican para la pro-
COL1Al y pro-COL1A2, los cuales estan localizados en el brazo largo del cromosoma 17. Para
el gen COL1A1, que fue utilizado en este estudio, su tamafio es de 18 Kb y consiste en 52
exones. Las cadenas polipeptidicas codificadas a partir de estos genes son de aproximadamente
1000 residuos, la triple hélice se conforma de dos cadenas a1 de COL1A1 y una a2 de COL1A2,
qgue comparten homologia en la estructura primaria, ya que presentan repeticiones en tandem de
la secuencia (Gly-X-Y), donde X suele ser prolina e Y, prolina o hidroxiprolina. El colageno sufre
modificaciones posteriores a la traduccion, como pre procolageno, se hidroxilan las residuos de
prolina y lisina, para salir del reticulo endoplasmico como pro coldgeno, unir azicares para poder
ser secretada por fibroblastos y osteoblastos principalmente. Fuera de la célula se cortan los

residuos N y C terminales para formar el colageno de la matriz (Harijith y cols., 2011)
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En el laboratorio de Medicina Experimental de la FMBUAP, se ha observado que la
aplicacion de histamina a cultivos primarios de fibroblastos de pulmén humano normal (FPHN),
caus6 un incremento en la [Ca?'] (figura 4). Posteriormente se realizd6 un estudio donde se
analizaron mecanismos moleculares implicados en la sefial de Ca?* intracelular evocados por

histamina.

Sefial de Ca”* evocada por la aplicacion de Histamina
a una concentracion de 100uM en fibroblastos de pulmén humano
Histamina 100uM

Ratio (340/380)

14

e

P ——————————————f—————
0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo(seg)

Figura 4. Registro de la sefial de Ca?* evocada por histamina en FPHN. El pico de la sefial es debida a
liberacion de Ca?* de los almacenes intracelulares y/o entrada de Ca?* extracelular, y la fase de
decaimiento es debida a los mecanismos que remueven el [Ca?"]i por: SERCA, NCX y PMCA vy a la
entrada de Ca?* del medio extracelular.

En este estudio se reporté que la concentraciéon de 100 uM de histamina incrementé las
[Ca?*]i en el 96% de las células estimuladas. Se observé ademas que la histamina emplea la via
del IP; para la liberacion de Ca?*, ya que la respuesta fue abolida cuando la actividad de la PLC
fue inhibida por U73122 (Romano Bernabe y cols., 2012). La PLC hidroliza los fosfolipidos de
membrana, generando 2 segundos mensajeros (IPs y DAG) el IP; dispara la liberacion de Ca?* de
los almacenes intracelulares. Se encontrd que esta liberacion fue completamente inhibida por el
antagonista de los receptores de IP3 llamado 2-APB. Reafirmando la idea de que la liberacion de
Ca?" desde los almacenes intracelulares es mediada por receptores sensibles a IP; provocando

un incremento en las [Ca®"]i evocadas por histamina. Estos resultados fueron consistentes con
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estudios previos realizados en células gastricas enterocromafines y fibroblastos gingivales
(Niisato y cols., 1996)

Sin embargo, aln se desconoce si ésta sefial de Ca?* esta relacionada con la proliferacién

celular e incremento de colagena inducida por histamina en fibroblastos de pulmén humano.

EFECTO DE LA HISTAMINA SOBRE LOS FENOMENOS DE FIBROPROLIFERACION
La fibrosis, es una caracteristica notable del tejido crénicamente inflamado, como

consecuencia de la acumulacién progresiva y excesiva de colageno de la matriz extracelular
secundaria al aumento de la proliferacion de fibroblastos (la principal célula mesenquimal
responsable de la sintesis de colageno intersticial). Una caracteristica del tejido pulmonar de
pacientes con enfermedad pulmonar fibrética es un aumento del nUmero de mastocitos, muchos
de los cuales estan en un estado de degranulacion parcial situado en las proximidades de la
proliferacion de fibroblastos (Cairns y Walls, 1997).

Los fibroblastos son células mesenquimales ubicuas que se encuentran normalmente en
el estroma de muchos tejidos. Son células no excitables, que producen una amplia variedad de
proteinas de la matriz extracelular (MEC) y mediadores bioquimicos como factores de
crecimiento y proteasas. En el pulmén adulto normal, estdn presentes en la adventicia de las
estructuras vasculares y de la via aérea. Al igual que otros tejidos, son comunmente cultivados
como células adherentes exhibiendo una morfologia de espiga y expresando colagena intersticial
(tipo I y Ill), carecen de membrana basal y tienen proyecciones citoplasmaticas, contienen un
ndcleo oval, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y gran cantidad de material citoplasmatico
granular, pero no expresan marcadores de otros tipos de células diferenciadas. Por lo tanto no

hay ningun marcador para indicar que son un tipo distinto de células (Phan, 2008).

En particular estos fibroblastos pueden tener origenes extrapulmonares, posiblemente
migren al pulmén en respuesta a sefiales de dafio pulmonar crénico y fibrosis. Algunas de éstas
sefales pueden ser citosinas (TNF-a, PDG, TGF-f) las cuales juegan un papel fundamental en la
regulacion de fibroblastos, circulacion y extravasacion a través de la superficie del lumen de las

células epiteliales en sitios de inflamacion tisular (Baker y Alvira, 2014).

Es generalmente aceptado que los miofibroblastos representan las células clave en la
reconstruccion fisioldgica de tejido conectivo después de un dafio, y en la generacion de
formaciones de tejido patoldgico que caracteriza a la fibrosis. Ademas, basados en reciente
evidencia que los elementos fibroblasticos tienen influencia considerable en la expresion génica

de células epiteliales subyacentes, los miofibroblastos en los pulmones lesionados también
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podrian tener un profundo efecto sobre la via aérea adyacente y las células epiteliales alveolares,
de modo que favorecen la promocion de la fibrosis (Phan, 2008).

Los fibroblastos son la principal fuente de macromoléculas extracelulares de la matriz de
tejido conectivo. La migracion y proliferacion de fibroblastos en sitios inflamatorios son
importantes procesos en la curacion de heridas y desarrollo de fibrosis. Los mastocitos,
distribuidos por todo el tejido conectivo, son efectores importantes en reacciones inflamatorias
alérgicas. Recientemente, el papel de los mastocitos en la reparacion de heridas y el proceso de
remodelacién ha estado atrayendo la atencién. Un incremento en el nUmero de mastocitos se ha
encontrado en los pulmones de pacientes con fibrosis y en modelos de fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina. Por otra parte, los mastocitos estimularon la migracién y proliferaciéon de
fibroblastos en un modelo in vitro de curacién de heridas. Estas observaciones sugieren que los
mastocitos estan implicados en el proceso de fibrosis. Estudios in vitro demostraron ademas que
la histamina fue capaz de estimular la proliferacion de fibroblastos de prepucio, la sintesis de

colageno y la migracién de fibroblastos conjuntivales (Kohyama y cols., 2010).

La relacion entre inflamacién y fibrosis es complicada, pero ya existe mucha evidencia
que sugiere que las células inflamatorias influyen en la fibrosis por liberacion de mediadores
fibrogénicos (Stramer y cols., 2007). En 1988 se realiz6 un estudio en cultivos primarios de
fibroblastos humanos donde se observé que la histamina mejor6 la proliferacién fibroblastica de
una manera dosis dependiente, con un efecto optimo a una concentracion de 107 mol/l, la
proliferacién ocurri6 cuando las células fueron expuestas por periodos de tiempo restringido
durante el crecimiento y se observé que esto dependia en parte del estadio del ciclo celular
alcanzado por los fibroblastos. La histamina indujo proliferacién mediada a través de los H1R en
los fibroblastos. Concluyendo que productos de mastocitos como la histamina pueden interactuar
y promover el incremento de la proliferacion de fibroblastos encontrados en la fibrosis pulmonar
(Jordanay cols., 1988).

En 1999 Leonardi y cols., realizaron un estudio donde estimularon fibroblastos
conjuntivales normales y de queratoconjuntivitis vernal (QCV, un tipo de conjuntivitis atopica) con
histamina en presencia de antagonistas H1 y H2, el efecto fue evaluado a través de la medicion
de la proliferacion, migracion y medicién de procolageno tipo | y Il (PIP). Observaron que los
fibroblastos derivados de QCV proliferaron con un indice mayor que los fibroblastos conjuntivales
normales en ausencia de histamina, después de la estimulacion con histamina ambos cultivos

crecieron a un ritmo similar. Tanto los antagonistas H1 como los H2 inhibieron la proliferacién
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inducida por la histamina de una manera significativa. Sin embargo los fibroblastos de QCV
fueron mas sensibles a la histamina produciendo mas PIP que los fibroblastos normales.
Concluyendo que la capacidad proliferativa de los fibroblastos de QCV puede ser el resultado de
un crecimiento selectivo de una o0 mas subpoblaciones de fibroblastos en un tejido crénicamente

inflamado (Leonardi y cols., 1999).

El mecanismo por el cual la histamina ejerce este fenébmeno no se ha esclarecido aun,
pero uno de los primeros estudios que explica uno de los mecanismos por el cual ésta molécula
actla es el reportado por Liang y cols. 2003, donde observaron en cultivos de miofibroblastos
valvulares que la histamina a través de la activacion de los H1R evocaba una sefial de Ca?",
liberando este ion desde el compartimento del RE, pero no inducia la entrada del ion. Esta
liberacién de Ca?* inducida por histamina fue oscilatoria y dependiente de la recaptura del ién al
RE por la SERCA. Al aplicar CPA un bloqueador reversible de esta bomba, después de depletar
el almacén de Ca?" sensible a histamina revelaba la presencia de un segundo y mas pequefio
almacén de Ca?* insensible a histamina en el RE. Otro efecto reportado del CPA fue la activacion
de los SOC, por lo tanto este estudio reporté en primera instancia una via de sefializacion de

Ca?* inducida por histamina a través de los H1R (Liang y cols., 2003).

En otro estudio se analiz6 la expresion génica inducida por diversas concentraciones de
histamina en fibroblastos humanos normales derivados de piel y mucosa nasal, se observé un
aumento en la expresion de colageno tipo | en los fibroblastos tratados tanto con dosis elevadas
(0.2mM y 1uM) como con dosis bajas de histamina de (1 pM). También se observé que la
expresion de los genes derivados de los fibroblastos se expres6 de manera distinta con
diferentes concentraciones de histamina y que la potencia de la accién inhibidora de los
antagonistas de los H1R no es igual para los fibroblastos derivados de la piel que para los que

derivan de la mucosa nasal (Murota y cols., 2008).

Kohyama y cols. 2010, realizaron un estudio in vitro con el objetivo de investigar el efecto
de la histamina sobre la migracion de fibroblastos de pulmon humano fetal (HFL-1). Observando
que el efecto de la histamina se incrementaba con el tiempo. Este efecto estimulatorio de la
histamina sobre la migracion de HFL-1 fue inhibida por un receptor antagonista de H4R,
JNJ7777120 (10°M). Este estudio demostr6 el potencial de la histamina para estimular la
migracion de HFL-1. Concluyendo que esta molécula puede contribuir a la regulacion de la
cicatrizacion de heridas asi como también estar implicada en el desarrollo de desérdenes

fibréticos en el pulmén. (Kohyama y cols., 2010).
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Veerappan y col. 2013, realizaron un estudio donde se observd que ratones
genéticamente deficientes de células cebadas (MCD) presentaban proteccion a desarrollar
fibrosis pulmonar inducida con bleomicina. Esta proteccion a desarrollar fibrosis desaparecia al
retar a los ratones MCD con bleomicina después de restaurar sus células cebadas pulmonares
(Veerappan y cols., 2013).

En otro estudio reciente se observé que la histamina indujo contraccion del gel de
colageno de fibroblastos de pulméon humano. Y éste efecto estuvo mediado por H1R, esta sefial
fue inhibida por el bloqueador 2-APB de la via de sefalizacibn de IP;. El efecto de los
antagonistas de los H1R y 2-APB estuvieron asociados con la inhibicién del incremento de las

concentraciones de [Ca?']; evocada por histamina (Horie y cols., 2014).
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JUSTIFICACION:

El asma y las enfermedades alérgicas son actualmente un problema de salud publica a
nivel mundial. El asma es considerada la enfermedad cronica mas comun en la infancia. Existen
mdltiples tratamientos, pero hasta la fecha los corticosteroides inhalados siguen siendo el
tratamiento mas eficaz para el asma persistente. Sin embargo, aproximadamente un 10% de los
pacientes con asma persistente, presentaran complicaciones relacionadas al dafio producido
sobre el epitelio de la via aérea con la generaciébn subsecuente de factores de crecimiento
fibroproliferativos. Ya existe suficiente evidencia, donde se ha observado que la histamina
promueve la proliferacion de fibroblastos, contribuyendo asi al desarrollo de desdrdenes fibréticos
en el pulméon. A pesar de éste conocimiento los antihistaminicos solo se recomiendan
actualmente para el tratamiento del asma, cuando se encuentra relacionada con otras
enfermedades atopicas y por lo tanto no estan aprobados como tratamiento de primera linea.
Permanece la interrogante si los antihistaminicos pueden ser benéficos para los pacientes
asmaticos aun sin manifestaciones de enfermedad atOpica. Por lo tanto, aclarar el efecto de los
antihistaminicos, en la fisiopatogenia de la remodelacién de la via aérea puede ayudar a
esclarecer el papel de estos medicamentos en el tratamiento del asma. En el laboratorio de
medicina experimental de la BUAP se observé que la histamina evoc6é una sefial de Ca?*
mediante la activaciéon de la fosfolipasa C, la cual media la produccion de IP; que induce la
liberacion de Ca?* de los almacenes intracelulares, en adicion el vaciamiento de los almacenes
intracelulares causa la apertura de canales de Ca?' en la membrana celular que permiten la
entrada de Ca?* desde el medio extracelular hacia el citoplasma. Sin embargo, aln no se tiene
evidencia de que la induccién de ésta sefial esté relacionada con el efecto de la histamina sobre
la produccién de colagena y proliferacion de fibroblastos. En éste estudio mediante el empleo de
blogueadores especificos de la sefial de Ca?* se investigd, si esta sefial inducida por histamina,
esté relacionada con su efecto fisiolégico. Esta caracterizacion contribuird a la identificacion y a
un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares; a través de los cuales la histamina
genera la produccién de coldgeno en la matriz extracelular y por lo tanto del mecanismo de
accion del proceso de remodelacion pulmonar (fibrogénesis), lo que a largo plazo impactara en el
desarrollo de abordajes terapéuticos mas efectivos para el control y prevencion de esta
enfermedad, que afecta profundamente la calidad de vida de los pacientes con fibrosis pulmonar

secundaria a asma.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se cuenta con evidencia suficiente del efecto proliferativo de la histamina
sobre diferentes tipos de células. Especificamente sobre fibroblastos, se ha demostrado que la
histamina tiene el potencial de estimular su migracién, proliferacion y por consiguiente el
incremento en la produccién de fibras de coldgeno contribuyendo asi al desarrollo de desérdenes
fibroticos en diferentes tipos de tejidos. Sin embargo, los mecanismos fisiopatogénicos a nivel
molecular que desencadenan la fibrosis subepitelial no se conocen con precisién. No se ha
encontrado en la literatura médica un estudio que aborde con claridad tal mecanismo por el cual
la histamina ejerce este efecto sobre fibroblastos de pulmén humano, asi como también el papel
gue desempeiia sobre la sefial de Ca?* intracelular y su efecto directo en la proliferacion e

incremento en la produccion de colageno, surgiendo la siguiente pregunta de investigacion:

¢La histamina causa proliferacién y expresion de coldgeno en FPHN a través de la

activacion de la via de sefializacion de Ca?*?

HIPOTESIS
La histamina incrementa la proliferacion y expresién de colageno en fibroblastos de

pulmén humano normal a través de la via de sefializacién de Ca?* intracelular

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar si la proliferacion y expresion de colagena inducida por histamina en FPHN es

mediada por la via de sefializaciéon de Ca?".

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Objetivo especifico 1: Estudiar el efecto de la histamina sobre la proliferacion y

expresion de colagena en FPHN.

Objetivo especifico 2: Estudiar el efecto de la inhibicién de los receptores H1 y H2 sobre

la proliferacion y expresion de coldgeno en FPHN.

Objetivo especifico 3: Estudiar el efecto de la inhibicién de la PLC sobre la proliferacion

y expresion de coldgeno en FPHN.

25



Bloqueadores de la sefial de Ca?*en FPHN

Objetivo especifico 4: Estudiar el efecto de la inhibicion de los receptores a IP3 sobre la

proliferacion y expresion de coldgeno en FPHN.

Objetivo especifico 5: Estudiar el efecto de la inhibicién de la bomba de Ca?" del RE

(SERCA) sobre la proliferacion y expresion de coladgeno en FPHN.

Objetivo especifico 6: Estudiar el efecto de la inhibiciéon de los canales de Ca?* operados

por los SOC sobre la proliferacion y expresion de coldgeno en FPHN.

MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:
Comparativo, Experimental, Transversal, Prolectivo, Homodémico.

UBICACION ESPACIO-TIEMPO
Este estudi6 se llevé a cabo en el Laboratorio de Medicina experimental de la Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla, con el apoyo y colaboracion del Laboratorio de Biologia

Molecular del Instituto de Enfermedades Respiratorias (INER) de la ciudad de México.

CRITERIOS DE INCLUSION:
Se incluyeron las lineas celulares obtenidas por donacion de pacientes de cualquier sexo

y edad, con diagnéstico de muerte cerebral secundaria a cualquier causa, sin antecedente de
patologia pulmonar, tabaquismo, alergia o atopia reportado por la historia clinica en el expediente

y que ademas tuvieron resultado histopatol6gico de biopsia pulmonar reportado como normal.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
Obtencion de cultivos de fibroblastos no estables.

Se excluyeron lineas celulares que presentaron un tiempo medio de duplicacion mayor a
72 horas.

Lineas celulares que se contaminaron durante el estudio o0 que no presentaron

confluencia temprana de mas del 80%.
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DEFINICION DE LA VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION:

TABLA 1. VARIABLES DE MEDICION

VARIABLE ESCALA MEDICION VALOR
Proliferacion celular Dimensional/Continua Kit comercial CCK-8 o NuUmero de células en
WST-1 relacion al control.

Expresion de Colagena | Dimensional/Continua Advantage RT-for-PCR | NUmero de copias por
pL? en relacion al
control.

Bloqueadores de los Nominal Dicotémica Kit comercial CCK-8 Presencia/ausencia

receptores de Ca?*

METODOLOGIA GENERAL PARA TODOS LOS OBJETIVOS

PREPARACION DE MEDIO PARA CULTIVO DE FIBROBLASTOS
Previa asepsia del material y radiaciéon en UV por 30 minutos. En un vaso de precipitado

en el agitador magnético con 900 ml de agua desionizada esterilizada, se administraron los
componentes en la siguiente orden: Nutrimix Ham F-12, bicarbonato de sodio 1.176 gramos y 10
ml de antibiético. Se ajustd pH a 7.4 de la solucion con el potenciometro previamente calibrado.
Posteriormente se filtr6 con técnica estéril conectando el equipo de filtracion al succionador. Para
preparar medio con suero, a la dilucién deseada se agreg6 el suero fetal bovino para ser filtrado
en el medio de la misma forma, previa inactivacion del SFB. Se incubd medio con suero y sin

suero para descartar contaminacién durante el proceso y se dio por terminado el procedimiento.

TECNICA PARA EL CULTIVO DE FIBROBLASTOS.
La muestra de pulmén de aproximadamente 1 X 1 cm se coloc6 en una caja Petri, con

tijeras iris se realizaron cortes repetidos por aproximadamente 10 minutos, se resuspendio el
tejido con 10 ml de medio sin SFB y se llevd a tubo Falcon, se agregaron 10 ml de tripsina,
agitando cada 5 minutos por 20 minutos, se detuvo la reaccion de tripsina con 20 ml de medio
con SFB, se resuspendi6 y extrajo el contenido para filtrar en un tubo Falcon colocando una gasa
estéril. El contenido obtenido se centrifug6 a temperatura de 37 GC, 200 g por 10 minutos,
posteriormente se aspir6 el sobrenadante, se resuspendié el pellet con 5 ml de medio Ham F-12
con SFB, se coloc6 2.5 ml de en caja petri de 3mm de diametro o los 5 ml en una caja T-25.
Cambiando el medio cada tercer dia. La temperatura para su optimo crecimiento fue de 37 °C en

una atmosfera de 95 % aire y 5 % de bidxido de carbono hasta alcanzar confluencia, las células
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fueron utilizadas para los experimentos a partir del pase 5 hasta el pase 12 o se congelaron en
nitrégeno liquido.

TECNICA PARA LA PROPAGACION DE LINEAS CELULARES
Una vez que las células se encontraron en confluencia de mas del 80%, se propagaron

con técnica estéril, se coloco el material en rayos UV por 30 minutos. Se retird el medio HAM F-
12 con suero fetal bovino que contenian las cajas T-25, se lavd con PBS, y posteriormente se
aplico tripsina-EDTA 2 ml, se incubd durante 1 minuto observando al microscopio que las células
se despegaran de la superficie, realizando movimientos suaves de agitacién para favorecer el
desprendimiento de las células. Posteriormente esta reaccion es inhibida con medio HAM F-12
con suero fetal bovino, se resuspendié el contenido y se paso a un tubo falcon. Se centrifugé a
una temperatura de 37°C, a 1800 rpm durante 10 minutos, posteriormente se aspird
sobrenadante dejando solo el pellet. Posteriormente se agregé 10 ml de medio HAM F-12 con
SFB y se resuspendid. Se transfieren células a dos cajas T-25 a partes iguales. Cambiando
medio cada tercer dia hasta que las células alcanzaran confluencia temprana de mas de 80%

para nuevamente ser propagadas exponencialmente.

TECNICA PARA CONGELACION DE FIBROBLASTOS
Para congelar se extrajo el medio de cultivo de las cajas y se adicionaron 1 a 2 ml de

tripsina 1 durante un minuto aproximadamente, observado al microscopio, hasta que las células
se despegaron de la superficie de la caja, una vez despegadas de la superficie se agregaron 3 a
4 ml de medio Ham F-12 con suero fetal bovino al 10% para inactivar la tripsina. Se pasaron
células a un tubo falcon, se centrifugd a 1800 rpm durante 10 minutos se extrajo cuidadosamente
el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con 1 ml de SFB més 10uL de DMSO. Las células se
colocaron en un criotubo, para ser almacenado a -70°C durante 1 dia y posteriormente se

preservan en nitrégeno liquido para volver a ser utilizadas posteriormente.

TECNICA PARA REALIZAR PROLIFERACION CELULAR WST-1 6 CCK8
Se utilizé técnica de proliferacion celular con WST-1 y CCK8. La técnica de citotoxicidad

mediante el reactivo WST-1 (sales de tetrazolium / formazan) permite analizar de una forma
directa la viabilidad celular y de una manera indirecta mide la proliferacion celular. Se trata de un
ensayo colorimétrico, de cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la degradacion de las
sales de tetrazolium WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5- (2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium] a sales de formazan, mediante la accion de las deshidrogenadas mitocondriales, que

se producen de forma natural cuando las células son viables. Esta técnica es sensible, rapida y
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sencilla, consta de los siguientes pasos; se retira el medio a cada pozo y se cambia por 100 L
medio fresco agregando 10 yL de CCK-8 6 WST, se realiza un nuevo plaqueo del medio a las
dos horas de incubacién con el reactivo en una placa ELISA de 96 pozos, observando el cambio
de coloracion lo cual indica mayor proliferacion, mayor actividad mitocondrial y por ende mayor
hidrolisis del reactivo. La lectura de la proliferacion se realizd en un multilector ELISA (FilterMax
F5, Multi-Mode Microplate Reader) a 450nm, eliminando toda burbuja, mas tarde el resultado se

traduce en numero de células.

EXTRACCION DE RNAm TOTAL POR TECNICA DE TRIzol
Se aisl6 el RNA a las 48 horas de incubadas las células con los respectivos reactivos,

mediante la técnica de TRizol reagent (sigma-aldrich) siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Se retir6 el medio de las cajas de 6 pozos, se agregd 1 ml de TRizol realizando
homogenizacion con pipeteo suave, se dejaron reposar durante 5 min para permitir la disociacion
de los complejos nucleoproteicos. La mezcla se transfirié a tubos eppendorff de 1.5 ml libres de
RNAsas. Se afiadié cloroformo 500 uL por cada ml de TRIzol y se agité vigorosamente por 15
segundos en vortex. Se introdujeron en hielo por 3 minutos. Se centrifugd la mezcla a 12,000 g
por 15 minutos a 4°C. Posteriormente se separé la fase acuosa de las muestra en otro tubo de
1.5 ml y se agregd 0.5 ml de isopropanol al 100%, se centrifugé de nuevo a 12,000 g por 10
minutos a 4°C. Posteriormente decanté el sobrenadante de los tubos para dejar solo el pellet y se
agrego etanol al 75%. Las muestras se agitaron en un vortex y se volvieron a centrifugar a 7500
g por 5 minutos a 4°C. Se decantaron las muestras y secaron a temperatura ambiente
posteriormente se diluyé el RNA con 15uL de agua inyectable. La medicién de RNAm se realiz6
en un espectrofotdmetro (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Las muestras fueron almacenadas

a -70°C para posteriormente realizar la RT-PCR.

RT-PCR
La cuantificacion en tiempo real de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) fue

utilizada para medir la expresion de coldgeno en FPHN. El RNAm total previamente extraido fue
convertido a cDNA mediante una transcriptasa reversa con el Kid Strand cDNA Synthesis
#K1632 Lot 00306591 almacenado a —20°C; realizando una mezcla por cada pozo en placas
para PCR con el siguiente orden: Oligo(dT).s Primer 1puL, Random Hexamer Primer 1pL, 5X
Reaction Buffer 4 pL, RiboLock RNase Inhibitor 1uL, dNTP Mix 2 pL, RevertAid H Minus M-MuLV
Reverse Transcriptase 1uL mas 10 uL de la muestra de RNAm, las condiciones del termociclador
fueron: 60 minutos a 42°C, 5 minutos a 25°C seguidos por 60 minutos a 42°C. Una vez obtenido

el cDNA se realiz6 PCR, preparando una solucién por muestra de Master Mix 2x 5 pul, sonda
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TagMan 60X marcada con FAM 0.166 pL (Hs00164004_ml para colageno tipo I) y agua libre de
RNAsas 0.834 pL méas 4 pL de la muestran de cDNA. Los niveles de genes de colageno fueron
estandarizados contra un gen Pol-2A utilizado como control interno. Las condiciones del
termociclador (Life Technologies QuantStudio Flex 7) fueron: 10 minutos a 95°C seguido de 40
ciclos de 15 segundos a 95°C y posteriormente 1 minuto a 60°C. Todas las RT-PCR fueron
realizadas por triplicado en al menos 3 ocasiones. Los resultados fueron calculados con la

diferencia del gen de colageno y el gen de referencia.

METODOLOGIA PARA CADA OBJETIVO ESPECIFICO

Objetivo especifico 1: Estudiar el efecto de la histamina sobre la proliferacion y

expresion de coladgeno en FPHN.

Fundamento ldgico: En un estudio reciente se observé que la histamina indujo la
contraccion de gel de colageno en fibroblastos de pulmén humano (Horie y cols., 2014). Pero
hasta la fecha no se han reportado estudios que aborde el efecto de la histamina sobre la
proliferacién y expresion de colagena en fibroblastos de pulmén humano y el mecanismo por el
cual se lleva a cabo éste efecto. En la Facultad de Medicina de la BUAP se llevd a cabo un
estudio donde se investigé la sefial de Ca?* inducida por histamina en FPHN, se realizé una
curva de concentracion-respuesta a histamina llegando a la conclusién que la dosis maxima de
histamina que generé una respuesta en el incremento de Ca?* intracelular en el 96 % de las

células estimuladas fue de 100 uM (Romano Bernabe y cols., 2012).

Metodologia: De acuerdo a los estandares de laboratorio y a la técnica estandarizada de
proliferacion, los fibroblastos fueron transferidos de cajas T-25 en confluencia temprana a placas
de 48 pozos, con concentraciones celulares de 15 x 102, 20 x 103, 25 x 10% y 30 x 102 células por
pozo para la elaboracion de la curva de calibracion y para el resto de las condiciones
experimentales se trabajé con 15 x 102 células. Las condiciones experimentales fueron: control,
histamina 100 uM y medio con SFB al 10%. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
Para los experimentos de extraccion del gen de coldgeno las células se trasfirieron a cajas de 6
pozos, la extraccidon de RNA se realizd con técnica de TRizol y posteriormente se realizO RT-
PCR. La medicion de proliferacion y extraccion de RNA se realizé a las 48 horas de incubadas

las células con los estimulos correspondientes.
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Objetivo especifico 2: Estudiar el efecto de la inhibicion de los receptores H1 y H2 sobre

la proliferacion y expresion de coldgeno en FPHN.

Fundamento l6gico: Se han descrito hasta el momento 4 receptores de histamina (H1R
a H4R) para los cuales la histamina es el agonista especifico. En estudios previos se ha
observado que la histamina actia en FPHN principalmente a través de los H1R y H2R acoplados
a GPCRs ya que presentan desensibilizacion homoéloga. En la actualidad se encuentran en el
mercado antagonistas especificos para cada uno de estos receptores; difenhidramina para los
H1R, ranitidina para los H2R, clobenpropitando para los H3R y JNJ7777120 para bloguear los
receptores H4. En estudios realizados previamente se ha observado que la histamina ejerce su
efecto en fibroblastos primordialmente a través de los receptores H1 y H2. Por lo que en éste

experimento sélo se bloquearon los H1IR y H2R.

Metodologia: De acuerdo a los estandares de laboratorio, los fibroblastos que se
encontraron en cajas T-25 en confluencia de méas del 80%, fueron transferidos a placas de 48y 6
pozos, Las células fueron pre incubadas a 37 °C pirilamina 1 uM y otras 10 uM por 20 minutos y
posteriormente se aplicé el estimulo de histamina 100 uM, los experimentos de proliferacion y

extraccion de RNAm se realizaron a las 48 horas de incubadas las células con los estimulos.

Objetivo especifico 3: Estudiar el efecto de la inhibicién de la PLC sobre la proliferacién

y expresion de colageno en FPHN.

Fundamento l6gico: Actualmente se sabe que la histamina interactia a nivel celular
mediante GPCRs activando PLC, una vez que la PLC es activada hidroliza un fosfolipido de
membrana, generando dos segundos mensajeros: IP; y DAG, el IP; unido a receptor dispara la
liberacion de Ca?* de los almacenes intracelulares. En estudios previos se ha observado que la
histamina emplea esta via del IP; para la liberacion de Ca?* intracelular, ya que la respuesta es
abolida cuando la actividad de la PLC es inhibida por U73122. Esto fue consistente con otros
estudios, donde se reporté que la histamina evocd una respuesta de movilizacién de Ca?*
intracelular mediada por la via del IP3, como segundo mensajero en otros tipos de células (Bird y
Walker, 1998).

Metodologia: Los fibroblastos fueron transferidos de cajas T-25 a placas de 48 y 6 pozos.
Posteriormente las células fueron pre incubadas durante 20 minutos con el inhibidor de PLC
U73122 y con el analogo inactivo U73343 ambos a dosis de 10 uM por 20 minutos. En presencia
de éstos farmacos se aplico la dosis de histamina 100 puM, la lectura de absorbancia se realiz6 a

las 48 horas de incubadas las células, asi como el aislamiento de RNAm para realizar RT-PCR.
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Objetivo especifico 4: Estudiar el efecto de la inhibicion de los receptores de IP3 sobre la

proliferacion y expresion de coldgeno en FPHN.

Fundamento l6gico: Desde su introduccién en el estudio de la via de sefializacion del
Ca?*, el 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB) ha sido utilizado en muchos estudios para probar la
implicacion de los IPsR en la generacion de la sefial de Ca?*. Su principal efecto antagoénico es a
través del ingreso de Ca* mas que a influir en su liberaciéon. Sin embargo, 2-APB ha sido

adoptado como un antagonista de los receptores de IP3 (IPsR) (Bootman y cols., 2002).

Metodologia: Para estudiar la participacion del IPs, evocado por histamina se utilizd 2-
APB, que es un blogueador de los IP;R. Bajo los estdndares de laboratorio, los fibroblastos
fueron transferidos de cajas T-25 a placa de 96 y 6 pozos. Las células se pre incubaron con 2-
APB a dosis de 50 uM, durante 20 minutos a 37°C en medio libre de Ca?*, posteriormente se
aplicé la dosis maxima de histamina, la medicion de proliferacion y extraccibn de RNAm se

realiz6 a las 48 horas de incubadas las células.

Objetivo especifico 5: Estudiar el efecto de la inhibicién de la bomba de Ca?" del RE

sobre la proliferacién y expresion de colageno en FPHN.

Fundamento légico: En estudios previos se ha observado que no hay sefal de Ca?
después de agotar los reservorios de Ca?* intracelular con &cido ciclopiazénico (CPA), el cual es
un inhibidor de la SERCA que impide que el Ca?" sea recapturado nuevamente al RE, lo cual

conlleva a su deplecion en el citosol.

Metodologia: Bajo los estandares de laboratorio, los fibroblastos fueron transferidos de
cajas T-25 a placas de 48 y 6 pozos. Las células fueron pre incubadas con CPA 10 uM por 20
minutos, posteriormente se aplico la dosis de histamina 100 pM, los experimentos de
proliferacion y extraccion de RNAm para determinacién del gen de coldgeno mediante RT-PCR

se realizaron a las 48 horas de incubadas las células.

Objetivo especifico 6: Estudiar el efecto de la inhibicién de los canales de Ca?* operados

por almacén (SOC) sobre la proliferacion y expresion de colageno en FPHN.

Fundamento l6gico: En el experimento realizado previamente en esta Facultad, se llego
a la conclusion de que la sefial de Ca?* evocada por histamina depende del ingreso de éste ion
del medio extracelular, lo que llevé a investigar las vias que permiten el ingreso de Ca?" a la
célula. Se observé que la histamina generé dos tipos de respuesta sostenida (meseta y

oscilaciones), que en presencia de 2-APB (bloqueador selectivo de los SOC) causé una
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depresion de la fase de meseta y un bloqueo de las oscilaciones, lo cual revirti6 después de la
remocién de 2-APB, Indicando que la fase de meseta y oscilaciones dependen de la entrada de
Ca?" del medio extracelular, y que esta entrada de Ca?" se da principalmente a través de los
canales operados por almacén intracelulares (SOC) (Romano Bernabe y cols., 2012)

Metodologia: Los fibroblastos fueron transferidos de caja T-25 una vez que se
encontraron en confluencia de més del 80% a caja de 48 y 6 pozos. Las células se pre incubaron
por 20 minutos con 2-APB 50 uM en presencia de éste farmaco se aplico la dosis maxima de
histamina 100 uM. Se usaron dos inhibidores adicionales ya conocidos de los SOC cationes
trivalentes llamados lantano (La®*") y gadolinio (Gd®"). Las mediciones correspondientes se

hicieron a las 48 horas de incubadas las células.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se procesaron en Excel y en el software SPSS version 23. El analisis se

describieron medias y desviacion estandar (DE). Los datos fueron analizados con estadistica
paramétrica, se reportaron promedios y DE, se utilizd la prueba estadistica t de Student para
andlisis de muestras independientes y para comparacion entre grupos ANOVA con prueba post
hoc de Dunnett para comparacion con el grupo control, y p < 0.05.

INFRAESTRUCTURA FiSICA Y HUMANA

Este estudio de investigacion fue realizado por la estudiante de Maestria en Ciencias
Médica e Investigacion, bajo la tutoria del D.C. Luis Guillermo Vazquez de Lara Cisneros y bajo

la co-tutoria del D.C. Roberto Berra Romani.

Dicha investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Medicina Experimental, con el
apoyo del Laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina de la BUAP, en colaboracién
con el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Enfermedades Respiratorias de la ciudad

de México. Bajo el financiamiento de la BUAP.
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio de investigacion siguid los lineamientos éticos establecidos por lo
principios béasicos de la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, informe
Belmont, Ley General de salud en materia de investigacion para la salud y el Reglamento para la
investigacion en seres humanos capitulo VI (articulo 59 y 60), capitulo Il (articulo 74) de la
investigacion en drganos, tejidos y sus derivados, productos y cadaveres de seres humanos. Asi
como lo establecido en el titulo 14 de la Ley General de Salud y su reglamento en materia de
control sanitario de la disposicién de érganos, tejidos y cadaveres de seres humanos. Asi mismo
nuestra investigacion se apega a los lineamientos de la Ley Estatal de Salud del Estado de
Puebla (articulos 85, 86, 87, 88 y 89), y del titulo sexto que hace referencia al control sanitario de
la disposicion de érganos, tejidos y cadaveres de seres humanos en su capitulo | siguiendo los
postulados de los articulos 90 y 91, el capitulo Il de érganos y tejidos (articulos 101, 103,106 y
110).

Se elabord carta de consentimiento informado debidamente estructurado en base a los
lineamientos de la Ley General de salud (articulos 324, 325,326 y 327). De acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana (inciso 4.3) en materia de investigacién, al documento escrito, signado por el
investigador principal, el paciente o su familiar, tutor o representante legal y dos testigos,
mediante el cual el sujeto de investigacion acept6 participar en una investigacion (en éste caso
toma de tejido pulmonar de donante fallecido) una vez que recibié la informacion suficiente,
oportuna, clara y veraz sobre los riesgos y beneficios esperados posterior a la toma de muestra.
Los datos obtenidos en dicho consentimiento se manejaron de manera confidencial,

salvaguardando la privacidad y la dignidad del donador y sus familiares.

El protocolo fue sometido a revision para su aprobacién por parte del Comité de
Investigaciéon de la Facultad de Medicina de la BUAP y fue registrado en la secretaria con los
siguientes datos

Fecha de registro: 23 de Noviembre de 2015
NUmero de libro: 2
NUmero de hoja: 15

NUmero de registro: 384
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PROLIFERACION
La estandarizacion de la técnica de proliferacion celular mediante la técnica con WST-1 y

CCK-8 se realizo de la siguiente manera. Los fibroblastos fueron transferidos de cajas T-25 una
vez que se encontraron en confluencia temprana de méas del 80%, a cajas de 96 pozos, en
concentraciones celulares de 5 x 103, 10 x 103, 15 x 10®, 20 x 10% y 25 x 10? células por pozo,
para realizar curva de calibracion, para el resto de los pozos sélo se colocaron 5 x 10% células
para realizar los experimentos, se dejaron las células en incubacion por una noche en medio
Ham F-12 con SFB al 10% y al dia siguiente se cambié el medio para colocar las condiciones
experimentales, también se realizé la medicion basal y la curva de calibracién, la cual fue
aceptable cuando la R? era mayor de 0.95. Se observé que la curva perdia linealidad cuando el

namero de células por pozo era mayor de 20 x 102 (figura 5).
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Figura 5. Curvas de calibracién celular con concentraciones celulares de 5 x 103, 10 x 103, 15 x 103, 20 x
10% y 25 x 102 por pozo. Linea NOVA P: 10, las células fueron transferidas de cajas T-25 en confluencia
temprana a caja de 96 pozos, la medicion de la proliferacién se realiz6 mediante ensayo colorimétrico con
CCK-8 dejando incubadas las células con el reactivo por 2 horas, con ayuda de un multilector a 450 nm,
curva con R2 menor de 0.95 B) Linea NOVA P: 11 curva de calibracion células con concentraciones
celulares no mayores de 20 x 103.
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Posteriormente las mediciones de proliferacion fueron realizadas a las 0 horas (basal), 24,
48, 72 y 96 horas con 3 condiciones experimentales : control (con medio + SFB al 0.5%),
histamina 100puM y medio con SFB 10%, por triplicado por cada condicion. La lectura de
proliferacion celular se realiz6 en un multilector FILTER MAX FS a 450nm con la técnica
colorimétrica ya mencionada en la metodologia. (figura 6). Con el fin de establecer el tiempo de
medicion para el resto de los experimentos y en base a lo reportado en la literatura por Jordana y
cols., 1988, donde se reporté que el mayor efecto de la histamina sobre la proliferacion de los
fibroblastos fue después de las 38 a 48 horas de haber aplicado el estimulo; se realizaron las
mediciones de proliferacion y extraccion RNA a las 48 horas, para el resto de los experimentos

con los bloqueadores.
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Figura 6. Experimentos diversos de proliferacion con 3 condiciones: control, histamina y medio con SFB al
10%, la medicién de la proliferacion se realiz6 a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Las células fueron transferidas
de cajas T-25 a cajas de 96 pozos, incubadas por una noche, las condiciones experimentales se colocaron
al dia siguiente. La medicion de proliferacion se realizé mediante ensayo colorimétrico con 2 horas de
incubacion con CCK-8, en un multilector FILTER MAX FS a 450nm. A) Linea NOVA P: 9 B) Linea NOVA
P: 10 y C) Linea FN-4-12 P: 9.

En estos experimentos observamos un comportamiento erratico del control, con tendencia
a la disminucion de la proliferacion conforme pasaban las horas, otro de los inconvenientes de
estas condiciones experimentales fue la gran dispersion en los valores de las réplicas. Pensamos
que esto era debido al tamafio de los pozos; otra de las condiciones que decidimos agregar fue el
de sincronizar las células por 24 horas. Por lo cual en los siguientes experimentos, decidimos
emplear pozos con una superficie mayor, aumentando la cantidad de células. Al igual que los
experimentos en placas de 96 pozos se observé que la curva perdia linealidad (figura 7 A)
cuando la concentracién era mayor de 30 x 10® células por pozo. En la figura 7 se muestran los

resultados de las curvas de calibracién en placas de 48 pozos.
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Figura 7. Curvas de calibracion celular en diferentes lineas celulares. Se colocaron concentraciones
celulares de 15 x 103, 20 x 103, 25 x 103, 30 x 10° y 35 x 10°. Las células fueron transferidas de cajas T-25
en confluencia temprana a caja de 48 pozos, sincronizadas por 24 horas, la medicion de la proliferacion se
realiz6 mediante ensayo colorimétrico con CCK-8 dejando incubadas las células con el reactivo por 2
horas, la absorbancia fue medida en un multilector a 450 nm. A) Linea NOVA P: 11 B) Linea NOVA P: 12,
curva con concentracién celular no mayor de 35 x 103 células por pozo

Siguiendo los pasos de la modificacidbn de la técnica de proliferacién, se realizaron
experimentos por triplicado con 3 condiciones: control (medio Ham-F-12/SFB 1%), histamina
100uM y medio con SFB al 10%; las células se pre incubaron por 24 horas con medio sin suero
con el fin de sincronizarlas; es decir que la mayoria de ellas estuviesen en G1 del ciclo celular. La
celularidad en el control se mantuvo estable a las 48 horas de incubacién, con una menor
dispersion de los triplicados. La absorbancia fue menor que en los experimentos anteriores,
probablemente por la sincronizacién lo que hace que las células estén metabdlicamente menos

activas (figura 8).
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Figura 8. Experimento de proliferacion celular con 3 condiciones experimentales: control, histamina 100uM
y medio con SFB 10%,se realiz6 medicion de absorbancia basal y a las 48 horas, Linea NOVA P: 9, las
células fueron transferidas de cajas T-25 a cajas de 48 pozos, incubadas por una noche, los estimulos se
colocaron a las 24 horas de haber sincronizado las células con medio sin suero, se utilizé ensayo
colorimétrico mediante CCK-8 a las 48 horas de incubadas las células con los estimulos, en un multilector
FILTER MAX FS a 450nm.

TECNICA DE PROLIFERACION ESTANDARIZADA

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Transferir de células en confluencia temprana de cajas T-25 a cajas de 48 pozos: con
concentraciones celulares de 15 x 10%, 20 x 103, 25 x 103y 30 x 10% células por pozo para
elaboracion de la curva de calibracién y para el resto de los experimentos colocar solo 15
x 102 células por pozo.

Plaguear con medio Ham-F12 con SFB al 10% y dejar incubando las células por una
noche.

Sincronizar los cultivos celulares por 24 horas (con medio sin suero).

Colocar las condiciones experimentales con células sincronizadas y realizar medicion la
absorbancia basal y curva de calibracion.

Utilizar como control medio Ham- F12 con SFB al 1%, el resto de las condiciones deberan
ser diluidas con la misma condicion que el control.

Medir proliferacion celular a las 48 horas de incubadas las células, con CCK-8 dejando
incubando las células con el reactivo por 2 horas.

Realizar absorbancia en un multilector a 450 nm.
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EFECTO DE LA HISTAMINA SOBRE LA PROLIFERACION EN FPHN

Con la técnica de proliferacién ya estandarizada se prob6 el efecto de la histamina sobre
la proliferacion de los FPHN. Se observé que la histamina disminuy6 la proliferaciéon de los
fibroblastos, al realizar prueba estadistica t para muestras independientes se encontré una
diferencia estadisticamente significativa p=0.037 (figura 9).
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Figura 9. Efecto de la histamina sobre la proliferacion de FPHN a las 48 horas. Linea NOVA P: 11 Los
fibroblastos fueron transferidos de cajas T-25 a cajas de 48 pozos, previo a la aplicacion de la condiciones
experimentales las células fueron sincronizadas por 24 horas, se realiz6 medicion de absorbancia con
ensayo colorimétrico con CCK-8. Los experimentos se realizaron por triplicado, los datos fueron analizado
con pruebat para muestras independientes p= 0.038

EFECTO DE LA INHIBICION DE LOS RECEPTORES H1 Y H2 SOBRE LA PROLIFERACION EN FPHN

Para probar el efecto de los antagonistas de los receptores H1 y H2 sobre la proliferacién
en los FPHN se utilizo el antagonista de los H1R pirilamina y para bloquear a los H2R se utilizé

cimetidina a dosis de 1 uM y 10 UM respectivamente.

Se observé que pirilamina no modifico la proliferacion de los fibroblastos con respecto al
control, el comportamiento de cimetidina fue similar al de pirilamina, ambos antagonistas

inhibieron parcialmente el efecto de la histamina, ya que al realizar andlisis de los datos con
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ANOVA y prueba post hoc de Dunnett no se encontraron diferencias significativas, excepto en el
grupo de histamina (figura 10).
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Figura 10. Efecto de la inhibicion de los receptores de H1 y H2 sobre la proliferacién de FPHN. Linea
NOVA P: 12. Las células fueron transferidas de cajas T-25 a placas de 48 pozos, previa sincronizacién por
24 horas, posteriormente se aplicaron las condiciones experimentales. La medicién de la proliferaciéon se
realiz6 mediante técnica colorimétrica con CCK-8 en un multilector a 450 nm. Los datos fueron analizados
con prueba estadistica ANOVA y prueba post hoc de Dunnett para comparacién con el grupo control. Cada
caja representa el rango intercuartilico (RI) de 3 mediciones de proliferacion **p= <0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LA PLC SOBRE LA PROLIFERACION EN FPHN

Para estudiar el efecto de la inhibicion de la PLC sobre la proliferacién de los fibroblastos

se emple6 U73122 y su analogo inactivo U73343 ambos a dosis de 10 uM.

Los resultados de proliferacion con U73122 asi como de U73343, no fueron interpretables
debido a que éstos bloqueadores afectaron directamente la viabilidad de las células,
corroborando por inspeccién visual en microscopio que la celularidad de los pozos estaba
disminuida previo a la aplicacién de CCK-8 (figura 11).
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Figura 11. Efecto de la inhibicion de la PLC sobre la proliferacion en FPHN. Linea NOVA P: 12. Las células
fueron transferidas de cajas T-25 a cajas de 48 pozos. La medicién de proliferacion se realizé mediante
ensayo colorimétrico con CCK-8 a las 2 horas de incubacion con el reactivo con ayuda de un multilector a
450 nm. Las graficas de caja representan el rango intercuartilico de 9 mediciones de proliferacion. Los
datos se analizaron con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett para diferencia entre grupos ** p= <0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SERCA SOBRE LA PROLIFERACION EN FPHN.

Para estudiar este objetivo se utilizo CPA un blogueador selectivo reversible de la
SERCA. Los resultados con CPA son poco interpretables ya que se observo que este bloqueador
disminuyd la proliferacion de los FPHN por si mismo, de una manera estadisticamente
significativa en relacion al control (p=0.002), y en presencia de este bloqueador el efecto de la
histamina no fue inhibido, estos datos nos sugieres que la histamina no ejerce su efecto a través
de la inhibicion de la SERCA (figura 12).
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Figura 12. Efecto de la inhibicién de la SERCA sobre la proliferacion en FPHN. Linea NOVA P: 12. Las
células fueron transferidas de cajas T-25 a cajas de 48 pozos. La medicion de proliferacién se realiz6 con
ensayo colorimétrico con CCK8 a las 2 horas de incubacién con el reactivo, en un multilector a 450 nm.
Las cajas representan el rango intercuartilar de 3 mediciones de proliferacion, los datos fueron analizados
con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett para diferencia entre grupos **p= <0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LOS SOC SOBRE LA PROLIFERACION EN FPHN.

Para inhibir a los SOC se utiliz6 2-APB y otros dos bloqueadores llamados La*" y Gd®*

ambos a dosis de 10uM.

Se observé que La* y Gd** no modificaron la proliferacion de los FPHN; y en presencia
de éstos bloqueadores el efecto de la histamina no fue inhibido, a excepcién de 2-APB que si
parece bloguear parcialmente el efecto de la histamina; sin embargo, al realizar analisis
estadistico con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett no se encontrd diferencia significativa con
respecto al control (p= 0.11) (Figura 13). En base a esta informacion podemos decir que el efecto
de la histamina sobre la proliferacion de FPHN est4 regulado al menos parcialmente por la
inhibicion de los SOC especificamente por 2-APB.
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Figura 13. Efecto de la inhibicién de los SOC sobre la proliferacion de FPHN. Linea NOVA P: 12 Los
fibroblastos fueron transferidos en confluencia temprana de cajas T-25 a cajas de 48 pozos, los estimulos
se agregaron después de 24 horas de sincronizacion, la medicion de la proliferacion se realizé con CCK-8.
Las graficas de caja representan el rango intercuartilico de 6 mediciones de proliferacion, los datos fueron
analizados con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett para diferencia entre grupos ** p= < 0.05
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DETERMINACION DEL GEN DE COLAGENO

Para la determinacién del gen de coldgeno en los FPHN se siguieron pasos similares al
de la de la técnica estandarizada de proliferacién celular como la transferencia de los fibroblastos
con medio Ham-F12 con SFB al 10%, mismas condiciones del control, dilucion de los
bloqueadores con las misma condicién que el control asi como de la histamina y sobre todo la
sincronizacion de los cultivos, en éstos experimentos debido a la necesidad de aislar una
cantidad adecuada de RNA se utilizaron pozos de mayor superficie y por ende mayor nimero de
células por pozo.

El aislamiento de RNA total se realiz6 a las 48 horas de incubadas las células mediante
técnica de TRIzol, y posteriormente se realiz6 RT-PCR con la técnica que se describe en la
metodologia.

TECNICA ESTANDARIZADA PARA OBTENCION DEL GEN DE COLAGENO EN FPHN

1) Transferir de células en confluencia temprana de cajas T-25 a cajas de 6 pozos,
realizando el calculo del nimero de cajas necesarias para llenar una placa de 6 pozos
dividiendo el area de la caja T-25 (25 cm?) entre la suma de la superficie de la caja de 6
pozos (9.5 cm?).

2) Plaquear con medio Ham-F12 con SFB al 10% e incubar los cultivos.

3) Sincronizar los cultivos celulares por 24 horas (con medio sin suero), al observar que las
células estén en confluencia temprana.

4) Colocar las condiciones experimentales con células sincronizadas.

5) Utilizar como control medio Ham- F12 con SFB al 1%, el resto de las condiciones deberan
ser diluidas con la misma condicion que el control.

6) Aislar RNA total a las 48 horas de incubadas las células con las condiciones con técnica
de TRizol ya descrita, congelar el RNA a —70°C.

7) Descongelar RNA para realizar RT-PCR conservando la muestra siempre en hielo.

La determinacion del gen de colageno fue realizada con so6lo 3 condiciones
experimentales: control (medio Ham F12/SFB1%), histamina 100 pM y medio con SFB al 10%. El
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resultado observado fue que la histamina disminuy6 la expresion del gen de coldgeno en
comparacion al control, al aplicar prueba estadistica t para muestras independientes se reporta
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0028), en la figura 13 se muestra el resultado
del grupo de histamina y el control.
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Figura 14. Efecto de la histamina sobre la expresion del gen de colageno en FPHN. Linea NOVA P: 11 Se
transfieren fibroblastos de cajas T-25 a placas de 6 pozos, previo a la aplicacién de las condiciones
experimentales las células son sincronizadas por 24 horas. La extraccién de RNA se realiza a las 48 horas
de incubacion por técnica de TRizol. Las cajas representan el rango intercuartilico de 12 mediciones de
RT-PCR, los datos fueron analizados con prueba t para muestras independientes ** p=0.0028.
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EFECTO DE LA HISTAMINA SOBRE LA EXPRESION DE COLAGENO EN FPHN

Se realiz6 RT-PCR por triplicado por cada pozo para cuantificar la expresion del gen de
coldgeno a las 48 horas de aplicarse el estimulo de histamina. Se utiliz6 la metodologia ya
descrita anteriormente. El resultado tuvo consistencia en los experimentos subsecuentes
corroborando que en las lineas celulares utilizadas en éstos experimentos la histamina disminuyo
la expresion de colageno; al realizar prueba estadistica t para muestras independientes se obtuvo

una diferencia estadisticamente significativa p= 0.038 (figura 15)
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Figura 15. Efecto de la histamina sobre la expresion del gen de colageno en FPHN. Linea Nova: P: 11y P:
12, resultado de dos experimentos por duplicado. Los fibroblastos son transferidos de cajas T-25 a placas
de 6 pozos, previo a la aplicacion de las condiciones experimentales las células son sincronizadas por 24
horas, la extraccion del RNA se realiza mediante técnica de TRizol a las 48 horas de incubacion de las
células, se realiza RT-PCR por triplicado. Las cajas representan el rango intercuartilico de 12 mediciones
de RT-PCR, los bigotes los valores minimo y maximo, los datos fueron analizados con prueba t para
muestras independientes ** p=< 0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LOS RECEPTORES H1 Y H2 SOBRE LA EXPRESION DE COLAGENO
EN FPHN
Para probar el efecto de la inhibicién de los H1IR y H2R sobre la expresion de colageno

s6lo se utiliz6 un antagonista de cada receptor, pirilamina para bloquear a los H1R y cimetidina
como bloqueador de los H2R a dosis de 1 uM y 10 uM respectivamente. Las células fueron

tratadas con la metodologia ya referida.

Se observé que al aplicar pirilamina no se modificé la expresion de coldgeno como era
de esperar con respecto al control, y en presencia de este antagonista el efecto de la histamina
fue claramente inhibido, al analizar los datos con ANOVA vy realizar prueba post hoc de Dunnett
para comparar con el control se encontrg diferencia estadisticamente significativa p=< 0.05

El efecto de la cimetidina sobre la expresién de colageno es poco valorable ya que al
igual que la pirilamina no debié haber modificado la expresiéon del gen colageno con respecto al
control, queda la interrogante si la cimetidina ejercié un efecto toxico sobre los fibroblastos, o
quiza debamos emplear una dosis menor, sin embargo el efecto de la histamina no fue inhibido
en presencia de este antagonista como sucedi6 con pirilamina, incluso pareciera disminuir la
expresion del gen aun mas, los datos que tenemos en cuanto al comportamiento de la cimetidina
son poco interpretables por lo expuesto anteriormente. Con esta informacién podemos decir que
la histamina inicia sefializacion intracelular e incrementé de la expresién del gen de colageno a
través de los H1R (figura 16)
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Figura 16. Efecto de los antagonistas de los receptores H1 pirilamina y del receptor H2 cimetidina sobre la
expresion del gen de colageno en FPHN. Linea NOVA P: 8 y 11. Los fibroblastos fueron transferidos de
cajas T-25 a cajas de 6 pozos, al estar en confluencia temprana se sincronizaron los cultivos por 24 horas
y posteriormente se aplicaron las condiciones experimentales, la histamina a dosis de 100uM se aplicé a
los 20 minutos de incubadas las células con los antagonistas H1 y H2. Se realizd extraccion de RNA por
técnica de TRizol a las 48 horas de incubadas las células. Cada caja representa el rango intercuartilar de 9
valores de RT-PCR. Los datos fueron analizados con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett **p= <0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LA PLC SOBRE LA EXPRESION DE COLAGENO EN FPHN

Para la determinacion del gen de colageno después de aplicar los blogueadores de
U73122 y su andalogo inactivo U73343 se siguié el mismo procedimiento para transferir los
fibroblastos a cajas de 6 pozos, se sincronizaron las células por 24 horas previo a la aplicacién
de los bloqueadores y la histamina a los 20 minutos de incubadas las células con los
bloqueadores. El resultado fue similar a los experimentos de proliferacién observando que estos
bloqueadores afectaron la viabilidad celular, la inspeccion visual de los pozos demostrd
desprendimiento y disminucion de la celularidad, la cuantificacion del gen de colageno es
practicamente nula después de aplicar el estimulo con histamina. El efecto de estos
bloqueadores no es interpretable por la razén anteriormente expuesta (figura 17).
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Figura 17. Efecto de la inhibicion de la PLC sobre la expresion del gen de colageno en FPHN. Linea NOVA
P: 13 y FN-4-12 P: 12. Resultados de dos experimentos por triplicado. Los fibroblastos fueron transferidos
de cajas T-25 en confluencia temprana a cajas de 6 pozos, los cultivos fueron sincronizados por 24 horas y
posteriormente se aplicaron los bloqueadores, el RNA se extrajo a las 48 horas de incubacién. Cada caja
representa el rango intercuartilar de los valores de 18 mediciones de RT-PCR. Los datos se analizaron con
prueba estadistica ANOVA y prueba post hoc de Dunnett ** p= < 0.05
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE CA2+ DEL RE SOBRE LA EXPRESION DE
COLAGENO EN FPHN.

Para los experimentos de expresion del gen de colageno se siguieron los pasos ya
descritos para la transferencia de las células, la sincronizacion, extraccibn de RNA total y
realizacion de RT-PCR. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: muy similar a los
experimentos de proliferacion el CPA disminuye significativamente la expresion del gen de
colageno y el efecto de la histamina no es revertido en presencia de este blogqueador, por lo cual
podemos decir que en nuestras lineas celulares la histamina no evocé sefal a través de la
inhibicion de la SERCA (figura 18).
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Figura 18. Efecto de la inhibicién de la SERCA sobre la expresién de colageno en FPHN. Linea NOVA P:
11.Las células fueron transferidas de cajas T-25 a cajas de 6 pozos, previo a la aplicacion de las
condiciones experimentales se sincronizaron las células por 24 horas. La extraccion de RNA total se
realizé6 a las 48 horas de incubaciéon de las células y posteriormente se realizé la RT-PCR para la
cuantificacion del numero de copias del gen de colageno. La diferencia entre grupos fue analizada con
ANOVA y prueba post hoc de Dunnett para comparar con el grupo control ** p= <0.05, las cajas
representan el Rl de 9 valores de RT-PCR, los bigotes el valor minimo y maximo, * valores atipicos.
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LOS CANALES DE CA2+ OPERADOS POR ALMACEN (SOC) SOBRE
LA EXPRESION DE COLAGENO EN FPHN.

La expresion de colageno después de aplicar los bloqueadores de los SOC se realizd
bajo las mismas condiciones que los experimentos previos. El efecto del 2-APB no es
interpretable ya que este bloqueador por si mismo disminuyé significativamente la expresion del
gen de coldgeno y en presencia de este bloqueador el efecto de la histamina no se vio
contrarrestado. La®" también disminuyd por si mismo la expresion de colageno, al analizar los
datos con ANOVA y prueba post hoc de Dunnett se encuentra una diferencia significativa (p=
0.031), posteriormente al ser aplicada la histamina esta molécula no se inhibe en presencia de
La*". El Gd* no modifico la expresion del gen y se mantuvo sin diferencia significativa con
respecto al control, sin embargo el efecto de la histamina tampoco se ve revertido por este
bloqueador, con esta informacion podemos decir que la expresion del gen de colageno en
nuestras lineas de fibroblastos al parecer no estd mediada via SOC (figura 19).
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Figura 19. Efecto de la inhibicion de los canales de Ca2+ operados por almacén (SOC) sobre la expresion
del gen de colageno en FPHN. Las células fueron transferidas de cajas T-25 a cajas de 6 pozos, previo a la
aplicacion de las condiciones experimentales se sincronizaron las células por 24 horas. La extraccion de
RNA total se realiz6 a las 48 horas de incubacion de las células. Se realiza RT-PCR para la cuantificacion
del nimero de copias del gen de colageno. Linea NOVA P: 11, las cajas representan el Rl de 9 valores de
RT-PCR, los bigotes el valor minimo y méximo, los datos fueron analizados con prueba estadistica ANOVA
y prueba post hoc de Dunnett para comparacion con el grupo control ** p=<0.05
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DISCUSION

Estudiar el efecto de la histamina sobre la proliferaciéon de los fibroblastos de pulmén
humano es importante, ya que existen enfermedades como el asma que es considerada la
enfermedad pulmonar cronica mas frecuente de la infancia y su prevalencia continua
incrementandose en todo el mundo, por lo cual es ahora reconocida como un serio problema
global de salud, se estima que existen aproximadamente 300 millones de asmaticos en el mundo
y un 10% de estos pacientes desarrollara asma severa persistente; a pesar de un tratamiento
optimo estos pacientes iniciaran un proceso de remodelacion pulmonar, que es un dafio
producido sobre el epitelio de la via aérea que estimula la generacion de factores de crecimiento
fibroproliferativos (Horie y cols., 2014)(Horie y cols., 2014)(Horie y cols., 2014)(Horie y cols.,
2014)(Horie y cols., 2014)(Horie y cols., 2014). En un estudio realizado en el Laboratorio de
Medicina Experimental y en el Laboratorio de Fisiologia de la BUAP, se observo que al estimular
cultivos de FPHN con diferentes dosis de histamina se inducia una sefial de Ca?*, concluyendo
que la dosis optima de histamina que incrementd las [Ca?*]; en el 96% de las células estimuladas
fue de 100 pM, otro hallazgo fue que la histamina utilizé la via del IP; para la liberacion de [Ca?*];,
ya que la respuesta fue inhibida cuando la actividad de la PLC fue bloqueada con U73122
(Romano Bernabe y cols., 2012). Hasta ahora no hay estudio que reporte si la activacién de la
via de sefalizacion de Ca?* inducida por histamina, promueva un fenotipo en los fibroblastos de
pulmén que se relacione con el desarrollo de fibrosis. Por tal motivo en nuestro estudio decidimos
bloguear cada una de las vias de la sefializacion de Ca?' y en presencia de histamina medir la
proliferacién y expresion del gen de colageno. Para llegar a estos resultados primero tuvimos que
estandarizar la técnica de proliferacion de los fibroblastos y posteriormente aplicar los
antagonistas de los HR1 y HR2, asi como cada uno de los bloqueadores de los canales de Ca?"y
en presencia de éstos bloqueadores se agreg6 la dosis maxima de histamina. Lo mismo hicimos
para estandarizar la técnica de extraccion de RNAm de los fibroblastos para posteriormente
realizar RT-PCR.

Nuestros resultados fueron sorpresivos, ya que fueron contrarios a lo reportado en la
literatura, cuyo efecto de la histamina es basicamente reportado como agente profibrosante
(Jordana y cols., 1988; Veerappan y cols., 2012; Veerappan y cols., 2013). En nuestras lineas
celulares NOVA y FN-4-12 observamos que la histamina a dosis maxima no indujo proliferacion
ni aumento en la expresion del gen de colageno, por el contrario estos efectos se vieron
disminuidos con respecto al control de una manera estadisticamente significativa, estos

resultados fueron consistentes en los experimentos subsecuentes.
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Jordana y cols, (Jordana y cols., 1988), estimularon fibroblastos de cultivos primarios de
pulmén con diferentes dosis de histamina, bloqueando los receptores H1 y H2, observando que
la histamina ejercia su efecto a diferentes dosis, el efecto proliferativo de la histamina estuvo
mediado por los receptores H1, sin embargo no explica el mecanismo molecular por el cual la
histamina ejercio su efecto. Veerappan y cols., han probado el efecto de la histamina en modelos
murinos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, y han probado que ratones genéticamente
deficientes de células cebadas (MCD) presentaron mayor proteccion a desarrollar fibrosis
pulmonar mientras que dicha proteccion desaparecia al retar a los ratones MCD con bleomicina

después de restaurar sus células cebadas pulmonares (Veerappan y cols., 2013).

Una posible explicacion de nuestros hallazgos, es que una condicién indispensable para
el desarrollo de fibrosis es la activacién de los fibroblastos que al estar bajo el estimulo constante
de mediadores de la inflamacién, cambian su fenotipo a miofibroblastos, condicion que no
tuvimos en nuestras lineas celulares las cuales fueron fibroblastos no activos. Otro estudio que
refuerza mas esta hipoétesis son los trabajos realizados por Leonardi y cols., quienes estimularon
fibroblastos conjuntivales normales y de queratoconjuntivitis vernal (QCV, un tipo de conjuntivitis
atopica) con histamina en presencia de antagonistas H1 y H2, el efecto fue evaluado a través de
la medicién de la proliferacion, migracion y medicion de procolageno tipo | y 1l (PIP). Observaron
gue los fibroblastos derivados de QCV proliferaron con un indice mayor que los fibroblastos
conjuntivales normales en ausencia de histamina, después de la estimulacion con histamina
ambos cultivos crecieron a un ritmo similar. Tanto los antagonistas H1 como los H2 inhibieron la
proliferacion inducida por la histamina de una manera significativa. Sin embargo los fibroblastos
de QCV fueron mas sensibles a la histamina produciendo méas PIP que los fibroblastos normales.
Concluyendo que la capacidad proliferativa de los fibroblastos de QCV puede ser el resultado de
un crecimiento selectivo de una o mas subpoblaciones de fibroblastos en un tejido cronicamente

inflamado (Leonardi y cols., 1999).

Los resultados que observamos sobre la proliferacion y expresion de coldgeno estan
reforzados por el efecto que observamos al bloquear los receptores H1 y H2 con pirilamina y
cimetidina respectivamente. Con respecto a la proliferacion celular, al bloqueo tanto de los
receptores H1 como H2 revirtié al menos parcialmente el efecto de la histamina, lo que nos hace

pensar que es un efecto especifico mediado por estos receptores.

En relacion a la expresion de colageno, fue interesante observar que el efecto de la

histamina al parecer estd mediado por los receptores H1, ya que la accién de la histamina fue
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inhibida con la pirilamina pero no con la cimetidina. En un estudio reciente Horie y cols.,
observaron que la histamina indujo contraccion de geles de colageno de fibroblastos de pulmon
humano, y este efecto estuvo mediado principalmente por los receptores H1 (Horie y cols., 2014).
Sin embargo, es importante mencionar que se ha observado que el bloqueo de estos receptores
es especifico, dependiendo del 6rgano del cual procedan dichos fibroblastos; asi lo demostré
Murota y cols., cuando estimul6é con histamina fibroblastos de piel y mucosa nasal y bloqueo los
receptores H1 y H2, observando que al parecer la especificidad organica estaba implicada, ya
gue solo los fibroblastos de piel disminuyeron significativamente la expresion de colageno tipo 1
al ser expuestos a difumarato de emedastina, un antagonista de los receptores H1 (Murota y
cols., 2008).

Con lo referente al uso de los bloqueadores de Ca?' y los resultados de proliferacion y
expresion de colageno de los fibroblastos, observamos en las lineas de FPHN bloqueadores de
la PLC (U73122 y U73343) afectaron directamente la viabilidad de las células, por lo cual los
datos no fueron interpretables. El bloqueador de la bomba del reticulo endoplasmico (SERCA)
especificamente el CPA disminuy6 por si mismo la proliferacion y expresién del gen en los FPHN
y el efecto de la histamina no se vio inhibido en presencia de este bloqueador. El efecto de los
bloqueadores de los SOC (2-APB, La*" y Gd*') en la proliferacién de FPHN; se observo que 2-
APB revierte en forma parcial el efecto de la histamina, mientras que en presencia de La®*" y Gd**
la histamina no revirtié su efecto. Con lo que respecta al efecto de los bloqueadores de los SOC
sobre la expresion del gen de colageno, se observd que ninguno de estos bloqueadores revirtid
el efecto de la histamina. En base a los resultados de nuestros experimentos, es dificil concluir
gue el efecto de la histamina sobre la proliferacion y expresion del gen de colageno en nuestros
FPHN estd mediado por la via de la sefalizacion de Ca?", ya que sélo 2-APB bloquea

parcialmente el efecto de la histamina en el fenémeno de proliferacion.

Otra posible explicaciébn a nuestros resultados es que trabajamos con fibroblastos de
pulmén humano normal no activados, que no han cambiado su fenotipo a miofibroblastos, tal
como lo explica Hinz y cols., en su trabajo donde analizaron el origen y las caracteristicas
especificas de miofibroblastos de diferentes lesiones fibréticas; resumiendo que existen factores
que afectan la génesis de los miofibroblastos y su diferenciacion desde células precursoras
(fibroblastos) y estos factores pueden ser mas complejos aun, particularmente hablando de
factores epigenéticos tales como metilacion del DNA, microRNAs y modificacion de histonas
factores que controlan la expresion de a-actina de musculo liso en los miofibroblastos; marcador

més usado para determinar el fenotipo de miofibroblastos el cual le confiere actividad contractil a

55



Bloqueadores de la sefial de Ca?*en FPHN

estas células, las cuales pueden evocar una sefial de Ca2+ ya que fungen como células
fisiologicamente excitables (Hinz y cols., 2012). Pocos afios antes Liang y cols., fueron los
primeros en reportar una sefial de Ca?* evocada por histamina especificamente en
miofibroblastos valvulares humanos (Liang y cols., 2003), resultados que podemos interpretar
mejor con los estudios realizados por Hinz es este tipo particular de células.

Los resultados de nuestro trabajo son muy interesantes y controversiales, podemos decir
que las fortalezas de nuestro estudio estan basadas en la consistencia de los resultados en cada
experimento realizado. Sin embargo también tiene limitaciones tales como haber utilizado solo
una técnica para medir proliferacion celular, haber estudiado el efecto de la histamina y
blogqueadores de canales de Ca?* sélo en lineas de fibroblastos de pulmén humano normal, haber
medido solo la expresion génica de colageno y no de otros genes que pudieran estar

involucrados, limitaciéon en cuanto al tiempo de medicién de dichos fenbmenos.

Dentro de los estudios que proponemos para esclarecer y darle valor a nuestros
resultados, es el realizar experimentos donde podamos probar el efecto de la histamina tanto en
cultivos de fibroblastos normales como en modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
en modelos murinos, realizar estudios de micro arreglos para estudiar que otros genes estan
afectados, estudios con marcadores especificos para determinar si nuestros fibroblastos
expresan o-actina de musculo liso. Estudios que determinen la influencia de factores

epigenéticos tales como metilacion de DNA y modificacion de histonas en los fibroblastos.

Queda mucho por investigar de éstas emblematicas células, sin embargo con este estudio
abrimos la posibilidad de que en el proceso de la fibrosis intervienen factores mas complejos que
la sola exposicion de los fibroblastos a la histamina; factores como la especificidad orgénica y
epigenéticos que contribuyen a que cada tipo de fibroblasto responda de una manera particular a

los estimulos que se aplican in vitro.
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CONCLUSIONES

La histamina a una concentracién de 100 uM disminuyd la proliferacion en cultivos
de FPHN.

La histamina a una concentracion de 100 puM disminuyé la expresion del gen de
colageno en cultivos de FPHN.

El efecto de la histamina sobre la proliferacion en FPHN est4 mediado al menos
parcialmente por los receptores H1y H2.

El efecto de la histamina sobre la expresion del gen de colageno en FPHN esta

mediado principalmente por los receptores H1.

El efecto de los bloqueadores de la PLC sobre la proliferacion y expresiéon de
colageno en FPHN no es interpretable ya que la viabilidad de las células se vio

afectada.

El efecto del bloqueador de la SERCA (CPA) sobre la proliferacion y expresion de
colageno en FPHN no es interpretable ya que este bloqueador disminuy6 por si

mismo ambos fenémenos.

El efecto de los blogueadores de los SOC sobre la proliferacion en FPHN esta
mediado parcialmente por 2-APB.

El efecto de los bloqueadores de los SOC sobre la expresion de colageno no esta

mediado por esta via.
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ANEXOS

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE MEDICINA
LABORATORIO DE MEDICINA EXPERIMENTAL

CONSENTIMIENTO PARA DISPOSICION DE TEJIDOS DE CADAVERES CON FINES DE
INVESTIGACION

1.- DATOS DEL DONADOR O DISPONENTE:
RN (Iniciales apellidos ):
Edad:_ Sexo:__ Diagnostico de ingreso:
Causa de muerte: Fecha: Hora
Nombre del Hospital:
Domicilio del Hospital:

2.- CONSENTIMIENTO DE DONACION DE TEJIDOS

Yo con parentesco por ,
del hoy occiso (a) C. , otorgo el consentimiento para
donar tejido pulmonar. Ya que he recibido previamente informacion suficiente, oportuna, clara y veraz
sobre los riesgos y beneficios esperados y una vez aclarada mis dudas otorgo este consentimiento en
forma libre y voluntaria, entendiendo que sera empleado exclusivamente para fines de investigacion
cientifica en el Laboratorio de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la BUAP.

3.- DATOS DEL FAMILIAR QUE OTORGA EL CONSENTIMIENTO
Nombre:
Domicilio

Firma:

4.- DATOS DE DOS TESTIGOS
Nombre:

Parentesco:

Domicilio:

Firma

Nombre:
Parentesco:
Domicilio:

Firma:

El presente consentimiento se encuentra debidamente elaborado con fundamento en los articulos 324,
325, 326 y 327 de la Ley General de Salud, y el articulo 14 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Control Sanitario para la Disposicion de Organos, Tejidos y Cadaveres de Seres Humanos.
Anexar copia de identificacion oficial de los testigos (credencial de elector, pasaporte, cartilla o licencia
vigentes)
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